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Résumé

Les maladies fongiques des plantes sont causées par des champignons dont la présence sur les
exploitations agricoles nécessite des traitements fongicides préventifs. En effet, ces parasites
se propagent rapidement, et les signes visibles sur les exploitations - comme la présence de
taches sur les feuilles - n"apparaissent que plusieurs jours apres l'infection. La réduction de
I'utilisation de ces produits phytosanitaires passe donc par une détection plus précoce des
maladies. C'est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thése, dont |'objectif est d’étudier
la faisabilité de micro-capteurs optiques pour détecter les spores des champignons
phytopathogenes. Les spores sont en effet responsables de I'infection primaire et de la

propagation des maladies, et constituent donc naturellement la cible privilégiée.

Les brigques de base des micro-capteurs optiques envisagés sont des guides d’onde rubans de
structure RIB a base de couches minces chalcogénures Ge-Se-Te. Le principe de détection
repose sur l'interaction entre les spores immobilisées sur les guides et I'onde évanescente qui
se propage a leur surface. Cette interaction est en effet susceptible de modifier la
transmission du signal infrarouge a travers les guides, notamment via des phénomeénes
d’absorption ou de diffusion. La difficulté de cette stratégie réside dans la sélectivité de la
mesure. Quelle chimie de surface peut permettre I'immobilisation sélective des spores d’un

champignon a risque ? Comment distinguer les spores d'un pathogéne du reste de I'aérosol ?

Pour répondre a la premiere question, la fonctionnalisation des couches Ge-Se-Te a été
étudiée. Deux familles de précurseurs ont été identifiées : (i) les peptides, qui s’accrochent
aux chalcogénures via de multiples interactions faibles, et (ii) les organosilanes, qui
s’accrochent de fagon covalente, vraisemblablement via la formation de groupements Te-O-Si.
D’apres la littérature, les spores des maladies fongiques s'immobilisent préférentiellement sur
les surfaces hydrophobes : nous avons donc ensuite modifié le caractére hydrophile-
hydrophobe des couches minces Ge-Se-Te via les précurseurs organosilanes. Les tests
d’'immobilisation ont, comme attendu, démontré une plus forte affinité des spores pour les
couches rendues plus hydrophobes. Nous avons alors élaboré deux protocoles permettant de
rendre les guides d’onde plus hydrophobes d’une part, et les zones situées entre deux guides

d’onde voisins plus hydrophiles d’autre part. Les tests d'immobilisation des spores ont montré



qgue ces deux protocoles permettaient bien d’augmenter le taux de spores immobilisées sur

les guides d’onde.

Pour répondre a la deuxieme question, nous nous sommes ensuite intéressés a I'analyse
spectrale des spores de Magnaporthe oryzae (responsable de la pyriculariose du riz). En
espace libre, I’étude dans la gamme du proche infrarouge (1-2,5 um) a mis en évidence un
phénomene de diffusion de Mie tres important. Il sera donc difficile d’obtenir des capteurs
sélectifs a partir de I'exploitation de ces seuls spectres de diffusion. Le domaine de moyen-
infrarouge (2,5-15 um) s’est avéré plus intéressant, révélant de nombreuses absorptions

spécifiques.

Nous avons conclu ce travail par I’étude de la réponse optique des guides d’onde vis-a-vis du
dépot de spores de Magnaporthe oryzae sur leur surface, dans la gamme de longueurs d’onde
1-2,5 um. Il a été démontré que le dépo6t de ces spores perturbait le spectre en transmission.
Cette perturbation de faible intensité - expliquant 0,015 % des variations observées - a été
mise en évidence grace a une analyse en composantes principales. Ce résultat est certes
encourageant, mais il sera nécessaire d’augmenter la sensibilité des micro-capteurs : en
optimisant le caractere hydrophile/hydrophobe de leur surface, leur géométrie, et en
stabilisant l'injection de la lumiére en face d’entrée. L’utilisation du moyen infrarouge

permettra ensuite d’aller vers des micro-capteurs sélectifs.



Abstract

The spreading of phytosanitary inputs in fields comprises a significant part of preventive
treatment. Indeed, the symptomatic dead spot on plant leaves only appears one or two weeks
after primary infection. In order to reduce unnecessary use of hazardous chemistry, efforts for
early detection of plant diseases are demanded. Scientific research can challenge the design
of fungi spores micro-sensors, detecting the apparition of phytopathogens and monitoring the
epidemic development of the disease. The sensor we propose is constructed of Ge-Se-Te
chalcogenide RIB waveguide: the analytes falling on the detector surface interact with the
evanescent field of the propagating light, and therefore alter it. The main difficulty of such a
detection strategy is to provide selectivity. How could we immobilize pathogenic spores on

the chalcogenide waveguides? How to detect spores among all particles from aerosol?

To provide selectivity to the sensing system, we aimed to functionalize the Ge-Se-Te
waveguides with a new surface chemistry providing high affinity towards fungi spores. We
identified two routes of functionalization: with peptides and with organosilane precursors.
Peptides bond the surface thanks to several weak interactions, while organosilane bind the
Ge-Te-Se by forming a Te-O-Si covalent group. We demonstrated specific capture of the
analyte thank to the biotin-streptavidin complex.

The literature search indicates, the wettability as a key parameter for spores immobilization
on artificial surfaces. Hydrophobic spores rather immobilize onto hydrophobic surfaces, such
as plants leaves. Therefore, in a mimetic approach we used the silanization route to modify
the surfaces, with two new precursors. Tetraethoxysilane provide hydrophilic behavior to the
chalcogenide, whereas Octyl-trimethoxysilane provides hydrophobic behavior to the
chalcogenide. We were able to demonstrate a higher rate of spores immobilization on the

hydrophobic chalcogenide, as expected.

To go further and increase sensitivity, we also propose a new strategy for selective
functionalization of the waveguide surfaces. Indeed, not all of the spores are immobilized
inside the evanescent field. We achieved a selective functionalization of the sensor
components, between active and non-active areas. We have rendered more hydrophobic the

waveguides than the surrounding non active area. The spores test immobilization



demonstrates higher concentration near the waveguide, where the evanescent field is

located, suggesting higher sensitivity.

We conclude our study by the optical investigation of spores of Magnaporthe oryzae, also
known as the rice blast fungus. The difficulty is that in free space, such micrometric fungi cells
cause intense scattering in the near-infrared region (1-2.5um). This phenomenon, well
explained by the Mie theory, could hinder the spore detection. Nevertheless, we still could
demonstrate the spores detection with the chalcogenide waveguide and the optical set-up
build for the near-infrared region (1-2.5um), although, the optical signature of spores is not
yet optimized. We further propose to work in the mid-infrared spectrum region (2.5-15um),
where numerous specific absorption events occur. Detection with such wavelengths should

provide information enough for bio-particles identification.
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Introduction Générale

Les produits phytosanitaires sont des produits chimiques destinés a protéger les espéces
végétales cultivées, et assurer le rendement de la production agricole. Les cultures sont
effectivement soumises a de nombreux stress biotiques : champignons, insectes, bactéries,
nématodes, etc, qui nécessitent I'utilisation de fongicides, insecticides, bactéricides,
nématicides... Mais le traitement des cultures par ces produits phytosanitaires s’"accompagne
d’impacts préjudiciables a la fois sur I’environnement (I’eau, Iair, le sol, la faune, la flore) et
sur 'homme (lors de I'épandage et par le biais de I'alimentation). La réduction de ces impacts
fait partie des préoccupations sociétales majeures, et s’inscrit dans le développement durable
de nos sociétés. L'une des stratégies privilégiées permettant la réduction de ces impacts est
une détection plus précoce des pathogénes. En effet, les parasites, une fois installés sur site,
se propagent rapidement au gres du vent et des intempéries, garantissant le développement
épidémique de la maladie. Mais malheureusement, les signes visibles sur les exploitations,
comme la présence de taches symptomatiques sur les feuilles, n’apparaissent que plusieurs
jours voire plusieurs semaines suivant l'infection. Afin d’assurer le rendement de leur
production, les agriculteurs préferent alors pulvériser les traitements sans attendre
I"apparition des signes symptomatiques de la maladie. Une détection plus précoce des
pathogeénes permettrait d’éviter les traitements préventifs systématiques et de répandre au

bon moment, au bon endroit.

Aujourd’hui, des outils d’aide a la décision évaluent la potentialité de la présence des
pathogénes, grace a des modeéles mathématiques et des prévisions météorologiques.
Cependant, ces outils sont loin d’étre suffisants. Pour détecter localement les maladies des
plantes le plus tét possible, il convient de s’intéresser a la détection des spores des
champignons phytopathogenes. Les spores sont des capsules micrométriques responsables de
la reproduction et de la dissémination des champignons, a l'instar des graines pour les
plantes. DG a leur grande dispersion dans I'espace, elles sont responsables de la propagation
des maladies. Détecter les spores, c’est détecter I'arrivée des pathogenes : c’est donc la
méthode la plus précoce de détection des maladies des plantes. En épidémiologie végétale,

les capteurs aériens visant a comptabiliser la présence des champignons phytopathogenes,



couplés a des techniques gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) ou plus récemment
LAMP PCR (Loop mediated isothermal amplification), rendent possible la quantification de la
sporée aérienne. Mais ces méthodes présentent quelques limitations pour l'identification des
risques épidémiques précoces, car en général elles ne visent qu’un pathogéne a la fois et/ou
demandent une étape d’identification dans des laboratoires spécialisés, impliquant un délai
d’analyse de quelques jours incompatible avec la gestion d’une épidémie. De nouveaux outils
sont donc nécessaires et c’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thése. Il a pour
objectif de montrer la faisabilité de micro-capteurs optiques pour la détection des spores. Le
diagnostic des stress biotiques et abiotiques des plantes par méthodes optiques n’est pas
nouveau. L'intérét de ces méthodes réside dans le caractére non invasif de la lumiere, mais
aussi dans leur capacité a fournir des analyses en temps réel. Dans le cadre de ce travail, les
micro-capteurs optiques envisagés sont des guides d’onde a base de couches minces
chalcogénures du systeme ternaire Ge-Se-Te. Le choix de ces matériaux est justifié par leur
domaine de transparence qui s’étend de 1 a 16 um environ. Ce domaine spectral est
particulierement attractif puisqu’il inclut les longueurs d’onde des télécommunications, mais
également le moyen infrarouge ou se situent les bandes d'absorption de nombreuses

molécules.

Les guides d’onde étudiés dans ce travail sont des guides d’onde rectilignes de structure RIB.
IIs sont composés d’un substrat en silicium, d’'une couche tampon de composition
GeysSessTero et d’'une couche de cceur GezsSessTezo d’indice de réfraction plus élevé. La
couche de cceur est gravée partiellement, assurant un confinement bidimensionnel de la
lumiere. Le principe de détection est quant a lui basé sur l'interaction entre les spores
immobilisées sur les guides d'onde, et I'onde évanescente qui se propage a leur surface. Les
modes guidés s’accompagnent en effet d’ondes planes de surface dont [lintensité
« s’évanouit » exponentiellement perpendiculairement aux deux interfaces qui entourent la
couche de cceur. Ces ondes, dites évanescentes, sont susceptibles d'interagir avec les analytes
présents sur la surface des guides. La présence de spores fongiques sur les guides peut donc
provoquer de |'absorption, de la diffusion, et plus globalement perturber les conditions de

propagation de la lumiere guidée.

La difficulté de cette stratégie de détection réside dans la sensibilité des micro-capteurs et

surtout dans la sélectivité de la mesure. Différentes questions sont effet sous-jacentes. Les



micro-capteurs seront-ils a méme de détecter une faible quantité de spores ? Comment
seront-ils capables de distinguer les spores de différentes souches de champignons ? Plus
généralement, comment identifier les spores d'un champignon phytopathogene réellement
préoccupant parmi tout l'aérosol (pollens, bactéries, poussiéres inorganiques) ? Différents
leviers ont été envisagés pour répondre a ces questions et essayer d’apporter de la sensibilité
et de la sélectivité. La fonctionnalisation de la couche de coeur a été étudiée en vue d’une
captation sélective des spores et la modification du caractére hydrophile/hydrophobe de la
couche de coeur a été envisagée pour améliorer le taux d'immobilisation des spores sur les
guides d’onde. Enfin, la spectroscopie infrarouge couplée a de I'analyse multivariée a été
envisagée pour gagner en sélectivité de la mesure. Spores, pollens et poussiéres inorganiques
ne sont pas faits de la méme chimie et absorbent a différentes fréquences. Une discrimination

spectrale est donc a priori possible.

Les principaux résultats obtenus sont présentés dans ce manuscrit. Le chapitre A est
entierement bibliographique et se divise en trois axes : (i) la détection des maladies fongiques,
(ii) les guides d’ondes infrarouges pour la détection et enfin (iii) la fonctionnalisation des
matériaux en général et des chalcogénures en particulier. Le chapitre B est consacré a la
fonctionnalisation des couches minces de composition GezsSessTeyo. Il s’agit de valider deux
voies de fonctionnalisation différentes : la voie peptidique d'une part et la silanisation d'autre
part. La bibliographie ayant mis en évidence que les spores s’accrochent préférentiellement
sur les surfaces hydrophobes, |a silanisation a ensuite été étudiée pour modifier le caractére
hydrophile/hydrophobe des couches. Le chapitre C porte quant a lui sur la fonctionnalisation
sélective des composants constitués de plusieurs séries de guides d’onde. Il s’agit de rendre
les guides d’onde plus hydrophobes, ou alors les zones situées entre les guides plus
hydrophiles, de sorte a augmenter le taux d'immobilisation des spores sur les guides d’onde.
Enfin, le chapitre D est dédié a la détection des spores du champignon responsable de la
Pyriculariose du riz: Magnaporthe oryzae. Une premiére section est consacrée a
I'immobilisation de ces spores sur les couches fonctionnalisées. La seconde section est dédiée

a I’étude des réponses des guides d’onde vis-a-vis du dépbt de spores sur leur surface.






CHAPITRE A

Bibliographie & Positionnement du travail de these






A.l. La détection des maladies fongiques

Les maladies fongiques sont causées par des champignons ou pseudo-champignons dont la
présence sur des exploitations agricoles nécessite des traitements fongicides préventifs. En
effet, ces parasites, une fois installés sur site, se propagent rapidement au gres du vent et des
intempéries. Malheureusement, les signes visibles sur les exploitations, comme la présence de
taches symptomatiques sur les feuilles, n’apparaissent souvent que la semaine suivant
I'infection. La réduction de I'utilisation de ces produits phytosanitaires passe donc par une

détection précoce des phytopathogénes.

Dans ce paragraphe, nous allons tout d’abord introduire la notion de maladies fongiques et
donner le cycle de ces maladies, avant de nous intéresser aux méthodes existantes pour les

détecter.
A.l.1. Les maladies fongiques

Les maladies fongiques sont nombreuses. Parmi les plus courantes, on peut citer le mildiou,
I’oidium, la pyriculariose, la fusariose, |la pourriture grise (appelée aussi Botrytis), la rouille, etc
[Dean2012]. Toutes les maladies fongiques sont caractérisées par des symptomes différents
et assez caractéristiques. Par exemple le mildiou [Lebeda1994], qui s’attaque a la vigne, mais
également aux tomates, aux oignons, aux pommes de terre, etc., se caractérise par

I’apparition de taches brunes et d’auréoles jaunatres sur la face supérieure des feuilles.

Les maladies « fongiques » sont causées par certaines especes du regne « Fungi », aussi
appelées « myceétes » et plus communément dénommeées champignons. Les levures utilisées
en fermentation et les champignons a chapeaux comestibles font également partie de ce
regne. En toute rigueur, certaines maladies fongiques sont causées par des oomycetes,

longtemps classées au sein des Fungi, et qualifiées aujourd’hui de « pseudo-champignons ».

Parmi les Fungi phytopathogénes, les ascomycetes sont les plus représentés (Magnaporthe,
Botrytis, Fusarium, Blumeria, ...). lls sont responsables des maladies fongiques telles que
I’anthracnose, la pourriture grise, la fusariose, I'oidium, la pyriculariose ou encore la
septoriose. Parmi les Fungi phytopathogénes se trouvent également quelques basidiomycetes

(Pucciania, Melampsora, Ustilago, ...) dont font partie certains champignons a chapeau : ils



sont a l'origine des maladies telles que les rouilles et les charbons. Enfin, les genres
Plasmopara et Phytophthora, responsables des mildious de vigne, de la tomate ou encore de

la pomme de terre font partie de la classe des oomycetes.

Il existe donc une grande variété de champignons phytopathogénes, dont la nomenclature est
tres complexe. C'est pourquoi nous utiliserons par la suite des termes assez génériques pour
faciliter la lecture et la compréhension. En revanche, il est nécessaire d’expliciter brievement

le processus d’infection d’une plante par un champignon phytopathogéne.

L'infection d’une plante par un champignon phytopathogene commence par l'infection
primaire depuis les structures d’hibernation du pathogene (sclérotes, ascospores, oospores).
Ce cycle d’hibernation permet également une reproduction sexuée du champignon. Au
printemps, dés que les conditions de température et d’humidité le permettent, le pathogene
« se réveille » et réalise cette infection primaire. Ensuite se répéte un cycle d’infection
secondaire, asexué, appelé cycle de la maladie. Ce processus diverge selon les pathogenes,

mais les grandes lignes sont exposées ci-dessous et résumées sur la Figure A.1.

Tache symptomatique
Moisissure cotoneuse

_ Sporophore  __
\

J

/

Sclérotes

Tdche symptomatique Mycélium — /

Feuille necrosée

Présent en grande
quantité dans l'aérosol

>

Qq Y
sema iﬂ7
——

Appressorium

Figure A.1. Cycle de vie du phytopathogéne.

La forme végétative du champignon est appelée mycélium. Celui-ci est constitué d’un réseau
filamenteux d’hyphes de quelques micrométres de diametre qui se développent a l'intérieur
de I'organisme hote. Le pathogéne détourne le métabolisme de la plante a ses fins (parasite

biotrophe) ou en provoque la nécrose pour s’alimenter (parasite nécrotrophe).
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La réponse immunitaire de la plante s’élabore avec I’activation de la transduction de signal, la
production de métabolites secondaires, de mycotoxines, d’'un renforcement des membranes
cellulaires ou encore de I'activation de la réponse hypersensible. Les premiers stades de la
réponse immunitaire se traduisent par la production et I'émission de composés organiques
volatils (COVs) symptomatiques (dont certaines structures sont données dans la Figure A.2),

ou par une variation subtile dans la composition chimique de la feuille.
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Figure A.2. Structures chimiques de quelques COVs émis par les plantes sous stress biotique ou
non biotique [Holopainen2010].

Pour se propager a travers |'espace et infecter d’autres feuilles ou plantes, des hyphes
aériennes, appelées sporophores, apparaissent a la surface des feuilles. Ces structures a
ramifications arborescentes portent les spores, fruits de la reproduction asexuée. Ces
sporophores ainsi que leurs spores, tres nombreuses, sont visibles a I'ceil nu sous forme de
moisissure cotonneuse ou de pustules. C'est de I'aspect de ces moisissures que sont souvent
tirés les noms communs des maladies (pourriture grise, pourriture blanche, charbons...). Les

surfaces nécrosées et recouvertes de spores apparaissent plusieurs jours apres l'infection.



Elles constituent les taches symptomatiques, comme on peut en voir a titre d’exemple sur la

Figure A.3.

Figure A.3. Photographie de feuilles de riz atteintes de la Pyriculariose, maladie provoquée par
le champignon phytopathogéne appelé Magnaporthe oryzae [Groth].

Les spores libérées permettent au matériel génétique de voyager dans I'espace. Pour la
plupart, ces spores ne sont pas pourvues de motilité et sont détachées et disséminées au gres
de la pluie et du vent. La nature a donc privilégié la quantité a la qualité, et ce sont des
millions de spores qui se retrouveront opportunément sur la surface d’une autre feuille
[Money2016]. Ces capsules d’une dizaine de micrometres, illustrées sur la Figure A.4,
permettent alors au champignon d’infecter la feuille voisine, mais aussi de parcourir plusieurs

kilomeétres, a I'image du pollen [Money2016].

Lorsque qu’une spore est ensuite déposée a la surface d’une feuille, elle s’adhere via la
libération d’un mucilage et d’'une matrice extracellulaire. Ces mécanismes d’adhésion sont en
partie non-spécifiques et sont amorcés par la présence d’eau libre. Cette adhésion empéche
un décrochage provoqué par la pluie ou le vent. Fixée sur la cuticule de la feuille, la spore
germe : un tube germinatif croit, formant ainsi le premier hyphe, puis I'appressarium. Cette
structure en déme exerce une pression osmotique de turgescence perforant la cuticule de la
feuille. La matrice extracellulaire fixe I'ensemble de la structure, et équilibre ainsi les forces
mécaniques. Une fois I'hyphe a lintérieur de I'organisme hote, le mycélium peut se

développer aux dépens de I'hote.
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Figure A.4. Représentation schématique de différentes spores fongiques et autres bio-
particules communément présentes dans I'aérosol. A titre indicatif, les genres nommés
Alternata, Aspergillus et Puccinia sont responsables de maladies fongiques : alternarioses,
rouilles et moisissures, respectivement [Golan2017].

A.l.2. Les moyens actuels de détection des maladies fongiques

Aujourd’hui, les exploitants agricoles ont a leur disposition quelques techniques de diagnostic,
mais peu de technologies sont pour linstant capables d’une détection précoce ou
automatisée sur site. Il existe néanmoins des outils d’aide a la décision, qui a partir des
données météorologiques et épidémiologiques, jugent I'apparition de pathogene probable ou
non. D’autres techniques, d’échantillonnage et d’analyses sérologiques (ELISA) ou génétiques
(PCR), permettent de capter et d’identifier un pathogene sans ambiguité. Mais ces analyses

restent cantonnées au laboratoire, et réservées a des personnels qualifiés.
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La recherche s’intéresse donc a de nouveaux outils de détection pour le management des
produits phytosanitaires. De nombreux travaux récents s’articulent autour des méthodes
optiques [Khaled2018][Zhang2019][Ali2019] : imageries RBG, multispectrale, hyperspectrale,
fluorescente, thermique et spectroscopies visible, infrarouge et de fluorescence. Ces analyses
d’'imagerie et spectroscopiques sont effectuées directement sur site, éventuellement par
I'utilisateur, et apportent une réponse rapide. Certaines des techniques d’imagerie offrent
notamment une cartographie de la propagation de la maladie sur I'’ensemble de I'exploitation
[Mahlein2016]. Le tableau A.1 résume les différentes méthodes utilisées pour détecter les
maladies fongiques sur site. En particulier il donne pour chacune des technologies, |'objet

sondé, la maturité de la méthode, ses avantages et ses limites.

Technologie Objet sondé Maturité Performance Limite

ELISA & PCR Protéine & ADN Mature Robustesse Portabilité
Imagerie & . Utilisé sur site & Cartographie  Traitement du
. Surface de la feuille e, .

Spectroscopie Recherche Portabilité signal
Détection de . Recherche en L, , .
Conidie . Précocité Sélectivité

spore laboratoire
Détection de Composé organique Recherche sur _ , .
P .g q . Versatilité Sélectivité
gaz volatile site

Tableau A.1. Méthodes de détection de maladie sur site.

D’autres travaux démontrent les performances des nez électroniques [Falasconi2005]
[Ghaffari2011] ou de la chromatographie en phase gazeuse [Huang2003][Jansen2011] : la
présence de certains composés organiques volatils (COVs) est en effet significative de la

présence de pathogenes ou de I’activation de la réponse immunitaire de la plante.

Enfin, une derniére approche consiste a détecter les pathogénes via leurs spores. Comme il I'a
été spécifié dans le paragraphe précédent, les spores sont des cellules fongiques, que les
phytopathogenes produisent et dispersent dans [I'aérosol pour assurer leur

dissémination. Détecter les spores est donc le moyen le plus efficace pour détecter les
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maladies de facon la plus précoce possible. Les paragraphes suivants détaillent chacune de ces

techniques utilisées a I’heure actuelle.

A.l.2.a. Imageries et Spectroscopies
Le développement du champignon et |’activation de la réponse immunitaire de la plante
provoquent d’abord des modifications de la teneur en eau, de la composition chimique, de la
couleur ou de la forme de la feuille. Aprés plusieurs jours, le pathogéne et/ou la réponse
hypertensive de la plante provoque(nt) la nécrose de la feuille. La présence d’un
phytopathogene perturbe ainsi les phénoménes de réflexion de la lumiere visible-infrarouge
sur le limbe foliaire. Les propriétés de diffusion et d’absorption de la feuille sont altérées par
la présence de nouvelles microstructures fongiques (hyphes, spores...) ou du changement

dans sa composition chimique (chlorophylle, carbohydrates, protéines, mycotoxines).

Les méthodes d’imagerie dans la gamme visible et proche infrarouge ouvrent de nouveaux
horizons dans le phénotypage des plantes. Les plus simples peuvent étre conduites avec les
couleurs RGB et un smartphone, qui vont remplacer I'ceil et I'expertise humaine. Mais
imaginons un « oeil » avec 250 couleurs, du visible a I'infrarouge, qui sillonne depuis un drone
I'ensemble du champ : la quantité d’informations qui peut étre obtenue est colossale et
I"analyse des données permet d’extraire les renseignements trés utiles pour I'’épandage des
intrants. En effet, on peut remonter a la distribution hétérogeéne du stress et en suivre
I’occurrence, la nature et la sévérité. Il est par exemple possible de cartographier la présence
du phytopathogéne Blumeria graminis sur une exploitation de blé avec une caméra
hyperspectrale embarquée sur un avion [Mewes2011]. Ces techniques offrent une dimension
spatiale au diagnostic et permettent de pratiquer de I’agriculture de précision [Mahlein2016].
Toutefois, beaucoup de ces dispositifs d'imagerie ne permettent pas une détection précoce.
Au stade de la recherche, la détection pré-symptomatique ne s’effectue souvent que sur un
spot de 1mm? [Buerling2012]. Méme si les techniques spectroscopiques infrarouges
permettent de déceler la maladie quelques jours avant I'apparition de taches symptomatiques
manifestes [Khaled2018][Ali2019], les différences spectrales sont extrémement subtiles et
font I'objet d’'une étude par analyse multivariée trés approfondie. Aucune étude ne parvient a
clairement expliquer la causalité entre la présence d'un pathogéne, et les subtiles

modifications spectrales constatées pendant le stade pré-symptomatique. Plusieurs études
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montrent toutefois que I'absorption de I'eau vers 1450, 1900 et 2500 nm porte I'information

utile [Liaghat2014][Delalieux2007], comme illustré sur la Figure A.5.
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Figure A.5. Spectres de réflexion visible-proche-infrarouge de feuilles de citron saines (en vert),
et infectées par la maladie du dragon jaune (en rouge). Les spectres sont marqués par
I'absorption de I'eau (a 1,5 um et 1,9 um) mais les différences entres les spectres sont minimes
[Farber219].

Les techniques de spectroscopie de fluorescence permettent une meilleure détection pré-
symptomatique [Khaled2018][Zhang2019]. Les feuilles ont des propriétés d’auto-fluorescence
(via notamment les chlorophylles), mais les techniques les plus performantes reposent sur la
fluorescence induite par UV ou lumiere bleue. Les émissions induites par UV sont la
fluorescence Bleu-Vert (440-520 nm) et la fluorescence chlorophylle (650-800 nm). Plusieurs
études ont notamment démontré que le ratio Fluorescence Bleue (451 nm) versus
Fluorescence Verte (522), notée (FB/FG), permet une détection pré-symptomatique

[Buerling2012][Belanger2008].

Non destructives et effectuées a distance, ces techniques font face a quelques difficultés. La
guantité d’informations a traiter est souvent colossale, et nécessite I'utilisation de méthodes
d’analyse de données multivariées robustes. Egalement trés empiriques, ces méthodes
n’établissent pas le lien entre infectiologie et spectroscopie. Pour étre opérationnels, les
dispositifs doivent préalablement apprendre a reconnaitre les patterns « sains» et
« malades ».
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A.l.2.b. Détection de composés organiques volatils

En 1989, Williams et Pembroke constatérent que des patients atteints de mélanome peuvent
étre diagnostiqués par des chiens, sensibles au subtil changement d’odeurs dégagées par le
malade [Williams1989]. La volatolomique devient alors la science et I’étude des composés

volatils et de leur capacité a traduire le métabolisme d’un systéme biologique.

De nombreux composés organiques volatils (COVs) sont constamment émis par la plante :
terpénoides, phénylpropanoides, dérivés d’acide gras et d’acides aminés non aromatiques.
Ces COVs participent a la communication inter-individus et inter-espéces, et le cas échéant a
la défense des plantes contre I’agent pathogene. Les champignons eux-mémes produisent des
COVs, notamment 'octénol (plus précisément I’oct-1-en-3-ol). La Figure A.6 illustre I’évolution
de la concentration de certains composés organiques volatils émis par le mais, apres
inoculation avec le champignon phytopathogene responsable de la maladie appelée

fusariose : le Fusarium graminearum.

On peut voir que quelques jours aprés l'inoculation, de nombreux COVs voient leur
concentration augmenter. Les stress biotiques et abiotiques induisent en effet des
changements dans I’émission des COVs. La libération de lipoxydase est par exemple
symptomatique de la dégradation de la membrane cellulaire [Wildt2003]. Certains terpénes
stockés dans les trichomes sont libérés par la plante lors de l'infection et participent a la
prévention inter-plantes [Jansen2009][Jansen2010]. Le méthyl salicylate révele I’activation du
systeme immunitaire de la plante et participe également a la communication inter-especes
[Shulaev1997]. De nombreux sesquiterpenoides sont également symptomatiques de
I'infection fongique [Becker2014][Alberto2015]. On rapporte également fréquemment
I’émission de (Z)-3-hexenol, (E)-B-ocimene, linalool,(E)-B-farnesene, (E)-4,8-dimethylnona-
1,3,7-triene  (DMNT), et de (EE)-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-tridecatetraene (TMTT)
[Jansen2011]. Cependant, aucune substance chimique n’a été exclusivement associée a une

seule maladie fongique.
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Figure A.6. Evolution de la concentration de COVs émis par le mais, apres inoculation avec le
Fusarium graminearum (fusariose) [Becker2014].

La présence d’une maladie fongique (ou cryptogamique) peut donc étre révélée par I'analyse
des composés organiques volatils dans I’'atmosphére environnante. En laboratoire, la
spectrométrie de masse, la chromatographie et la RMN permettent d’identifier et de suivre
I’émission de chaque terpénoide en fonction du développement de la maladie [Becker2014].

Quant a la détection sur site, la recherche s’est inspirée du nez biologique [Kauer2009].

Il existe des outils de laboratoire miniaturisés [Zhang2011], mais sont surtout utilisés les nez
électroniques portatifs [Jansen2011][Markom2009][Ray2017][CamardolLeggieri2020]. Sur site,
ces capteurs de COVs ne sont pas capables de reconnaitre une structure terpénoique en
particulier, mais un « recognition pattern » (RP) associé a un stress. Ces appareils sont

constitués d’une série de capteurs de gaz et d’un systeme de traitement du signal. La partie
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active des capteurs est constituée de couches d’oxydes métalliques ou de polymére dont la
conductivité varie en fonction de la concentration de certains COVs [Arshak2004]. Les
différentes couches ayant des sensibilités différentes pour les COVs, une série de capteurs
finit par apporter une information suffisamment discriminante. Une unité de traitement de
signal permet d’analyser I’évolution des réponses de tous les capteurs, et fournit une

information lisible par I'utilisateur : mildiou, insecte ravageur, sain...

En agriculture, quelques capteurs de gaz se sont montrés capables d’identifier un stress
fongique a partir des COVs émis par les plantes. L'Oidium de la tomate (Oidium
neolycopersici) est détecté en serre a partir de 6 jours grace au Bloodhound ST214 TM
[Ghaffari2011]; la maladie « pourridié rouge » (Ganoderma boninense) est identifiée
directement sur site chez I’huile de palme grace au Cyranose320 TM [Markom?2009]. Enfin ces
capteurs sont également capables de discriminer le stress fongique (Oidium neolycopersici)

parmi d’autres stress (Bloodhound ST214 TM) [Laothawornkitkul2008].

Ces systémes de détection manquent toutefois de robustesse. Si des applications en cultures
sous serre paraissent envisageables, les cultures plein champ ne pourront que difficilement
profiter de ces technologies. En effet, les concentrations sont extrémement faibles et Ia
plupart de ces COVs sont treés répandus a I’échelle du vivant. A ce titre, I’étymologie méme de
terpenes renvoie aux arbustes résineux térébinthes, et finalement I'ensemble des coniferes

émettent de ces COVs en grande quantité.

A.l.2.c. Identification de I’aérosol biologique
Comme explicité précédemment, les spores sont des capsules d’'une dizaine de micromeétres
qui permettent au matériel génétique de voyager a travers le temps et I'espace. Elles sont les
vecteurs de l'infection primaire et de la dispersion de la maladie. Leur détection peut donc

prévenir I'apparition et la dispersion du pathogéne sur site.

Cette détection est couramment réalisée par prélevement sur site, prélévement suivi d’'une
analyse en laboratoire telle que le génotypage (PCR) ou phénotypage a l'aide d'un
microscope. L’estimation de la concentration est réalisée par le comptage d’unités formant
colonie (ou CFU, colony-forming unit) ou par simple comptage au microscope. Plus
récemment, les phénomenes de fluorescences induites sont utilisés en imagerie [Tahir2017],

en cytométrie en flux avec marqueurs [Liang2013][Vanhauteghem2017], ou en détection a
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distance [Farsund2012]. Ces techniques permettent un comptage ou une identification des
spores plus rapide et potentiellement automatisable, mais toutes ne paraissent pas adaptées
a une détection sur site. Contrairement aux technologies optiques et aux nez électroniques,
aucun dispositif de détection de spores phytopathogénes autonome et miniaturisé n’a encore

été développé.
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Figure A.7. Tailles en micrométre des particules communément présentes dans I'aérosol
[Schnitzler2020].

Néanmoins, dans la littérature scientifique, quelques travaux de recherche s’intéressent au
développement de ces dispositifs. Les procédés de stérilisation [Arreola2019]
[Oberlander2018], la prévention en matiére de guerres biologiques [Farsund2012] ou
d’allergies [Li2018][Liang2013] motivent de nombreux travaux dans la détection des aérosols.
Mais une difficulté se confirme : la sélectivité. Comment, par exemple, ne détecter que les
spores de Magnaporthe oryzae pres d’une riziere ? Détecter une microparticule, c’est tout a
fait anodin. Mais détecter les spores dans I'ensemble de |'aérosol nécessite une sélection
difficile a opérer. Une discrimination par la taille ou la morphologie est largement incompléte
(Figure A.7). La discrimination entre spores fongiques, spores bactériennes et pollen est elle-

méme un sujet de recherche depuis de trés nombreuses années [Mariey2001]. Dans cette

18



problématique, deux axes sont identifiés pour poursuivre notre étude : I'immobilisation

sélective sur un substrat actif, et la spectroscopie infrarouge.

(i) Immobilisation des spores
Une récente étude propose d’utiliser les propriétés de fluorescence des quantum dots en
carbone pour détecter le dépbt de spores d’Aspergillus Niger [Gaikwad2019]. D’autres
proposent des électrodes interdigitées, dont la mesure de I'impédance renseigne sur la
présence et viabilité de spores de bactéries déposées [Arreola2019]. Des 2007, une équipe
démontre la fonctionnalisation de cantilever en silicium avec les anticorps spécifiques
polyclonaux d’Aspergillus Niger [Nugaeva2007]. A I’évidence, la spécificité de I'immobilisation
n’a pas été démontrée. Finalement, une seule méthode véritablement spécifique de détection
de spores sur site a été identifiée dans la littérature : les spores du mildiou de la vigne sont

piégées, puis déposées sur une feuille de vigne témoin [Kast1994].

Comment rendre l'immobilisation sélective ? La premiére interaction spore-surface est

d’abord entiérement non-spécifique et passive : la spore s’attache, de facon réversible.

Toutefois, les études sur I'accrochage des spores phytopathogenes ont démontré une affinité
plus grande pour les surfaces hydrophobes, telles que la surface des feuilles (Figure A.8). En
effet, la cuticule des plantes est hydrophobe. Ce caractere est notamment conféré par la cire
épicutilaire, présente sous la forme de microstructures lipophiles [Joyard2017]. Les
trichromes, fines excroissances présentes a la surface des plantes, permettent également de

réduire la mouillabilité.

Figure A.8. Le caractére hydrophobe des feuilles [Joyard2017].
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La nature a donc privilégié des spores hydrophobes ayant ainsi une plus forte affinité pour les
feuilles des plantes hotes. Le décrochage, provoqué par le vent et la pluie, est ainsi limité sur
ces surfaces. La littérature expose cette méme tendance pour des surfaces artificielles : les
spores sont plus facilement immobilisées sur du Téflon ou du Parafilm® que sur des surfaces
hydrophiles (verre, acétate de cellulose) [Hamer1988] [Clement1993] [Doss1993]
[Schumacher2008] [Yamaoka1999]. Il est a noter que cette tendance est moins répandue chez
les bactéries [Arreola2016][Aerrola2017][Zmantar2011], et chez certains Fungi non

phytopathogénes [Holder2005][Buck1999][Sammonds2015].

Cela permet donc d’envisager les surfaces hydrophobes comme un premier moyen de
discrimination des spores fongiques phytopathogenes dans |'ensemble de |'aérosol
biologique. La silanisation avec des organosilanes est une des voies envisageables pour rendre
une surface inorganique plus hydrophobe: elle a déja été éprouvée pour favoriser
I'immobilisation des spores fongiques phytopathogenes [Terhunel993][Doss1993]
[Mercure1994][Wright2002] (Figure A.9).

100 —
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Accrochage des spores (%)
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6.1 142 15.1 295 46 653 68.8 89.1
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Figure A.9. Pourcentage de spores fixées sur différentes surfaces en fonction de leur
mouillabilité. Le taux de spores fixées est beaucoup plus important sur les surfaces
hydrophobes (c’est-a-dire de faible mouillabilité), comme le TDF (un silane fluoré), le
Polystyréne, le DMS (diméthyldichlorosilane) ou encore le DPS (diphényldichlorosilane)
[Terhune1993].

Une deuxieme tendance est démontrée par I'étude de I'accrochage des spores
phytosanitaires. Les spores et la plupart des surfaces inorganiques ont toutes deux un

potentiel de surface négatif. La réduction de la répulsion électrostatique permet d’augmenter
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I’affinité spores-surface. Ainsi, une fonctionnalisation avec des polycations, tels que le
Polyethyleneimine (PEl), le polyacrylamide (PAA) ou le poly-l-ornithine (PLO), rend
I'interaction spores-surface attractive et augmente ainsi I'efficacité de I'immobilisation des

spores [Kulkarni1998][Yamaoka1999][Gerin1995] (Figure A.10).
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Figure A.10. Images optiques (295 um x 225 um) de spores de Phanerochaete chrysosporium
sur une surface en polycarbonate non traitée (NT), et fonctionnalisée avec des polycations (PEI
ou PAA) [Gerrin1995].

Dans la littérature, ces deux phénomeénes sont discutés sous le terme d’attachement ou
d’accrochage initial (« attachement ») et non pas d’adhésion. Cette derniere, déclenchée par
la présence d’eau libre, met en jeu des adhésifs et accompagne la germination. La fixation de
la spore devient alors active. En présence d’eau libre, certaines spores liberent un matériel
adhésif stocké dans |'espace périplasmique : le Spore tip mucilage ou Spore Tip Glue
[Epstein2016]. Cette libération est concomitante aux premieres étapes de la germination et se
fait souvent indépendamment d’'un éventuel contact avec une surface. Si la spore (ou le
germe) est déja déposée sur une surface, quelle qu’elle soit, cette colle vient sceller la spore
définitivement. Plus répandue chez les Fungi, I'adhésion est également opérée durant toute la
germination, jusqu’a la perforation de la cuticule, grace a une matrice extracellulaire
adhérente (« extracellular matrix » ou « fungal sheath ») qui permet a toutes les nouvelles
structures du pathogéne (tube germinatif, hyphe et appressarium) de rester fixées a la surface
[Epstein2016]. Cette matrice extracellulaire suggéere I'activation du métabolisme de la plante,

mais cette forme d’adhésion reste en grande partie non spécifique chez la plupart des Fungi.
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La détection de cette matrice extracellulaire pourrait permettre d’identifier une spore.
Ces matériels adhérents sont principalement constitués de protéines et de carbohydrates, et
également d’une faible proportion de lipides [ClaverieMartin1986][Gerin1993][Doss1995]
[Doss1999][Howard1993]. La présence de cutinase et d’estérase est également démontrée
chez plusieurs phytopathogénes [Gindro1997][Schnee2013], tout comme [|’hydrophobine
[Wessels1996]. Plus récemment les chercheurs s’accordent enfin sur la présence répandue au

sein des Fungi de glycoprotéines [Schumacher2008][Epstein2016][Sammonds2015].

(ii) Spectroscopie des spores
Les spectroscopies Infrarouge et Raman ou la fluorescence UV-visible permettent une
discrimination des bio-particules en suspension dans I’air : spores fungiques (conidies), spores

bactériennes (endospores) et pollen [Lecellier2013][Farber2019].

La spectroscopie infrarouge, en transmission ou en réflexion totale atténuée (mode ATR),
nous intéresse tout particulierement dans le cadre de ce travail de thése. Elle se focalise sur
I’absorption dans le moyen infrarouge, et presque exclusivement sur la gamme 2000 cm™-
800 cm™ (5 um-12,5 um). Cette gamme de longueurs d’onde est appelée 'empreinte digitale
du taxon, « fingerprint of taxon » en anglais, car elle est tres riche en informations. Elle
comprend notamment les carbonyles (lipides), les amides | & Il (protéines, peptides & acides
aminées), les acides nucléiques, les phospholipides et les carbohydrates. Les carbohydrates et
protéines se révelent également vers 3000 cm™ (3,3 um), mais cette bande d’absorption est
rarement utilisée car éclipsée par I'absorption des groupes hydroxyles O-H. Enfin, quelques
études portent sur le proche infrarouge, c’est-a-dire sur la gamme 4000 - 12000 cm™ (0,8 um-
2,5 um). La mesure est alors réalisée en placant quelques spores fongiques dans une sphere

intégrante [Zhao2015][Zhao2019][Li2014].

Pollens, spores bactériennes et spores fongiques sont les trois types de bio-particules de
dimension similaire qui sont largement présents dans I’aérosol. lls sont tous constitués avec
les mémes briques répandues dans le vivant : carbohydrates, lipides et protéines. Néanmoins,
les Fungi présentent quelques singularités moléculaires, comme la présence de chitine et Ia
forte teneur en glycoprotéines ou en glucane [Nie2007][Bombalska2011][Mohacek-

Grosev2001]. Mais méme s’il en résulte des différences spectrales (Figure A.11) elles ne sont
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pas toujours facilement exploitables. Pour pallier cette difficulté, des travaux de recherche se
consacrent a |‘optimisation et [|'uniformisation des méthodes d’échantillonnage
[Fischer2006][Tralamazza2013]. D’autres se focalisent entierement sur I'optimisation des
méthodes d’analyse des données : analyse en composantes principales (ACP), regroupement
hiérarchique, régression des moindres carrés partiels (méthode PLSR) par exemple

[Filho2019][Zha02015][Zhao2019].
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Figure A.11. Spectres d’absorption infrarouge d’aérosols biologiques. Les spectres des spores
(a gauche) sont différents des spectres des pollens (a droite) [Zimmermann2015].

Finalement, plusieurs études parviennent a démontrer |'efficacité de la spectroscopie
infrarouge dans [lidentification et la classification de ces particules biologiques
[Bombalska2011][Mularczyk-Oliwa2012][Zimmerman2015]. La Figure A.12 présente, a titre
d’exemple, les résultats d’'une analyse multivariée de type ACP (analyse en composantes
principales). Sans entrer dans les détails, cette analyse permet de mettre en évidence des

groupements de points, chaque groupement étant caractéristique d’un aérosol différent.

Au sein méme des Fungi, la spectroscopie infrarouge s’est également montrée efficace pour
différencier les spores de plusieurs ascomycetes ou basidiomycetes
[Bastert1999][Fisher2006][Tralamazza2013][Ergin2013][Li2014][Dixit2014][Zhao2015][Zhao20
19]. Au sein méme d’un genre, chez Aspergillus et chez Fusarium (responsable respectivement
des moisissures et de la fusariose du blé), la spectroscopie infrarouge offre la possibilité de

différencier plusieurs espéces et méme plusieurs souches [Nie2007][Garon2010]. En effet, Ia
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spectro-microscopie montre que les spores ont une signature spectrale plus prononcée que le
mycélium, car plus riches en carbohydrates et protéines [Ali2013][Oberle2015], facilitant ainsi
leur identification. Toutefois, une étude montre que parmi les structures fongiques chez
plusieurs basidiomyceétes, seules les spores ne permettent pas une distinction entre les genres

[Mohacek-Grosev2001].
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Figure A.12. L’analyse multivariée, telle que I’ACP (Analyse en Composantes Principales),
permet d’identifier des aérosols grdce a leurs spectres d’absorption infrarouge
[Zimmermann2015].

L'identification des spores fongiques est donc possible par spectroscopie infrarouge.
Cependant, trois difficultés limitent son application. Premiérement, les spores ont des
dimensions micrométriques, et provoquent donc dans cette gamme d’importants
phénomeénes de diffusion de la lumiére. Deuxiémement, les spores fongiques sont toutes
constituées des mémes briques élémentaires biologiques; leurs spectres d’absorption
peuvent donc étre tres similaires. Pour finir, les spores sont constituées d’une quantité
significative d’eau. Les fortes absorptions des groupements O-H (i) noient certaines
absorptions dans I'infrarouge, notamment les N-H, et (ii) expliquent une grande partie de la

variance entre les spectres. De plus, multiplier les différentes liaisons d’hydrogene provoque
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la dégénérescence des états énergétiques. Sur le spectre cela provoque I'étalement et le

chevauchement des fréquences d’absorption, ou plus justement, des bandes d’absorption.

En conclusion de ce paragraphe sur l'identification des spores par spectroscopie, elle est
assujettie a un échantillonnage trés rigoureux et complexe en amont, mais également a

Iutilisation d’outils d’analyse multivariée.

A.ll. Les guides d’onde infrarouges pour la détection
A.ll.1. Le domaine infrarouge

La lumiere infrarouge est une onde électromagnétique dans laquelle on distingue 3 domaines
principaux : le proche IR (0,8-2,5 um), le moyen IR (2,5-25 um) et le lointain IR (>25 um).

L’étude se focalisera sur le proche et le moyen infrarouge, c’est-a-dire la gamme 0,8-25 um.

Le proche infrarouge profite d’une technologie développée et déja bien aboutie, notamment
grace aux applications en télécommunications (aux longueurs d’onde 1,31 et 1,55 um). Les
sources et détecteurs miniaturisés sont accessibles, peu onéreux, et transposables a d’autres

applications telles que la détection.

Dans le moyen infrarouge, les fréquences des ondes électromagnétiques correspondent aux
transitions énergétiques de nombreux groupements chimiques. Les absorptions fortes et
spécifiques des molécules et biomolécules dans le moyen infrarouge permettent leur
identification sélective. La gamme 5-10 um est d’ailleurs surnommée empreinte digitale. La
spectroscopie dans le moyen infrarouge est ainsi une méthode d’analyse chimique tres

largement répandue en laboratoire.

A.ll.2. Les guides d’onde infrarouges

Pour développer les applications infrarouges, la micro-électronique introduit I'optique
intégrée comme plateforme versatile de conjugaison des différents composants. L'optique
intégrée permet la conception de dispositifs robustes, miniaturisés et fabriqués a grande
échelle. Ainsi, sources infrarouges, modulateurs électro-optiques, photodétecteurs,

amplificateurs, et transducteurs s’integrent ensemble sur une méme puce. Ces composants
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optiques sont interconnectés entre eux par des guides d’onde, briques de base de I'optique

intégrée. La lumiére est confinée dans la section du guide de taille micrométrique.

Le choix des matériaux est contraint par leurs propriétés optiques dans la gamme infrarouge
(transparence, indice optique), mais aussi par leur facilité de micro-fabrication. Pour la
fabrication de ces guides d’onde infrarouges, les polymeres PMMA et SU-8, les
semiconducteurs IlI-V, le Silicium, les verres d’oxydes ou les nitrures sont de bons candidats a
1,55 um. Quant au moyen infrarouge (2,5-25 um) les matériaux transparents utilisés sont les
halogénures d’argent (AgX (X = Br, Cl,..), les chalcogénures (tels que As,Ses, Ge-Se-Te) et des
matériaux cristallins tels que le germanium, le ZnSe ou les semiconducteurs IlI-V (GaAs, InP,
GaN..) [Schaedle2016]. Dans cette derniere gamme de longueurs d’onde, les sources lasers

intégrables et abordables font encore défaut.

Développer des transducteurs avec ces mémes matériaux est d’un intérét certain : ils sont
facilement intégrables. Ainsi des dispositifs de détection intégrant le transducteur a une
source ou un détecteur ont pu étre fabriqués sur une méme puce avec des guide d’onde
chalcogénures [Du2018][Han2016][Su2019], GaAs [Sieger2012][Wang2012] ou encore en
technologie silicium [Consani2018][Tombez2017].

L'optique géométrique appliquée aux guides plans (formés d’une superposition de couches)
offre une premiere approche simple des mécanismes du guidage optique. Les propriétés de
propagation de la lumiére sont déterminées par la géométrie du guide et par les propriétés
optiques de ses éléments. A l'instar des fibres optiques utilisées en télécommunications ou la
lumiere est confinée dans le coeur par suite de réflexions totales internes sur la gaine, la
lumiere est confinée dans la couche de cceur (d’indice n¢) des guides d’onde planaires par
réflexions totales internes sur les deux milieux qui I’entourent : le substrat et le superstrat. Les
indices de ces deux milieux qui entourent la couche de coeur sont nsup €t nsup, respectivement,
avec N¢ > Nsub €t N> Nsyp . La lumiére reste confinée si I'angle de réflexion O (défini sur la Figure

A.13) est supérieur a un angle critique Bcritique, défini par la loi de Snell-Descartes (éq. A.1) :

. n .
O critique = aAresin (n—g) ég. Al
(4
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avec Ng = Nsuyb OU Nsup. La lumiére peut étre confinée selon une seule dimension : celle-ci se
propage alors selon les deux autres directions et on parle de guide plan. L'onde peut aussi
étre confinée dans deux dimensions, dans des guides canaux, tels que les guides d’onde a

crétes, a bandes, a fentes ou enterrés.

L'approche ondulatoire de I'optique guidée fait apparaitre de nouveaux phénomeénes aux
interfaces, notamment I'effet Goos-Hanchen et le déphasage de Fresnel. A chaque réflexion,
une partie de la lumiére pénéetre dans la gaine. Cette lumiere se propage a I'extérieur du
guide selon I'axe longitudinal : c’est I'onde évanescente. Son intensité est trés faible et sa
profondeur de pénétration dans les deux milieux environnants (substrat et superstrat) est tres
petite. Mais cette onde évanescente est a la base de I'utilisation des guides d’onde pour la
détection. C’'est en effet via cette onde évanescente qu’il peut y avoir des interactions entre le
signal propagé et le milieu extérieur. Ces interactions sont d’ailleurs a la base de la

spectroscopie en réflectance totale atténuée.

Onde évanescente

Figure A.13. Confinement de la lumiére dans la couche de cceur par réflexions totales internes
aux interfaces avec le substrat et le superstrat.

La condition de réflexion totale interne est dictée par les indices optiques du cceur (nc) et des
deux milieux environnants (nsub et nsup) du guide, selon la loi de Snell-Descartes. A chaque
point de réflexion totale, une onde évanescente pénetre dans les deux couches qui entourent

la couche de ceeur.

Dans une premiere approche purement géométrique, nous avons vu que la lumiere peut étre
confinée dans le guide d’onde, dés lors que les conditions sur I'angle O sont remplies.

L'approche ondulatoire permet d’introduire I'onde évanescente lors de la réflexion. Pour une
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analyse et une description toujours plus rigoureuse de |'optique guidée, la théorie privilégiée
est I’électromagnétisme. La résolution des équations de Maxwell fait en particulier apparaitre
des solutions discretes : les modes de propagation (Figure A.14). La lumiere infrarouge se
propage uniquement selon ces modes autorisés. La répartition du champ électromagnétique,

et donc l'indice effectif ou la vitesse de propagation sont différentes suivant ces modes.

Mode Modes
fondamental d'ordre supérieur
) \ \
>
b \ A

Figure A.14. Profils de différents modes de propagation.

On appelle un guide monomode un guide d’onde dont la propagation d’une lumiere de
longueur d’onde A ne peut se faire que sur un mode, appelé le mode fondamental. Celui-ci est
localisé majoritairement dans le coeur du guide. Les méthodes de détection
interférométriques sont facilitées par I'utilisation de guides monomodes. L'interférometre de

Mach-Zehnder, a modulation de phase, en est un exemple tres répandu [Sieger2012].

Les guides multimodes sont de dimensions ou de différence d’indices plus grandes, et
plusieurs modes co-existent et interferent. Les modes de propagation d’ordre supérieur sont
généralement moins bien confinés et ont une composante évanescente plus importante. Ces
modes se retrouvent donc davantage en interaction avec le milieu environnant, mais

occasionnent plus de pertes.

A.ll.3. Les guides d’onde pour la détection

Dans les paragraphes suivants, est donné un apercu des différents principes sur lesquels peut

reposer la détection a partir de I'utilisation de guides d’onde.
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A.ll.3.a. La transduction
Comme il I'a été spécifié dans le paragraphe précédent, une partie de I'onde guidée se
propage a I'extérieur du cceur : dans la gaine pour les fibres optiques et dans le substrat et le
superstrat pour les guides d’onde en technologie planaire. C'est 'onde évanescente. En
effilant localement la gaine des fibres optiques, ou bien en prenant le milieu extérieur comme
superstrat pour les guides d’onde en technologie planaire, I'onde évanescente est en mesure
d’interagir avec un analyte (na), comme illustré sur la Figure A.15. Le guide d’onde peut alors

étre utilisé pour détecter des gaz, des liquides ou des particules.

Milieu extérieur - dey
a

Couche de coeur = >

Substrat Ngyh

Figure A.15. Mise en évidence de I'interaction de I'onde évanescente, dont la profondeur de
pénétration est de,, avec le milieu extérieur dans un guide d’onde en technologie planaire. Le
superstrat est constitué par le milieu extérieur a analyser.

Il est a noter que l'intensité du champ évanescent décroit exponentiellement en s’éloignant
de la surface de la couche de cceur. La sensibilité du guide d’onde pour détecter un analyte
est donc d’autant plus grande que celui-ci est proche de la surface. La profondeur de
pénétration de I'onde évanescente est quant a elle caractérisée par dey, valeur qui croit avec la
longueur d’onde, varie selon le couple (nc, na) et dépend de I'angle O caractéristique des

réflexions totales aux interfaces (éq.A.2).

A
dey = éq. A.2.
ev Zn\/ng - sin?f —n2 d

Lorsqu’un analyte interagit avec I'onde évanescente, la propagation de la lumiére infrarouge
est affectée. L'analyte peut absorber une partie de I'onde évanescente : une diminution de

I'intensité de I'onde en sortie de guide sera observée, et une analyse spectroscopique
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permettra de remonter a sa nature. L’analyte entraine également une modification de l'indice
de réfraction effectif du guide. Des méthodes réfractométriques permettront de remonter par

exemple au déphasage ou a la polarisation de I'onde électromagnétique.

(i) La spectroscopie infrarouge
A l'image des dispositifs de spectroscopie infrarouge en réflectance totale atténuée, I'onde
évanescente est absorbée par |'excitation des modes de vibration et de rotation des liaisons

chimiques (Figure A.16).

Absorption= e-c-l-r

[ ] A r
n, ° =T e , © S € : absorptivité de I'analyte
¢ : concentration de I'analyte
ng . I : longueur du chemin optique
o r: . fraction évanescente de Ia
puissance

Figure A.16. Interaction des analytes et de I'onde évanescente, phénomene a la base de la
détection par spectroscopie infrarouge.

Le spectre infrarouge fournit des informations sur la structure moléculaire, la force et
I’orientation des liaisons chimiques. De plus, selon la loi de Beer-Lambert, la concentration en
analyte découle directement de I'absorption. Ces dispositifs fournissent donc une information
qualitative et quantitative. L'absorption est fonction de I"absorptivité (&), qui pour un méme
groupement chimique, est plus grande dans la gamme du moyen infrarouge que du proche
infrarouge. De plus, la profondeur de pénétration, et donc la fraction évanescente de la
puissance, augmente avec la longueur d’onde. Ainsi, la sensibilité est plus grande dans la

gamme moyen-infrarouge.

Toujours selon la loi de Beer-Lambert, une meilleure sensibilité peut étre obtenue en
allongeant la longueur du chemin optique /. Des structures en spirales en sont un bon
exemple [Su2019][Li2018a]. Finalement, avec des analytes liquides, ces capteurs par

absorption évanescente parviennent a des limites de détection de l'ordre du ppm
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[Michel2004] ou de la dizaine de pl [Wang2012]. Les gaz, mille fois moins denses, sont

détectables a partir de quelques pourcents [Su2019][Smith2015].

Parmi les dispositifs, la spectroscopie FEWS (fiber-optic evanescent wave spectroscopy), c’est
a dire la spectroscopie a fibre optique par champ évanescent, propose d’allier la spectroscopie
avec la souplesse, la compacité et la versatilité des fibres optiques [Raichlin2008]. Les guides
d’ondes planaires en halogénure d’argent, matériaux IllI-V ou chalcogénures ont quant a eux
un avantage dans le design de dispositifs compacts et intégrables [Schaedle2016]. Des guides
d’ondes canaux en verre de chalcogénure (As,Ses, Ge-Sbh-S et Ge-Sh-Se) se sont ainsi révélés
étre de bons candidats pour la détection en spectroscopie par champ évanescent. Plusieurs
publications démontrent la faisabilité de ces dispositifs, aussi bien dans le proche que le

moyen infrarouge, et aussi bien en milieu liquide qu’en milieu gazeux (Tableau A.2 page

suivante).
. Liaison Fréquence - Limite de g
Guide Analyte chimique d'absorption Milieu détection Référence
Ge3-Sb7-S70 Diméthylaniline  N-H 1,496 um CCla  0,7%(v) Hu2007

Gez3-Sbi1o-Sees  Phényléthylamine N-H 1,46-1,56 um CCls 0,1 mol.L* Charrier2012

Ge2-Sb1s-Seo Chloroforme C-H 1,695 um CCl4 25% (v) Du2018

Gey3-Sb7-S70 Méthane C-H 3310 cm? N 2,5% (v) Han2016

Ge23-Sb7-S70 Méthane C-H 3020 cm-1 N; 1% (v) Su2019

AsaSes Ethanol et C-H 2800-3000cm? N  25%(v) Jin2019
acétone

Tableau A.2. Etat des lieux des publications impliquant I'utilisation de guides d’onde
chalcogénures pour la détection de molécules de gaz ou de liquide.

Les spectroscopies en atmosphere humide ou solution aqueuse souffrent des multiples et
fortes absorptions de la liaison O-H sur le spectre infrarouge (1,5; 1,9; 2,9; 4,5; 6,1 um).
Certains travaux prennent d’ailleurs avantage de ces fortes absorptions pour détecter de
faibles quantités d’eau [TalebBendiab2019][TalebBendiab2018]. Finalement, rares sont les
exemples de détection d’analyte en atmosphére ambiante ou en solution aqueuse

[Haas2018]. Pourtant, la plupart des applications supposent une telle détection : polluants
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atmosphériques, qualité de I'eau, diagnostic médical, etc. Comment détecter I’analyte alors
gue I'eau représente plus de 90 % du milieu ? Cette difficulté motive une grande partie des

travaux portant sur la fonctionnalisation des guides d’onde.

(ii) La réfractométrie
Une autre approche consiste a détecter une subtile variation de l'indice de réfraction. L'indice
effectif vu par le mode propagé au sein d’'un guide d’onde intégre la composante évanescente
sur la surface du guide. L'immobilisation de macromolécules, le dépot de matériaux, ou
I'apparition d’un analyte a la surface du guide se répercute sur la valeur de l'indice. De ces

valeurs et contrastes d’indice découlent toutes les propriétés de propagation de la lumieére.

De nombreuses structures résonantes peuvent exalter et révéler des variations d’indice :
résonance par plasmon de surface, cristal photonique, interférométre ou réseau de diffraction
[Kribich2012]. Des résonateurs en anneaux, illustrés sur la Figure A.17, sont également
largement utilisés en détection. Ces structures, des plus simples ou plus élaborées, sont

d’autant plus sensibles que I'analyte a un indice différent du milieu environnant.

Malheureusement, de nombreux analytes ont des indices de réfraction optiques similaires, et
marquent peu l'indice effectif d’'une solution liquide ou gazeuse. A ce titre, les indices
optiques des gaz sont trés proches et sont difficilement identifiables. Température, champ
électrique, pression sont également autant de facteurs qui peuvent se répercuter sur les

indices optiques.

Figure A.17. Résonateur a anneaux en silicium pour la détection de protéines. L’accrochage

spécifique de la protéine provoque un déplacement de la résonance propre de la structure
[Claes2009].
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Difficile alors d’étre plus sensible sans étre moins robuste. Ces capteurs souffrent par ailleurs
d’une trés mauvaise sélectivité car ils ne renseignent pas sur I'origine de la modification de
I'indice de réfraction : a plusieurs causes, le méme effet. Cette problématique est également
largement rencontrée avec les capteurs micro-cantilever [Hansen2005]. Une facon de rendre
la sensibilité sélective est d’avoir recours a la fonctionnalisation des guides d’onde: en
rendant la couche de cceur plus hydrophobe, en y fixant des anticorps, ou en déposant a sa
surface une couche poreuse par exemple, il est possible de remonter plus facilement aux

causes du changement d’indice.

A.1l.3.b. La fonctionnalisation des guides d’onde
La fonctionnalisation des guides d’onde introduit une sélectivité dans la mesure
[Villatoro2005][Tuerdi2017], mais permet également d’augmenter la sensibilité [Lu2013] ou
d’'immuniser le capteur contre certaines pollutions [Ma2013]. La littérature propose
différentes approches : (i) déposer une couche sensible sur le guide d’onde, (ii) recouvrir le
champ évanescent d’une couche barriere sélective ou (iii) fonctionnaliser avec des récepteurs

sélectifs.

(i) Dépébt d’une couche sensible sur le guide d’onde

Pour apporter de la sélectivité, la littérature propose de déposer des matériaux sensibles a
I'analyte. Ces matériaux sensibles remplacent alors le superstrat ou la gaine d’'une fibre
optique. En présence de I'analyte, des réactions physico-chimiques provoquent des

changements d’absorption, de volume ou d’indice de réfraction.

Nous pouvons citer ici les travaux de Villatoro et al. [Villatoro2005][Villatoro2005a]. Les
auteurs ont déposé une couche de palladium de quelques nanometres d’épaisseur sur une
fibre optique en silice. En atmosphére hydrogéne, de I’hydrure de palladium est
réversiblement formé. Ce dernier matériau ayant une forte absorption a 1,55 um, la
concentration en hydrogene a donc pu étre mesurée directement en analysant l'intensité de
la lumiére en sortie de la fibre. Depuis, plusieurs autres matériaux se sont révélés étre de bons
candidats en tant que couches sensibles a I’"hydrogéne, tels que des MOFs (metal-organic
frameworks) ou des alliages [Miliutina2019]. Ces travaux rapportent la détection de
I’hydrogéne a des concentrations sous la limite inférieure d’explosivité de 4,1 %. De nombreux

autres travaux démontrent la mesure de I'humidité grace a des guides
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d’ondes [Alwis2013][Corres2007] : des fibres optiques sont dégainées et recouvertes de
matériaux hygroscopiques (polyacétate de vinyle, hydrogel). L’humidité ambiante suffit a
changer les propriétés optiques de ces matériaux, affectant ainsi les conditions et propriétés

de guidage de la lumiére.

Enfin de nombreux travaux font état de la détection optique de polluants, notamment des
métaux lourds en solution aqueuse [Zhang2020]. La chimie de coordination permet la
détection du mercure par du dithizone ou du cadmium par du chitosan. La complexation du

métal a la surface du guide d’onde est ainsi détectée.

(ii) Recouvrement du champ évanescent par une couche barriére sélective

Cette approche est la plus courante. Une des applications emblématiques est la détection de
polluants ou d’analytes dans I'eau. Des couches de polymeéres hydrophobes de plusieurs
micrometres sont déposées sur le guide et recouvrent entiérement le champ évanescent. Ces
revétements empéchent le solvant aqueux d’'y pénétrer, mais restent perméables a I'analyte
qui se concentre au plus pres du champ évanescent (Figure A.18). Les guides d’onde sont par
exemple recouverts de copolymeéres en éthylene/propyléne [Lu2013][Lu2016], de poly-iso-
butyléne [Baudet2016] ou encore du tétrakis(4-nitrophényl)porphyrine (TNPP) [Tuerdi2017].
A l'inverse, pour détecter la pollution de I’eau dans les hydrocarbures, une équipe propose le

recouvrement du guide avec un polymere hydrophile polyacrylique [Luzinova2012].

Une récente étude propose également de fonctionnaliser des fibres optiques avec des
nanoparticules microporeuses pour la détection d’éthanol et d’acétone en phase gazeuse
[Alimagham2019]. Ces composés organiques volatils se concentrent a la surface du guide par

condensation capillaire.

® Analyte en solution
> ® ® a adqueuse dilué
\\ \\'\\\ \\ \ \\\\ \\\\\\\\ ™ \ Ammcmwmmm
Al \ W \\ par e champ évanescent
nC
Nsub

Figure A.18. lllustration du principe de détection d’analytes en solution aqueuse par dépét
d’une couche barriére hydrophobe sur un guide d’onde.
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Enfin, une étude tout aussi récente propose la micro-fluidique papier pour aspirer par voie
capillaire un analyte sur un guide d’onde ZnSe [Mittal2018]. Ces techniques de micro-fluidique
papier sont déja répandues dans le diagnostic médical portable et bon marché. Cette
technique offre a la fois une bonne alternative au systéme micro-fluidique standard ou de

dépot de goutte, et peut introduire une sélectivité dans la mesure.

(iii) Fonctionnalisation des guides d’onde avec des récepteurs sélectifs.
Une autre approche consiste a immobiliser de fagcon sélective une protéine ou une cellule
(Figure A.19). Ces analytes peuvent avoir les mémes impacts sur le guidage ou I'absorption de
la lumiére, mais seules certaines protéines ou cellules pourront s'immobiliser sur le guide. Les
guides d’onde sont d’abord fonctionnalisés avec une couche d’accroche : un organosilane, ou
une trés fine couche d’or ou de polymeére. Sont ensuite accrochés des récepteurs biologiques
sélectifs : les anticorps [Martin-Palma2009][Ganjoo2008]. Récemment, une équipe est
parvenue a détecter I’agent pathogene Escherichia coli grace a des guides d’onde SU-8, et ce a

des concentrations aussi faibles que 100 unités formant colonie par millilitre [Xin2018].
e
e © O O
mJT
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Figure A.19. Illustration de la fonctionnalisation d’un guide d’onde par des récepteurs
spécifiques.
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A.lll. La fonctionnalisation des chalcogénures

La fonctionnalisation des couches minces chalcogénures pourrait notamment permettre une
sélectivité (bio)chimique dans I'adsorption d’analytes. C'est I'étape clé vers la construction
d’un biocapteur pour la détection de pathogénes, le diagnostic médical ou le controle de
contaminations. Apres quelques généralités sur la fonctionnalisation des surfaces en général,
nous aborderons les différentes voies de fonctionnalisation des matériaux chalcogénures
décrites dans la littérature. Nous parlerons ensuite plus spécifiquement des deux voies

retenues dans le cadre de ce travail de these, a savoir la silanisation et |la voie peptidique.

A.lll.1. Généralités

La fonctionnalisation de la surface d’'un matériau consiste a en modifier les propriétés
physico-chimiques de surface. Cette modification permet d’introduire de nouvelles affinités
physico-chimiques qui régiront les phénomeénes surfaciques: adsorption, perméabilité,
mouillage. Dans les cas les plus simples, un unique dép6t de couche mince sur le substrat peut
suffire a apporter la fonction désirée. Mais dans beaucoup d’autres applications, notamment
dans la capture spécifigue de biomarqueurs (anticorps, bactérie, cellules...), la

fonctionnalisation nécessite plusieurs étapes, comme illustré dans la Figure A.20.

I

Accroche via un + Espaceur Ajout de la
agent de couplage fonctionnalité désirée

Figure A.20. Exemple d’un procédé de fonctionnalisation nécessitant plusieurs étapes.
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L'immobilisation de molécules biologiquement actives ou non a la surface d’un substrat
nécessite d’abord la fixation d’un agent de couplage, appelé aussi agent de greffage. Cette
modification de surface est spécifique au substrat, et permet I'obtention d’'une premiere
couche active, dont les groupements libres sont identifiés et facilement

exploitables : -NH3, -COOH, -SH, -OH...

Les agents de couplage se fixent sur le substrat par des liaisons covalentes ou plus simplement
par physisorption. Le greffage covalent est basé sur I'établissement de liaisons (iono)-
covalentes fortes entre une molécule et la surface d’un substrat. Les organosilanes et les
thiols sont par exemple largement utilisés pour former avec le substrat des liaisons
covalentes, via les atomes de silicium et de soufre. Les organosilanes sont largement utilisés
pour la fonctionnalisation de surfaces métalliques (M-0O-Si), et les thiols pour Ia
fonctionnalisation d’or (Au-S). La chimie de coordination est également utilisée pour la
modification des surfaces constituées de cations métalliques. La permutation des ligands

permet de choisir la fonction libre a la surface du matériau.

L’adsorption physique ou la physisorption est la fixation réversible de molécules d’adsorbat a
la surface d'un adsorbant via des interactions faibles (liaison hydrogenes ou électrostatiques).
La fonctionnalisation n’est pas spécifique et le terme dépdbt est parfois préféré pour les
couches minces inorganiques. Cette méthode est aussi largement utilisée dans la

fonctionnalisation de systemes actifs.

Aprés l'accroche d’un agent de couplage, I'optimisation de la conformation et de la
disponibilité des futurs sites actifs est parfois nécessaire. Cette nouvelle modification met en
jeu de longues chaines carbonées, des couches ioniques, ou différentes protéines (appelées
espaceurs dans la Figure A.20). Ces étapes intermédiaires peuvent étre nombreuses. La
derniere étape de la modification introduit enfin les fonctions physiques, chimiques ou

biologiques recherchées, parfois hautement spécifiques tels que les anticorps.

A.lll.2. Etat de I'art sur la fonctionnalisation des chalcogénures

La littérature propose plusieurs stratégies pour fonctionnaliser des matériaux chalcogénures.

Dans les paragraphes suivants, nous allons nous intéresser au greffage covalent et spécifique
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des surfaces chalcogénures, au dép6t d’'une couche mince de polymeéere ou métallique et a la

fonctionnalisation des matériaux chalcogénures riches en sélénium en particulier.

A.lll.2.a. Greffage covalent des surfaces chalogénures

Le tableau A.3 résume les principaux travaux portant sur le greffage covalent et spécifique des
surfaces chalcogénures. Des 1990 est proposée une premiére voie de fonctionnalisation avec
le (3-aminopropyl)triéthoxysilane (APTES) [Taga1990], déja largement utilisé pour modifier la
surface d’autres matériaux. Ainsi des fibres optiques de composition AssSessaTeiz sont
fonctionnalisées avec I’APTES, mais aussi avec le (3-glycidyloxypropyl)triméthoxysilane
(GPTMS). Cette modification met en jeu de la physisorption, et une possible liaison covalente
Te-O-Si [Taga1993]. Plus tard, des liaisons Ge-O-Si ont été mises en évidence, grace a des
analyses par spectroscopie de masse, a la surface d’un verre du systeme Ge-As-Se apres
fonctionnalisation avec des alkoxysilanes [Amalric2012][Amalric2014]. Enfin ces liaisons Ge-O-
Si ont été évoquées dans la fonctionnalisation d'un cristal de germanium par du

triéthoxysilylane (HSi(OEt)s) [Devouge2009].

Matériau Surface , Agent Procédé Liaison Référence
d’accroche

GessAsiaSess Drop casting et Amalric2014

Massif PEG7-TES op casting Ge-0-Si
Ge1oAsaSeso irradiation Amalric2012
Fibre APTES Te-O-Si ? Tagal1990

AsyoSessTery ) Cellule microfluidique

optique GPTMS Physisorption Tagal993
Amalric2014

GessAsizSess Drop casting et As-S
Massif Disulfure .p di ‘g Amalric2012

GEloAS40$€50 irradiation Se-S
Amalric2011

Tableau A.3. Travaux portant sur la fonctionnalisation covalente et spécifique de matériaux
chalcogénures.

D’autres fonctions se sont également montrées concluantes pour fonctionnaliser le matériau
Ge-As-Se massif. On peut par exemple citer les disulfures. Aprés irradiation UV, les liaisons S-S

des disulfures sont rompues, rendant possible la création de liaisons covalentes entre le
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soufre et I'arsenic ou le sélénium [Amalric2011]. On peut également citer les azotures : le O-
succinimidyle-4-(p-azido-phényl)butanoate a par exemple été utilisé pour la fonctionnalisation
du Ge-As-Se [Amalric2014]. La mise en évidence de liaisons covalentes n’a toutefois pas été
établie. A contrario, les fonctions fluoroazidobenzéne et fluorobenzéne, catéchol, acides et
esters phosphoniques ne se sont pas avérées pertinentes pour la fonctionnalisation de Ge-As-

Se [Amalric2014].

A.lll.2.b. Dépot de couche mince
D’autres méthodes, moins spécifiques, reposent sur le dépo6t d’une couche mince de
polymére ou d’'un métal sur la surface des matériaux chalcogénures. Différents polymeres ont
par exemple été utilisés dans la littérature : le poly(L-Lysine) [Tagal1994], le poly(amino-p-
xylylene) [Martin-Palma2009] ou encore le poly(isobutyléne) [Baudet2016] (Tableau A.4).
L'interaction entre la couche mince de polymere et le matériau chalcogénure est
principalement physique, et |’épaisseur de la couche ajoutée est plus grande que dans le cas
d’un greffage covalent. Elle peut varier de quelques dizaines de nanometres a quelques

micrometres, comme on peut le voir dans le Tableau A.4.

Matériau Surface Agent d’accroche Procédé Epaisseur Référence
AsyoSessTe1; Fibre optique  Poly(L-Lysine) Cellule 40 nm Tagal994
290 TE PHq -y microfluidique g
Poly(amino-p- Martin-
GesSb1,Seso Couche mince VT CvD =100 nm Palma2009
xylylene) Elkasabi2006
. , . R . . B Baudet2016
Ge12ShysSes; Guide d’onde  Polyisobutylene  Spin Coating =4 um Baudet2017
. . Yu2006
GeysShi1,Seso Couche mince Or Evaporation 20 nm Ganjoo2008

Tableau A.4. Travaux portant sur la fonctionnalisation des matériaux chalcogénures par dépoét
d’une couche de polymére ou métallique.

Concernant le dép6t d’'une couche mince métallique, on peut citer les travaux de Yu et al. et
de Ganjoo et al. [Yu2006][Ganjo2008], qui ont utilisé une couche d’or comme couche
intermédiaire dans le procédé de fonctionnalisation. Une couche d’or est en effet déposée sur

le matériau chalcogénure (une couche mince de composition GezsSbi2Seso), puis
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fonctionnalisée avec I'acide 3-mercaptopropionique [Yu2006] ou [|‘acide 16-
mercaptohexadecanoique [Ganjo2008]. L'or est physisorbé sur la surface de chalcogénure,
puis les atomes de soufre des groupements -SH établissent des liaisons covalentes avec l'or :

S-Au.

A.lll.2.c. Fonctionnalisation des matériaux riches en sélénium
La littérature fait état de nombreux exemples de fonctionnalisation des matériaux
chalcogénures riches en sélénium (Tableau A.5). La fonctionnalisation de nanoparticules de
ZnSe avec de I'iodobenzéne met par exemple en jeu la liaison Se-C, dont la présence a pu étre
démontrée par la RMN du carbone (*3C) [vishnoi2018]. La fonctionnalisation de
nanoparticules de sélénium avec des polysaccharides se fait quant a elle via les liaisons
covalentes Se-O [Liao2015][Maiyo2017]. La chimie de coordination permet également le
contréle et le remplacement des ligands sur des nanoparticules de ZnSe et CdSe ou sur du

InSe massif, grace aux métaux de transition [Wisher2006][Lei2016].

Matériau Surface  Agent d’accroche Procédé Liaison Référence
R . Se-C . .
ZnSe NPs* lodobenzéne Immersion Vishnoi2018
Yu2016
Se NPs Curcumine En synthese Physisorption, Se-O Kumari2017
Liao2015
Se NPs Polysaccharide En synthese Physisorption, Se-O Maiy02017
CdSe, " Thiolated Echange de N ,
Wisher2006
7nSe NPs PAMAM Ligand Coordination isher
InSe Massif TiCls Dip coating Coordination Lei2016
ZCZSS(Z Massif Peptide C:sr'?iﬁg Interactions faibles  Estephan2009
. . Drop . .
ZnSe Massif Peptide . Interactions faibles Saab2010
Casting

Tableau A.5. Travaux portant sur la fonctionnalisation de matériaux chalcogénures riches en
sélénium. *Nanoparticules

La recherche de nouvelles voies de fonctionnalisation s’intéresse a la sélection de peptides
ayant une affinité sélective pour des surfaces inorganiques. Le peptide est en effet capable de

« reconnaitre » une surface inorganique et de s’y adsorber spécifiqguement. Ainsi, des
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peptides ont montré leur capacité a s’adsorber sur de trés nombreux matériaux semi-
conducteurs, notamment sur ZnSe et CdSe, et ce griace a de multiples liaisons

intermoléculaires faibles [Estephan2009][Saab2010].

A.lll.3. La silanisation

La silanisation de surface est un procédé qui repose sur la chimie sol-gel [Hjezi2015]. Cette
chimie a été développée dés le 19°™¢ siécle par Ebelman [Ebelmen1846] et Graham
[Graham1864], et consiste en la polymérisation inorganique de précurseurs alcoolates
métalliques de formule générale M(OR), (dans notre cas Si(OR),). La fonctionnalisation de
surface via ce procédé est un cas particulier de cette chimie sol-gel, ou seule une tres fine
couche de précurseurs est déposée sur ladite surface. En pratique elle est donc réalisée par

spin-coating, dip coating ou drop casting.

A.lll.3.a. Généralités
La fonctionnalisation d’une surface inorganique par des organosilanes est une méthode
fréeguemment utilisée, notamment pour la détection [Ness2013][Frascella2013]. Cette
fonctionnalisation se déroule en deux étapes: hydrolyse et condensation. Ce procédé de
fonctionnalisation profite d’un large panel d’organosilanes précurseurs, qui permettent
d’atteindre des finalités tres différentes. La silanisation de surface a d'abord été développée
pour fonctionnaliser des oxydes métalliques et des verres [Maoz1984], avant de s’étendre

largement a toutes les surfaces sujettes a I’hydroxylation (M-OH).

o o o
M HgC O'$I—\\/\NH2 M{OH HO_$IMNH2 M O_$I_\\/\NH2
HaC._O OH OH
M M{OH M{OH
O™ CHs OH OH
HaC O-Si—~_~ ] !
. NH iy _&i
M HiC._O 2 MIOH  HO §|—\/\NH2 MO ST N,
OH OH
\\J \_\—///Y
Activation des Condensation des
groupements hydroxyles groupements hydroxyles

Figure A.21. Processus de fonctionnalisation d’une surface par I’APTES.

41



Lors de la silanisation, I’agent de couplage est un organosilane de formule générale Si(OR)n R’
4-n) (n =0, 1, 2 ou 3), ou (OR), désigne n groupement(s) hydrolysable(s), et R’ un groupement
fonctionnel non hydrolysable. Les organosilanes sont immobilisés via la formation de liaisons
covalentes M-O-Si entre les groupements hydrolysés (OH)@s-n) du silane et les groupements
hydroxyles (M-OH) présents a la surface du matériau. La surface silanisée est alors recouverte

des fonctions X (Figure A.21).

A.lll.3.b. Mécanisme d’interaction
Lorsqu’un organosilane se trouve en milieu aqueux, il se produit en premier lieu une réaction
d’hydrolyse. Si cette hydrolyse est compléte, cela donne la réaction donnée dans |'équation
ég. A.3. Les fonctions alcoxydes portées par I'organosilane forment alors des groupements

silanols réactifs, en libérant des alcools R-OH.

(OR)3-Si-R* + H.0 > (OH)s-Si-R’+ 3 R-OH (éq.A.3)

L’hydrolyse est catalysée en milieu acide, basique ou nucléophile (Figure A.22), et conduit

rapidement a I’lhomocondensation des organosilanes via les silanols.

Hydrolyse

Condensation

Vitesse de réaction

Figure A.22. Vitesse des réactions d’hydrolyse et de condensation en fonction du pH lors de la
fonctionnalisation.

42



L’homocondensation en oligomeéres, voire en sol-gel, est favorisée par un grand nombre de
groupements hydrolysables (OR).. Elle s’effectue soit par oxolation (éq. A.4) soit directement

par alcoxolation (éq. A.5) :

(OH)3-Si-R’” + (OH)3-Si-R" =  (OH)4-(Si-0-Si)-R’2 + H,0 (éq.A.4)

(OH)3-Si-R” + (OR)3-Si-R” -  (OH)-(OR),-(Si-O-Si)-R’> +R-OH  (éq.A.5)

En présence des groupements hydroxyles a la surface du substrat, I’hétéro-condensation
permet également d’établir des liaisons covalentes entre |'organosilane et le substrat (éqg.
A.6). La silanisation conduit alors a la formation d’'une (mono)couche de siloxanes

fonctionnalisés avec R’, groupement exploité pour la suite de la modification.

(OH)s-Si-R” + M-OH >  (M-0-Si)-(OH)-R" + H20 (éq.A.6)

Si I'organosilane APTES est couramment utilisé, la modification préalable de cette molécule
offre de nombreuses alternatives. Il est ainsi facile de paramétrer I'agent de greffage pour
équilibrer les homocondensation et hétéro-condensation, pour choisir la fonction libre (R’)

apres le couplage, ou pour offrir plus de flexibilité stérique.

A.lll.3.c. La silanisation des Ge-Se-Te

Dans le cadre de cette thése, les matériaux envisagés pour fabriquer des micro-capteurs
optiques pour la détection précoce des maladies des plantes sont des couches minces du
systeme ternaire Ge-Se-Te. A cet effet, différentes voies de fonctionnalisation de ces couches
ont été testées, dont la silanisation. Les résultats seront présentés dans le chapitre C de ce
manuscrit. En guise d’introduction au travail réalisé, nous nous intéressons dans ce
paragraphe aux liaisons susceptibles de se former au cours de la silanisation de ces matériaux.
Au sein du ternaire Ge-Se-Te, les liaisons covalentes les moins stables sont les liaisons Te-Te et
Ge-Ge (=260 KJ.mol!), comme on peut le voir dans le Tableau A.6. Parmi les liaisons d’un des

éléments constitutifs (Ge, Se ou Te) avec I'oxygene, c’est la liaison avec le Ge-O qui est par
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ailleurs la plus stable (Tableau A.6). Il est donc a supposer que la silanisation des couches
minces du systéme ternaire Ge-Se-Te se fera via la formation de liaisons covalentes Ge-O.
Cette hypothése est en accord avec les travaux d’Amalric et al concernant la silanisation des
matériaux chalcogénures GessAsi2Sess et GeipAssoSeso. La spectrométrie photoélectronique
par rayons X a en effet démontré la présence de liaisons Ge-O mais pas de liaisons Se-O
[Amalric2012][Amalric2012].

Energie de liaison

Liai |
laison covalente KJ.mo|'1 @ 298 K

Te-Te 257
Ge-Ge 264
Se-Te 293
Se-Se 330
Ge-Te 398
Ge-Se 485
Te-O 377
Se-0O 430
Ge-O 658

Tableau A.6. Energie des liaisons possibles dans les couches minces chalcogénures du systeme
ternaire Ge-Se-Te (haut du tableau) et énergie des liaisons des différents éléments des couches
Ge-Se-Te avec I'oxygene (bas du tableau) [Luo2007].

A.lll.4. La voie peptidique

A.lll.4.a. Introduction
Un peptide est une courte séquence de 12 acides aminés reliés entre eux par des liaisons
peptidiques. On réserve le terme de polypeptide puis de protéine pour les séquences plus
longues. Ces biomolécules sont naturellement présentes dans les organismes vivants. En
1901, Emil Fischer a été le premier a synthétiser un dipeptide en laboratoire. Aujourd’hui les

peptides artificiels sont synthétisés a grande échelle.

Il n’existe pas de méthode prédictive pour connaitre la séquence d’acides aminés qui aura une
forte affinité pour une surface inorganique donnée. Il faut donc tester différentes séquences.
La sélection d’une séquence peptidique donnée est réalisée par une méthode appelée
« phage display » en anglais. Cette technique, d’abord utilisée pour étudier les interactions

protéine-protéine, permet en effet de déceler des affinités peptide-substrat.
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Acide aminés avec résidus chargés a pH = 7,4
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Figure A.23. Liste des 21 acides aminés a partir desquels sont construits les peptides
[Dancojocari2010].

Cette méthode de « phage display » consiste a présenter sur une surface cible une collection
de différents couples phage-peptide. Les peptides qui présentent le plus d’affinité envers le
substrat (ou surface cible) seront davantage retenus lors du rincage, ceci avec leurs phages

respectifs. Les phages correspondants sont alors infectés dans une bactérie (Escherichia coli),
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permettant leur amplification et la constitution d’'une nouvelle collection de couples phage-
peptide. Aprés plusieurs cycles, ne restent que les peptides présentant la plus grande affinité
parmi la collection testée. De cette méthode de sélection, seuls les 21 acides aminés
protéinogenes, présentés sur la Figure A.23, peuvent étre utilisés pour la construction des

séquences peptidiques.

En 1992, une premiere séquence (RRTVKHHVN) est identifiée pour son affinité avec I'oxyde de
fer [Brown1992]. Il est a noter que les peptides « reconnaissent » une surface donnée et
s’adsorbent spécifiquement [Estephan2011a], ce qui rend la voie peptidique trés attractive
comparée a la silanisation par exemple, qui est quant a elle non sélective. La Figure A.24 est
un bon exemple de mise en évidence de la sélectivité de la voie peptidique. Seuls les motifs de
GaN créés sur un substrat en silice ont en effet été fonctionnalisés par un peptide de

séquence SVSVGMKPSPRP.

30um

Figure A.24. Image de microscopie a fluorescence d’une surface en silice avec un motif en
nitrure de gallium. Le peptide SVSVGMKPSPRP, repérable grdce a un marqueur fluorescent en
bout de chaine a été adsorbé préférentiellement sur le GaN [Estephan2008].

A.lll.4.b. Mécanisme d’interaction
L'interaction peptide-surface consiste en un ensemble de liaisons faibles dont la force
résultante peut avoisiner celle d’une liaison forte [Saab2010]. Le mécanisme d’interaction
peptide-surface n’est pas encore parfaitement établi dans la littérature, et diverge selon les
couples peptide-surface. Cette interaction se construit a plusieurs échelles : du résidu de
I’acide aminé jusqu’a la flexibilité de la chaine peptidique [Ramakrishnan2014]. Par exemple le

tryptophane (W) et la méthionine (M) présentent une affinité particuliére pour I'or
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[Conri2015], tandis que d’autres rapportent l'importance des contraintes et libertés

conformationnelles de la structure peptidique sur ce méme matériau [Hnilova2008].

De toute évidence chaque acide aminé peut jouer un role de par son caractere acido-basique,
hydrophile-hydrophobe, ou simplement par la présence de certains groupements ou atomes
[Ramakrishnan2014][Ramakrishnan2015]. Mais finalement, les possibilités d’interaction sont
contraintes ou favorisées par la flexibilité de la séquence. La conformation du peptide en

solution et la conformation du peptide proche de la surface sont cruciales [Maity2015].

A.lll.4.c Les peptides LLA & SVS
Dans le cadre de ce travail de thése, deux peptides ont été sélectionnés pour fonctionnaliser
les couches minces du systéme ternaire Ge-Se-Te : les peptides SVSVGMKPSPRP (noté SVS) et
LLADTTHHRPWT (noté LLA). Les résultats obtenus seront présentés dans le chapitre B de ce
manuscrit. Dans ce paragraphe, nous justifions le choix de ces deux peptides pour notre
étude. Des travaux antérieurs ont permis de mettre en évidence que le peptide SVS présente
une grande affinité pour plusieurs surfaces inorganiques : GaAs(100), GaN(001), ZnTe(100),
GaAs(111), GaSb(100), CdSe(100), n*-Si, p*-Si [Estephan2009][Estephan2008][Papa2016], mais
aussi pour de tres nombreuses cibles organiques. De ce fait ce peptide peut étre considéré
comme un agent de couplage universel [Estephan2012]. Dans le cas ou la sélectivité vis-a-vis

de la surface n’est pas recherchée, cette séquence porte ainsi un grand intérét.

En ce qui concerne le peptide LLA, il a été montré qu’il présentait une grande affinité pour le
silicium n*-Si [Saab2010] mais également pour le ZnSe(100) [Estephan2009]. Le sélénium étant
I’élément majoritaire des couches minces Ge-Se-Te utilisées dans le cadre de cette these, le

peptide LLA nous est donc apparu comme prometteur.

A.1V. Positionnement du projet et objectifs de la these

Ce travail fait suite aux travaux réalisés a I'lCGM par Mai VU THI [VuThi2014] et Anis TALEB
BENDIAB [TalebBendiab2020]. Dans le ternaire Ge-Se-Te, deux compositions ont pu étre
identifiées pour la conception des guides d’onde [VuThi2014]. En effet les couches minces de
compositions GezsSessTeyo et GeasSessTelp possedent une large bande de transparence dans

I'infrarouge, de 1 a 16 um environ, et sont stables thermiquement, avec une température de

47



transition vitreuse Tg supérieure a 130 °C, et un AT (égal a la différence entre la température
de cristallisation et la température de transition vitreuse) supérieur a 100 °C. Leurs indices de
réfraction, estimés grace a la méthode de Swanepoel [Swanepoel1983] a partir des courbes
de transmission, valent respectivement 2,65 + 0,04 et 2,55 + 0,04 a la longueur d’onde A =
1,55 um. La différence d’indices de réfraction entre les deux couches est alors de I'ordre de
An = 0,10 £ 0,08, valeur utilisée lors des étapes de simulation ayant pour objectif d’optimiser
les parameétres géométriques des guides d’onde [VuThi2014][TalebBendiab2020]. Une fois ces
parametres (épaisseurs des couches, profondeur de gravure, largeur des guides) optimisés,
des guides d’onde ont été fabriqués. Dans le cadre de la these de Mai VU THI, différents
guides ont été réalisés : des guides droits, des guides courbes et des guides spirales. Des
jonctions Y et un interférométre de Mach-Zehnder ont également été fabriqués, dont les
réponses optiques se sont avérées satisfaisantes. Dans le cadre de la thése d’Anis TALEB
BENDIAB, des guides droits ont été réalisés avec un design légerement différent (couches plus
épaisses et profondeur de gravure plus importante). Ces guides d’onde ont ensuite été
éprouvés vis-a-vis du dépobt de gouttelettes d’eau sur leur surface, I'’eau devant avoir pour
effet une diminution de l'intensité lumineuse en sortie du guide, via I'absorption d’une partie
de I'onde évanescente. Les guides ont tout d’abord été testés a mono-longueur d’onde (A =
1,55um), de sorte a vérifier I'impact du dépo6t sur le signal en sortie. Comme prévu, le dépot
de gouttelettes s’est traduit par une diminution de lintensité lumineuse, attestant de
I’existence d’interactions entre I'eau et une partie de I'onde évanescente. La diminution de
I'intensité lumineuse a été d’autant plus importante que le volume et le nombre des gouttes
étaient grands. Les guides ont ensuite été testés sur un banc spectrophotométrique,
fonctionnant de 1,2 a 2 um. Dans cette gamme de longueurs d’onde se situent deux bandes
d’absorption caractéristiques de I'’eau (1,445 et 1,99 um) : I'objectif était donc d’observer ces
bandes sur le spectre enregistré en sortie de guide. Et en effet les expériences ont permis de
confirmer l'effet induit par le dépot des gouttelettes, avec I'apparition des bandes
d’absorption de I'eau sur le spectre en sortie de guide. Par contre, il n’a pas été possible
d’obtenir une corrélation directe entre les spectres enregistrés en sortie de guide et le volume
des gouttelettes déposées. Il a fallu, pour extraire I'information souhaitée, utiliser des outils
d’analyse multivariée. Le jeu de données constitué des spectres enregistrés en sortie de guide
a été traité par une analyse en composantes principales (ACP). Celle-ci a montré que 10,09 %
des différences observées entre les spectres étaient liés a la taille des gouttelettes et que
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85,72 % étaient liés a du bruit inhérent a la mesure. Un modeéle de prédiction a ensuite été
établi a partir du jeu de données afin d’estimer le volume des gouttelettes déposées a la
surface du guide d'onde. Ce modele a permis de remonter au volume des gouttelettes

déposées a 0,36 pl prés [TalebBendiab2018].

Dans le cadre de ce travail de thése, I'objectif n’est plus d’éprouver les guides d’onde vis-a-vis
du dépot de gouttelettes d’eau mais vis-a-vis des spores des maladies des plantes. La difficulté
réside essentiellement dans la recherche de la sélectivité : sélectivité de la détection des
spores envers celle de poussiéres ou de pollen par exemple, et sélectivité de la détection
entre des spores de différentes maladies des plantes. Pour essayer de proposer une sonde
sélective, deux voies sont envisagées : les guides d’onde peuvent étre fonctionnalisés de sorte
a immobiliser préférentiellement les espéeces recherchées, ou bien les spectres enregistrés en
sortie de guide peuvent étre traités par des techniques d’analyse multivariée pour discriminer

les différentes sources de modification du signal.

Le travail tres exploratoire de cette thése va donc s’articuler autour de différents axes :

la fonctionnalisation des couches minces chalcogénures. Différentes voies sont

testées : la voie peptidique et la silanisation. Cet axe est décrit dans le chapitre B.

- la fonctionnalisation sélective des guides d’onde. Dans cet axe décrit dans le chapitre
C, il s’agit d’appliquer les voies de fonctionnalisation décrites dans le chapitre B aux
composants. Les composants sont constitués de plusieurs guides d’onde séparés par
des espaces : l'idée est de fonctionnaliser seulement les zones utiles, pour que les
spores se fixent préférentiellement sur les guides d’onde et non sur les zones situées
entre les guides.

- laréponse des guides vis-a-vis du dépot des spores (chapitre D). Ici il s’agit de s’assurer

que les guides répondent bien a la présence de spores déposées a leur surface. Les

guides testés sont des guides fabriqués selon le design optimisé par Anis TALEB

BENDIAB. Ils ne sont pas fonctionnalisés. Une analyse multivariée sera nécessaire pour

obtenir la réponse souhaitée.
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CHAPITRE B

Fonctionnalisation des couches minces du ternaire
Ge-Se-Te
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Avant de nous intéresser a la fonctionnalisation des guides d’ondes, nous avons étudié la
fonctionnalisation des couches minces chalcogénures Ge-Se-Te. Pour toutes les expériences
décrites dans ce chapitre, les couches utilisées sont de composition nominale GezsSessTeyo :
comme explicité dans le Chapitre A, c’est la composition retenue pour la couche de cceur de
nos guides d’onde infrarouges. Ces couches ont été déposées par évaporation thermique sur
des substrats en verre (silice). Les trois éléments constitutifs des couches, Ge, Se et Te, ont été
chauffés indépendamment, le sélénium et le tellure par effet Joule et le germanium par
bombardement électronique. Le procédé de dépot détaillé est décrit dans la littérature
[Vigreux2013][Vigreux2014]. Les couches minces obtenues sont peu rugueuses (rugosité de
I'ordre de 0,5 nm) et relativement hydrophobes (angle de contact d’environ 85°). Leur
composition effective a été systématiquement vérifiée dans le cadre de cette étude : elle est

voisine de la composition nominale a 5 % atomique pres.

Dans ce chapitre découpé en trois parties, nous allons d’abord résumer les expériences de
fonctionnalisation des chalcogénures en vue de la capture spécifique d’'une protéine (partie
B.1). Pour ce faire, deux voies de fonctionnalisation ont été testées : la silanisation et la voie
peptidique. Ensuite, |'étude bibliographique ayant établi que les spores adherent
préférentiellement sur les surfaces plus hydrophobes, nous avons naturellement cherché a
rendre ces mémes chalcogénures plus hydrophobes, mais également plus hydrophiles pour
comparaison (partie B.IlI). Enfin, pour aller plus loin, des expérimentations en XPS ont été
effectuées sur les surfaces fonctionnalisées par différents organosilanes, avec pour objectif
d’identifier la nature des liaisons formées avec les éléments de nos couches minces Ge-Se-Te.

Cette étude fera |'objet de la derniére partie de ce chapitre (partie B.lII).

B.l. Fonctionnalisation des couches Ge-Se-Te : Capture de la Streptavidine
B.l.1. Introduction

Comme nous l'avons vu dans le Chapitre A, les organosilanes et les peptides sont de bons
candidats pour la fonctionnalisation des matériaux chalcogénures. Ces précurseurs devraient
permettre une bonne premiére accroche sur nos couches minces Ge-Se-Te. Les
organotrialcoxysilanes (I’APTES en particulier dans le cadre de ce travail) devraient se fixer via
la formation de liaisons covalentes Ge-O-Si (et/ou Te-0O-Si), tandis que les peptides devraient
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étre immobilisés sur nos surfaces chalcogénures via de multiples interactions faibles (liaisons
hydrogénes, de Van der waals). Il est a noter que des tentatives de fonctionnalisation avec un
disulfure, a savoir la cystamine dihydrochloride, ont également été réalisées. La littérature
faisait en effet état de la formation de liaisons Se-S aprés irradiation UV de surfaces
chalcogénures, grace a la rupture des liaisons S-S [Amalric2011][Amalric2012]. Toutefois, nos
tentatives n’ont pas donné de résultats suffisamment concluants et ne seront donc pas

discutées.

Afin de valider les deux voies de fonctionnalisation des couches minces chalcogénures du
systéme ternaire Ge-Se-Te, nous avons choisi de vérifier I'adsorption spécifique de
biomolécules sur les surfaces fonctionnalisées. Pour cela, nous avons greffé a I’'extrémité des
molécules d’aminopropyltriéthoxysilane (APTES) d’une part et des chaines peptidiques d’autre
part, la fonction biotine. La biotine (ou vitamine Bs) est une petite biomolécule de masse
molaire égale a 244,3 g.mol™. Elle présente une trés forte affinité pour la streptavidine, une
protéine de 52,8 kDa qui présente quatre sites de liaisons possibles avec la biotine. Avec une
constante de dissociation de I'ordre de 10 mol.l"%, les liaisons entre la biotine et la
streptavidine sont des liaisons non covalentes parmi les plus fortes rencontrées dans la
nature. Si la mise en évidence d’une fonction biotine sur une surface peut étre délicate, la
présence d’une protéine de taille nanométrique I’est beaucoup moins [Neish2002]. Le couple
biotine-streptavidine a donc déja été largement utilisé pour démontrer I'efficacité d’une voie

de fonctionnalisation [Haussling1991][Nerurkar1984][Gould1985].

Dans les paragraphes suivants, nous allons décrire les protocoles utilisés pour fonctionnaliser
les couches minces chalcogénures GeasSessTezo avec I’APTES et avec les peptides SVS et LLA
(introduits dans le paragraphe A.llIl.4). Ces protocoles incluent les étapes de biotinylation
(c’est-a-dire de fixation covalente de la biotine a I’APTES et aux peptides) et d’introduction de
la streptavidine. Les différentes étapes de la fonctionnalisation ont été suivies par différentes
techniques : analyse de surface par microscopie a force atomique (AFM), analyse de I'angle de
mouillage (WCA) et spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (TF-IR). Les principaux

résultats seront explicités.
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B.1.2. Protocoles de fonctionnalisation

Le protocole des deux voies de fonctionnalisation est résumé sur la Figure B.1. Les
concentrations, temps d’incubation et autres parameétres des protocoles sont quant a eux

détaillés en Annexe B.1. Dans ce paragraphe n’en sont données que les grandes lignes.

Dépot GeSeTe \ Depot GeSeTe
\ v
Fonctionnalisation & .. . \ Activation plasma
peptide biotinylé B 55 5 3 ¥
; ti-’- okt . . -
Blocage des sites | S \ Fonctionnalisation
non spécifiques 12 Jawt! N A y APTES
_
Accrochagedela [ : % .= | Fonctionnalisation
streptavidine \ ff) () @J LS S 4 NHS-biotine
& e T I s
———
s 9 . | Blocage des sites
. t : ’\1 ? !f““ ¥ non spécifiques
" . e .‘? .b=-: ;fs e
Peptide biotinylé Bioti
(LLA-bio ou SVS-bio) lotine . —
[ Li\“) 4%\ Accrochage de la
— , a9 i
& - -+ N, streptavidine
2% BT | Ll
L) = Seg-s
v —_ Kg_ﬂ/ ec,‘r?' ‘? R
1 A - 1 —
Albumine de sérum bovin ~ Streptavidine

Figure B.1. Schémas récapitulatifs des deux voies de fonctionnalisation utilisées : voie
peptidique en haut a gauche et silanisation a droite.

La silanisation requiert la présence de groupements hydroxyles sur la surface. Les couches
minces GesSessTezo doivent donc en premier lieu subir une activation par plasma oxygene.
Ensuite, une solution acide d’APTES est déposée par drop-casting (dépbt de goutte) sur les

surfaces activées par plasma. Cette étape permet d’introduire des groupements amines NH; a
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la surface des couches chalcogénures. Comme explicité en introduction, nous avons ensuite
choisi de greffer la fonction biotine a I'extrémité des fonctions aminées. Aprés séchage et
rincage, la surface a donc été incubée avec une solution de NHS-biotine, qui se greffe de facon
covalente sur la fonction amine. Ce protocole de fonctionnalisation s’est déja montré
concluant sur d’autres surfaces non chalcogénures [Lapin2009].

En ce qui concerne la voie peptidique, les précurseurs que nous nous sommes procurés (LLA
et SVS) ont été préalablement biotinylés. La fonction biotine a été ajoutée de facon covalente
sur la terminaison C des peptides. Une seule étape d’incubation a donc été nécessaire pour
obtenir des surfaces chalcogénures fonctionnalisées par les peptides, avec la fonction biotine
en bout de chaine, libre et accessible pour I’étape suivante.

Aprés obtention des surfaces fonctionnalisées et biotinylées, nous avons introduit une
premiére protéine, I'albumine de sérum bovin (ou BSA pour bovine serum albumin en anglais).
Cette protéine est utilisée pour bloquer les sites d’absorption non spécifiques éventuels
[Jeyachandran2010]. Ce n’est qu’apres cette étape que nous avons introduit la streptavidine :
celle-ci peut alors se lier a toutes les fonctions biotines libres présentes a la surface des

couches chalcogénures fonctionnalisées.

B.1.3. Suivi par analyse des images AFM

B.l.3.a. AFM et parametres de mesure
La microscopie a force atomique (ou AFM pour Atomic Force Microscopy en anglais) est une
technique d’analyse et d’imagerie de surface révélant des contrastes topographiques, visco-
élastiques ou chimiques a I’échelle nanométrique. La mesure est basée sur l'interaction
localisée d’une pointe effilée qui balaie la surface étudiée. Les pointes utilisées dans notre
étude sont des pointes OMCL-AC240TS de chez Olympus ; elles permettent une analyse de la
surface en mode résonant (ou tapping). Des photographies de la structure en levier et de la
pointe sont présentées sur la Figure B.2. L'extrémité de la pointe, en interaction avec nos
surfaces, est assimilable a une demi-sphére en silicium de 7 nm de rayon. La spécification

détaillée de ces pointes est en Annexe B.2.

Pour notre étude, toutes les images des surfaces ont été digitalisées sur 512 x 216 pixels, avec

une vitesse de balayage d’une ligne par seconde. Les spécifications des paraméetres de mesure
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sont données en Annexe B.2. Typiquement, pour chaque surface étudiée, trois jeux de trois

images (10 x 10 um?, 2 x 2 um? et 0,5 x 0,5 um?) ont été enregistrés sur trois spots différents.

%

Figure B.2. lllustrations de la pointe AFM OMCL-AC240TS utilisée pour nos analyses en
microscopie a force atomique.

Un traitement des images AFM a ensuite été utilisé pour corriger |'aplanissement, supprimer
les lignes imparfaites et les bruits aux fréquences propres. Les images topographiques et de
phase nous ont permis de suivre les changements d’état de surface entre les différentes

étapes de fonctionnalisation.

B.l.3.b. Topographies, rugosités et tailles des particules

Les images AFM 0,5 x 0,5 um?, enregistrées juste aprés dépot des couches GezsSessTezo, aprés
leur biotinylation, et apres incubation avec les protéines BSA et la streptavidine, sont
présentées sur les Figures B.3, B.4 et B.5, pour les trois précurseurs LLA, SVS et APTES,
respectivement. Pour alléger ce chapitre, les images 2 x 2 um? correspondantes sont
présentées en Annexe B.3. Grace a un logiciel de traitement d’images, les rugosités ont pu
étre extraites et la géométrie des particules visibles sur les images ont pu étre analysées. Les
rugosités extraites des images 2 x 2 um?ont été moyennées et leurs valeurs sont représentées

sur la Figure B.6.

57



400
_ 300 {
200 -8
100
0 -
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
3 m e
E 0 e p A e Py, )
LLA-Bio
-3

L 400

nm
nm

200 200

100 100

0
0 100 200 300 400 500
nm

2
3 —

0 100 200 300 400 500
nm

nm

0 oo by S i A s sl i e

nm

nm

nm
o

|
(V5

Figure B.3. Images de la topographie (0,5 x 0,5 um?) et profils de la surface d’une couche
GezsSessTez : (a) juste aprés dépét, (b) aprés incubation avec le peptide LLA biotinylé, et (c)
apres incubation avec le BSA et la streptavidine. Les images de phase correspondantes sont

respectivement annotées (a’), (b’) et (c’).
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Figure B.4. Images de la topographie (0,5 x 0,5 um?) et profils de la surface d’une couche

GezsSessTez : (a) juste aprés dépbt, (b) aprés incubation avec le peptide SVS biotinylé, et (c)
apres incubation avec le BSA et la streptavidine. Les images de phase correspondantes sont

respectivement annotées (a’), (b’) et (c’).
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Figure B.5. Images de la topographie (0,5 x 0,5 um?) et profils de la surface d’une couche
GezsSessTez : (a) juste aprés dépét, (b) aprés incubation avec ’APTES biotinylé, et (c) aprés
incubation avec le BSA et la streptavidine. Les images de phase correspondantes sont
respectivement annotées (a’), (b’) et (c’).
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En comparant les images (a) et (b) des Figures B.3, B.4 et B.5, on constate que la
fonctionnalisation avec les trois précurseurs biotinylés provoque un changement dans la
topographie et les propriétés physico-chimiques des surfaces. Ces modifications suggerent
I’'accrochage des précurseurs a la surface de la couche chalcogénure. La surface
fonctionnalisée avec le peptide LLA biotinylé présente un aspect trés homogene (Figure B.3.b),
tandis que de nouvelles aspérités et agrégats sont visibles sur les surfaces fonctionnalisées
avec le peptide SVS biotinylé et I’APTES biotinylé (Figure B.4.b et Figure B.5.b,
respectivement). Ces aspérités provoquent naturellement I'augmentation de la rugosité de
ces deux surfaces : comme on peut le voir sur la Figure B.6, la rugosité augmente de 0,30 a
0,39 nm aprés fonctionnalisation avec le peptide SVS biotinylé et de 0,44 a 0,60 nm apres

fonctionnalisation avec I’APTES biotinylé.

Pour ces deux précurseurs, les images de phase (Figures B.4.b’ et B.5.b’) mettent par ailleurs
en évidence de nouveaux contrastes des propriétés physico-chimiques de la surface,
suggérant également I'immobilisation effectif des précurseurs. Les agrégats visibles sur les
surfaces fonctionnalisées avec [|'APTES biotinylé laissent supposer une légere
homocondensation des précurseurs organosilanes. En effet, les précurseurs ne forment plus
une monocouche homogéne, car certains se condensent en oligoméres de quelques

nanometres de hauteur.

Aprés le blocage des sites d’adsorption non spécifiques par les protéines BSA puis la capture
de la streptavidine, les surfaces sont recouvertes de nouvelles particules réguliéres, et ce quel
que soit le précurseur (Figure B.3.c, Figure B.4.c et Figure B.5.c). Ces nouvelles particules,
vraisemblablement les protéines, font considérablement augmenter la rugosité de la surface
(Figure B.6). La taille de ces particules est d’une dizaine de nanometres pour un ou deux
nanometres de haut. Ces dimensions sont tout a fait cohérentes avec le balayage d’une pointe
d’un rayon de 7 nm sur une surface recouverte de protéines plus ou moins sphériques,
adsorbées sur la surface biotinylée. D’autres études d’adsorption de protéines ont en effet fait

état de ces mémes dimensions [Riepl2002][Weisenhorn1992].
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Figure B.6. Rugosités (moyennes quadratiques) des couches minces Ge,sSessTezo avant et
apreés incubation avec les précurseurs biotinylés, et apres incubation avec le BSA et la STV. Les
données représentent la moyenne et la déviation standard calculée sur 3 images
topographiques (2x2 um?). Des lettres identiques indiquent des rugosités significativement
différentes (probabilité p < 0,05 selon le test t [West2021])

Au vu des images topographiques et de phase, ces protéines semblent étre plus étalées sur la
surface fonctionnalisée par le peptide LLA biotinylé. L’analyse des dimensions de ces protéines
a permis d’obtenir des données quantitatives, avec notamment la densité, le diametre
équivalent, la hauteur et la circularité de ces particules. Ces caractéristiques sont résumées

sur la Figure B.7.
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Figure B.7. Diamétres du cercle équivalent (DCE),(b) hauteur et (c) circularité des particules
visibles sur les images AFM aprés incubation avec les protéines BSA puis STV. Les données
représentent la moyenne et la déviation standard calculées sur 3 images topographiques

0,5 x 0,5 um?. (* distribution différente, probabilité p < 0,05 selon le test t [West2021])

Les densités des protéines sur les surfaces fonctionnalisées par les précurseurs LLA-biotine,
SVS-biotine et APTES + NHS-biotine sont respectivement de 890, 1320 et 1400 particules par
micrometre carré. La plus faible densité de protéines constatée dans le cas de la
fonctionnalisation via le peptide LLA biotinylé peut s’expliquer par la plus faible densité initiale
de fonctions biotines a la surface, mais également par un important accrochage non
spécifique du BSA. En effet une adsorption non spécifique s"accompagne d’une déformation
structurelle plus importante de la protéine [Bouhekka2012][Roach2005][Taborelli1995].
Comme on peut le voir sur la Figure B.7.a, les diamétres du cercle équivalent pour les surfaces
Ge-Se-Te fonctionnalisées via les peptides LLA et SVS et via l'organosilane APTES sont
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respectivement de 12,6 ; 10,5 et 9,3 nm. Les diameétres plus faibles observés dans le cas des
fonctionnalisations via le peptide SVS et I'APTES, ainsi que les hauteurs plus importantes
(Figure B.7.b) suggerent une meilleure conservation de la structure de la protéine. Toujours
dans le cas de ces deux précurseurs, la trés faible disparité de la circularité (Figure B.7.c)
suppose également une meilleure préservation de la structure. Dans le cas du LLA, les
protéines adsorbées a la surface sont effectivement plus étalées, suggérant encore une fois

un accrochage partiellement non spécifique.

Les analyses par microscopie a force atomique ont donc mis en évidence les modifications
survenant sur les surfaces des couches minces GeasSessTeye aprés fonctionnalisation avec des
précurseurs biotinylés, et apres la capture des protéines BSA puis de la streptavidine. Les trois
précurseurs s’accrochent effectivement a la surface des couches chalcogénures Ge-Se-Te.
Dans le cas du peptide SVS et de |'organosilane APTES, les protéines fixées a la surface
conservent mieux leurs structures sphériques, suggérant |'existence effective des liaisons
spécifiques biotine-streptavidine [Gonzalez1997]. Dans le cas de la fonctionnalisation via le
peptide LLA, les protéines semblent se fixer de maniére non spécifique. On peut supposer
gu’apres adsorption du peptide biotinylé a la surface, les fonctions biotines ne sont pas

accessibles, di a un encombrement stérique trop important.

B.l.4. Suivi par analyse de I'angle de contact

B.l.4.a. Mesure de I’angle de contact

L'angle de contact est une méthode de caractérisation de la mouillabilité d’'une surface qui
reflete les interactions intermoléculaires s’établissant a I'interface liquide-surface. Tres facile a
mettre en place, elle permet d’évaluer quantitativement le caractére hydrophile-hydrophobe
d’une surface a partir de I'angle que forme une goutte de liquide déposée sur celle-ci. Une
surface hydrophile maximise le contact avec une goutte de liquide. La goutte s’étalant, I'angle
est petit. A l'inverse, une surface hydrophobe minimise cette interface, et la goutte conserve
une forme plus sphérique. L’angle est alors grand. Ainsi la mouillabilité peut étre graduée sur

une échelle allant de 0° - strictement hydrophile - a 180° - strictement hydrophobe. Pour
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notre étude, nous avons utilisé un appareil SCA optical angle et son logiciel. Le liquide choisi

est 'eau déminéralisée.

B.l.4.b. Résultats
Les angles de contact mesurés sur les couches chalcogénures juste aprés dépodt, aprés
fonctionnalisation avec les précurseurs biotinylés et aprés incubation avec les protéines BSA
puis STV sont présentés sur la Figure B.8. A titre de comparaison, les angles de contact
mesurés sur les surfaces fonctionnalisées avec les mémes précurseurs (LLA, SVS et APTES) non
biotinylés sont également donnés. Dans le cas de la voie de fonctionnalisation par I’APTES, il
est a noter que le traitement préliminaire de la surface Ge-Se-Te par le plasma oxygéne
provoque la chute de I'angle de contact, de 84 + 4° 3 7 + 5°. La surface est donc rendue

extrémement hydrophile, via la formation de groupements hydroxyles —OH.
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Figure B.8. Angles de contact mesurés sur les couches minces Ge-Se-Te juste aprés dépét (a
gauche), apres incubation avec les précurseurs non biotinylés (en pointillés), aprés incubation
avec les précurseurs biotinylés, et aprés incubation avec les protéines BSA et STV (a droite). Les
valeurs sont des valeurs moyennes issues d’une dizaine de mesures. Les barres d’erreur
indiquent la déviation standard correspondante.

Aprés incubation avec I’APTES non biotinylé, la surface reste relativement hydrophile (63 +
9°), tout comme apres incubation avec la NHS-biotine (66 + 3°). Comme on peut le constater
sur la Figure B.8, les deux précurseurs peptidiques non biotinylés rendent également la
surface plus hydrophile, allant encore une fois dans le sens d’un accrochage effectif des

chaines d’acides aminés sur la surface chalcogénure. Leurs équivalents biotinylés rendent
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aussi la surface plus hydrophile, et de facon accentuée dans le cas du peptide SVS. Il est a
supposer que dans le cas de ce précurseur, la fonction biotine renouvelle le mécanisme
d’adsorption et de conformation du peptide. Dans la littérature, les surfaces biotinylées se
sont révélées hydrophiles, avec des angles de contact autour de 35° [Rios2009]. Parmi les trois
précurseurs biotinylés utilisés, le peptide SVS semble étre le plus pertinent, puisque c’est celui
qui rend la surface la plus hydrophile, avec un angle de contact de 45 + 5°. Cette hypothése

est en accord avec les résultats AFM présentés dans les paragraphes précédents.

B.l.4.c. Pour aller plus loin : mécanisme d’interaction des peptides

Le mécanisme interactionnel des peptides sur une surface n’est pas trivial, et aucune étude

antérieure ne fait état de la fonctionnalisation de surfaces amorphes par des peptides.

En vue d’appréhender le mécanisme d'adsorption des peptides sur nos couches minces
chalcogénures, il est intéressant de comparer leurs caractéristiques physico-chimiques. Celles-
ci sont regroupées dans le Tableau B.1. Il est également intéressant de comparer leur
séquence d’acides aminés, avec les caracteres hydrophobe ou hydrophile de chacun d’entre
eux (Figure B.9). Selon les valeurs de l'indice d'instabilité (ll) et de l'indice aliphatique (Al)
données dans le Tableau B.1 et explicités dans la légende correspondante, le peptide SVS est
plus stable que le peptide LLA. Les deux peptides présentent par ailleurs un caractere plus
hydrophile qu’hydrophobe (H < 0). La séquence d’acides aminés en fin de chaines, ou les
fonctions biotines sont greffées dans notre étude, est en effet hydrophile. En revanche,
comme on peut le voir sur la Figure B.9, les débuts de chaine peptidique sont hydrophobes. La
chaine de départ du peptide LLA (de séquence d’acides aminés LLADTTHHRPW) comprend en
effet deux leucines (L) et une alanine (A), tous deux contenant des groupes CHs. Le peptide
SVS (de séquence SVSVGMKPSPRP) possede quant a lui deux acides aminés de type valine (V)
conférant également un caractere hydrophobe en début de chaine. Ces séquences
hydrophobes de début de chaine interagissent vraisemblablement avec la surface hydrophobe
des couches minces Ge-Se-Te (interaction hydrophobe-hydrophobe, ce qui implique que les
parties hydrophiles se situent sur le dessus de la surface modifiée). Ceci est cohérent avec les
valeurs d'angles de contact présentés dans le paragraphe précédent (Figure B.8). En effet,
apres incubation avec les peptides non biotinylés, on a observé I'obtention de couches plus

hydrophiles. Les fonctions biotines étant greffées du c6té hydrophile des chaines peptidiques
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LLA et SVS, on a donc confirmation qu’elles sont bien accessibles pour fixer la streptavidine

lors des étapes ultérieures.

4 + Hydrophobe

L L AD T T HH R P W T- Biotne s K _P_S P R _P - Biotine

v + Hydrophile

Figure B.9. Séquences des peptides LLA (a) et SVS (b) avec les caractéres hydrophobes-
hydrophiles de chaque acide aminé les constituant.

LLADTTHHRPWT SVSVGMKPSPRP
pl 11 6,92
Charge 2 +1,-1
11 58,24 -9,31
Al 48,33 73,33
H -0,475 -0,8

Tableau B.1. Propriétés physico-chimiques de ces deux séquences peptidiques LLA et SVS. « pl »
correspond au point isoélectrique. C’est le pH (potentiel hydrogéne) pour lequel la charge
globale du peptide est nulle ou, autrement dit, le pH pour lequel le peptide est électriquement
neutre. « Il » correspond a l'indice d'instabilité d'un peptide. Pour les valeurs inférieures a 40,
on consideére que le peptide est stable, tandis que pour les valeurs supérieures a 40, le peptide
est instable. « Al » correspond quant a lui a I'indice aliphatique et H, a I’hydropathicité. Les
valeurs ont été calculées a I'aide de programmes de calcul disponibles a I'adresse
http://expasy.org. « H » est calculé comme la somme des valeurs d'hydropathie selon Kyte et
Doolittle (1982) de tous les acides aminés, divisée par le nombre de résidus dans la séquence.
L'indice aliphatique « Al » a été calculé comme une mesure du volume relatif occupé par les
chaines latérales aliphatiques des acides aminés alanine, valine, leucine et isoleucine. Plus
l'indice aliphatique est élevé, plus le peptide est thermostable.

67



B.1.5. Suivi par analyse de spectres FT-IR

B.l.5.a. Spectroscopie FT-IR

La spectroscopie FT-IR (Fourier Transformed InfraRed) révele la présence de groupements
chimiques grace a l'identification des fréquences de vibration propres des liaisons covalentes
et intermoléculaires. Nos couches minces chalcogénures se prétent particulierement bien a
cette analyse spectroscopique car elles sont transparentes dans l'infrarouge, dans la gamme
de longueurs d’onde allant de 1 a 16 um environ. Dans notre étude, I'analyse a été réalisée en
Réflectance Totale Atténuée (mode ATR) avec un cristal en diamant, sur la gamme 4000 cm™ -
650 cm™, avec une résolution de 2 cm™. Ce mode d’analyse en réflexion permet de sonder
uniquement la surface du matériau. Le champ évanescent en interaction effective avec la
surface la pénétre sur une profondeur caractéristique de I'ordre du micromeétre. Lorsque cela
est nécessaire, le logiciel Origine Pro 8 est utilisé pour corriger la ligne de base, filtrer et

déconvoluer le signal infrarouge.

B.1.5.b. Comparaison des spectres

Apres fonctionnalisation avec les peptides LLA et SVS biotinylés ou avec I’APTES biotinylé, les
spectres enregistrés sont difficilement exploitables et présentent peu voire aucune raie
d’absorption significative, probablement di aux trés faibles épaisseurs d’adsorbats a la

surface des couches chalcogénures.

Nous nous sommes donc concentrés sur les spectres enregistrés apres incubation avec les
protéines BSA et apres incubation avec la streptavidine. Les spectres correspondants sont
présentés sur la Figure B.10, et ce pour les trois voies de fonctionnalisation étudiées (voie
peptidique avec LLA et SVS, et silanisation par I"APTES). Sur tous les spectres, on peut
facilement identifier les élongations N-H et O-H vers 3500 cm™, I’élongation C-H vers 2900
cm et 1450 cm?, ainsi que I’Amide | a 1650 cm™ et I’'amide Il @ 1550 cm™. La présence de ces
groupements confirme la présence des protéines sur les couches chalcogénures
fonctionnalisées, quelle que soit la voie utilisée. La surface fonctionnalisée avec I'organosilane
présente des absorptions plus importantes des groupements alcanes, suggérant encore une

fois une légére homocondensation de I’APTES.
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Figure B.10. Spectres FTIR-ATR des couches minces Ge-Se-Te fonctionnalisées avec les peptides
ou I’APTES biotinylés, apreés incubation avec la protéine BSA (en pointillés) et aprés incubation
avec la streptavidine STV (en traits continus).

Une comparaison entre les spectres obtenus aprés incubation avec les protéines BSA
uniquement (en pointillés sur la Figure B.10), et les spectres obtenus aprés incubation avec les
protéines BSA et la streptavidine (en traits continus sur la Figure B.10), montre une
augmentation de la contribution de la bande de I’Amide |, ainsi que de I'amide II. En effet un
calcul de I'aire sous la courbe entre 1700 et 1600 cm™ montre qu’elle augmente de 18, 43 et
21% pour les précurseurs LLA, SVS et APTES, respectivement. Cette plus forte absorption
indique que plus de protéines sont effectivement adsorbées a la surface. Les protéines BSA
ayant bloqué tous les sites d’adsorption non spécifiques, la streptavidine s’est donc fixée aux
fonctions biotines disponibles. Ce résultat suggére que les précurseurs permettent bien
d’obtenir des fonctions biotines libres et accessibles. L’effet est plus prononcé avec le peptide

SVS, ce qui conforte les tendances évoquées dans les paragraphes précédents.
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B.1.5.c. Analyse de la bande Amide-1
La spectroscopie d’absorption infrarouge permet également de discriminer la conformation
des protéines [Barth2007]. Effectivement, la structure secondaire des protéines peut
s’organiser périodiquement de deux fagons principales : des hélices a ou des feuillets 3. Ces
arrangements périodiques stabilisent la structure des protéines, via la formation de liaisons
intermoléculaires, et se traduisent par des fréquences d’absorption légerement décalées.
Ainsi, la bande Amide | vers 1650 cm™ est utilisée pour étudier la structure secondaire des
protéines [Barth2007][Singh2000]. Les vibrations des hélices a sont identifiées a8 1655 cm™,
tandis que les structures en feuillets B sont identifiées grace a une bande située a 1630 cm™ et
dans une moindre mesure grace a une bande a 1685 cm™. Une autre structure moins
significative, le coude B, est quant a lui identifié grace a une bande située 3 1670 cm™. Lors de
I’adsorption non-spécifique de protéines sur une surface inerte, la structure est sujette a
dénaturation. Ainsi, la structure secondaire, et donc les absorptions de I’Amide I, peuvent
montrer des différences significatives [Bouhekka2012]. L’analyse fine des bandes de I’Amide |

peut donc fournir des informations complémentaires.
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Figure B.11. Déconvolution des bandes d’absorption Amide | vers 1650 cm™ : aprés incubation
avec BSA (en haut) et apreés incubation avec STV (en bas).
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Comme les bandes de I’Amide | observées sur les spectres présentés sur la Figure B.10 laissent
supposer plusieurs contributions, nous avons procédé a leur déconvolution. Les résultats
obtenus sont regroupés sur la Figure B.11, ainsi que dans les Tableaux B.2 et B.3. Dans ces

tableaux, nos résultats sont par ailleurs comparés avec ceux trouvés dans la littérature.

Coude p Hélice a Feuillet flft‘;';ml;o{j Autre
Adsorbé sur TiO2* 1680 em™ (10%) 1653 cm™ (66%) 1632 cm™ (22%) 1614 em™ (2%) -
Littérature Dans H,O? 1680 cm™! (9%) 1655 cm™! (67%) 1632 cm™! (23%) 1614 cm! (1%) -
Dans H,O° 1684 cm! (4%) 1654 cm™ (53%) 1625 & 1632 cm™ (14%) - -
LLA 1683 cm™* (10%) 1656 cm™! (39%) 1625 cm™* (51%) - 1590 cm'*
Notre étude SVS 1682 cm! (11%) 1653 cm™! (44%) 1626 cm™ (45%) - 1606 cm™
APTES 1685 cm'! (11%) 1654 cm! (44%) 1624 cm'! (44%) - 1590 cm'!

Tableau B.2. Résultats issus des déconvolutions des bandes d’absorption Amide | aprés
incubation avec la protéine BSA. °[Bouhekka2012], *[Abrosimova2016]

Coude ou feuillet p ou ;zsé:)if'goauué feuillet p Autre
Dans D,0O° 1673 cm’! - 1637 cm’! -
Littérature  Surface biotinylée®  ~1695 cm™ ~1680 cm™! - 1640 cm™ -
Surface biotinylée® 1689 cm™! ~1668 cm™! - 1632 em™ -
LLA 1682 cm! (12%) 1654 cm! (47%) 1625 cm'! (41%) 1598 cm'!
Notre étude SVS 1686 cm™ (9%) 1656 em™ (52%) 1626 cm™ (40%) 1601 em™
APTES 1677 em! (19%) 1655 em™ (28%) 1629 cm™ (53%) 1590 em™

Tableau B.3. Résultats issus des déconvolutions des bandes d’absorption Amide | aprés
incubation de la protéine STV. ¢[Jiang2008], “[Lapin2009], ¢[Krueger2018]

La déconvolution des bandes Amide | met bien en évidence la superposition de trois bandes
vers 1685 cm™, 1655 cm™ et 1625 cm?, bandes correspondant aux structures secondaires des
protéines. Pour pouvoir aller plus loin, les structures secondaires des deux protéines utilisées
dans ce travail, I'albumine de sérum bovin (BSA) et la streptavidine (STV), sont illustrées sur la
Figure B.12. On peut constater que la protéine BSA est majoritairement constituée d’hélices

a, tandis que la streptavidine est majoritairement constituée de feuillets f3.
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Figure B.12. Structures secondaires des protéines BSA et STV.

L’analyse des résultats donnés dans le Tableau B.2, concernant les contributions des différents
arrangements aprés incubation avec la protéine BSA, permet de conclure qu’il y a une grande
proportion de feuillets 3, alors qu’ils sont normalement inexistants dans la structure de cette
protéine. Ceci peut s’expliquer par la déformation des hélices o ou bien par la formation de

structures intermoléculaires [Roach2005].

Apres incubation avec la streptavidine, la déconvolution de la bande Amide | fait toujours
apparaitre les absorptions vers 1685 cm™, 1655 cm™ et 1625 cm™ correspondant aux
structures secondaires de la protéine. Dans le cas des peptides, I'augmentation de la
contribution des hélices alpha a 1655 cm™ est en revanche contre-intuitive. Il est plus
probable que cette contribution soit le fait d’une structure désordonnée, supposant une
adsorption accompagnée d’une déstructuration de la streptavidine. La contribution des
feuillets B a 1629 cm™ est enfin plus importante dans le cas d’une fonctionnalisation avec
I’APTES, suggérant une meilleure conservation de la structure de la streptavidine. Cela va dans
le sens de la présence de fonctions biotines plus facilement accessibles sur la surface

chalcogénure fonctionnalisée avec I’APTES qu’avec les peptides.
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B.1.6. Bilan

Deux voies de fonctionnalisation des couches minces Ge-Se-Te ont été testées: la voie
peptidique et la silanisation. Chaque précurseur (les peptides LLA et SVS et I'organosilane
APTES) étant biotinylé en bout de chaine, la capture spécifique de la streptavidine sur les

fonctions biotine a permis de valider chacune des voies.

La mesure de I'angle de contact et I'analyse par AFM ont permis d’apprécier les changements
survenant a I'extréme surface des couches lors de I'accroche des trois précurseurs biotinylés.
Il a été montré que la surface devient globalement plus hydrophile, notamment avec le
précurseur SVS, supposant une importante adsorption de la biotine. L’analyse des images
AFM a mis en évidence que la silanisation avec le précurseur APTES conduit a la formation
d’une surface plus rugueuse, avec des aspérités de plusieurs nanomeétres, supposant ici un

degré relatif dhomocondensation pendant la silanisation.

La présence et la conformation des protéines ont pu étre étudiées par AFM et spectroscopie
infrarouge. La streptavidine s’accroche a la surface grace a la fonction biotine, et apparait
alors sur les images en topographie de I’AFM, sous forme de particules de diametre
équivalent de 10 nm, d’1 nm de haut et de circularité d’environ 0,7. La densité de protéines
est plus importante avec les précurseurs SVS et APTES (environ 1400um). La spectroscopie
infrarouge révele les changements conformationnels s’opérant pendant I'accrochage de la
streptavidine. La structure secondaire de cette protéine est mieux conservée avec le

précurseur APTES.

Des deux peptides, le SVS semble le plus apte a réaliser un premier accrochage sur la surface
chalcogénure. Cette adsorption s’effectue grace a de nombreuses interactions faibles, et
laisse possible une régénération de la surface active du capteur, avec par exemple un ringage
avec un surfactant. Quant a la silanisation, le précurseur APTES s’accroche de fagon covalente,
et donc de fagcon plus stable, probablement a travers la formation de groupements Ge-0O-Si ou

Te-O-Si. Le paragraphe suivant permettra de le vérifier.
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B.Il. Silanisation des couches Ge-Se-Te : modification de la mouillabilité

L’étude bibliographique présentée dans le chapitre A a permis d’apporter de nombreuses
informations sur les spores des champignons phytopathogenes. Plusieurs travaux ont
notamment démontré que ces spores adhérent préférentiellement sur des surfaces
hydrophobes, a l'instar de la cuticule foliaire. Rendre les couches minces chalcogénures
Ge-Se-Te plus hydrophobes peut donc étre un levier pour augmenter la sensibilité des futurs
micro-capteurs optiques. Nous avons donc cherché a rendre nos couches minces Ge-Se-Te
plus hydrophobes. Et a titre de comparaison, nous avons également cherché a rendre nos

couches plus hydrophiles.

Dans le premier paragraphe, nous allons présenter les précurseurs choisis (des organosilanes)
et décrire les protocoles utilisés. Les organosilanes ont été préférés aux peptides du fait de
leur versatilité et leur plus faible prix. Les paragraphes suivants seront dédiés a la présentation

des principaux résultats obtenus.

B.ll.1. Protocoles & méthodes

Deux précurseurs portant une chaine hydrophobe ont tout d’abord été testés pour rendre les
couches minces Ge-Se-Te plus hydrophobes : (i) I'octyl-triméthoxysilane (OTMS) qui porte une
chaine de 8 carbones et (ii) un organosilane perfluoré, le triéthoxy(1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-
octyl)silane (TEOPF), qui porte le radical C4Fs. Au vu de I’hétérogénéité des surfaces apres
dépot de ces deux précurseurs, I'ajout de Tétraéthoxysilane (TEOS) a rapidement été jugé
nécessaire. Ce précurseur, qui joue le réle de ciment, a donc été ajouté a 'OTMS et au TEOPF
de sorte a obtenir un mélange a 50 % molaire de TEOS. Afin d’obtenir des surfaces avec des
propriétés trés différentes, et de pouvoir procéder a des comparaisons, il nous a par ailleurs
semblé pertinent de chercher également a rendre nos couches minces Ge-Se-Te plus
hydrophiles. Dans cet objectif, d’autres précurseurs ont été testés, comme le
tétraéthoxysilane (TEQS), I'aminopropyltiéthoxysilane (APTES) ou le Phenyltriméthoxysilane
(PhTMS). Les formules semi-développées de tous les précurseurs utilisés sont présentées dans

la Figure B.13.
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Figure B.13. Formules semi-développées des précurseurs utilisés.

Des solutions colloidales contenant 0,5 % massique en précurseurs ont tout d’abord été
préparées par dilution avec un mélange d’éthanol (80 % volumique) et d’acide chlorhydrique
a pH 1,5 (20 % volumique). Le choix d’ajouter de I’acide chlorhydrique a été justifié par le fait
gu’un milieu acide catalyse I’hydrolyse des siloxanes (voir Figure A.22), permettant ensuite

leur condensation par évaporation.

Les couches minces Ge-Se-Te ont ensuite été activées par plasma en utilisant I'appareil Diener
PicoPCCE. L’activation a été réalisée sous oxygene pendant 10 minutes a une pression de
0,6 mbar et une puissance de 120 W. Cette opération introduit des groupements hydroxydes
a la surface de la couche. Les solutions colloidales des différents précurseurs ont enfin été
déposées par dip coating sur les surfaces activées avec une vitesse de retrait de 10
centimeétres par minute. Le protocole correspondant est schématisé sur la Figure B.14. Apres
I’étape de dépdt, les couches ont été séchées a I'air pendant 1 heure puis a I'étuve a 80°C
pendant 3 heures. Cet étuvage conditionne la condensation complete des groupements
hydroxyles. Puis, afin de retirer toute trace d’adsorbats non liés, les surfaces ont été rincées a

I’éthanol puis a I'eau distillée.
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Figure B.14. Protocole utilisé (dip coating) pour fonctionnaliser les couches Ge-Se-Te.

B.Il.2. Angle de contact

Une dizaine de gouttes d’eau déminéralisée de 1 ul ont été déposées sur chaque surface,

donnant lieu a une valeur moyenne de I'angle de contact pour chaque surface fonctionnalisée.

La surface fonctionnalisée avec le précurseur TEOS présente la mouillabilité la plus importante,
avec un angle de contact d’environ 50° (Figure B.15). Cette surface devient donc plus hydrophile
grace a l'apport de fonctions silanols (Si-OH). Cela étant, le précurseur TEOS n’apparait pas subir
une hydrolysation compléte. D’apres la littérature, celle-ci devrait en effet conduire a des surfaces
encore plus hydrophiles: 10° [Gomes1995], voire 8° [Yang2016]. La surface des couches
chalcogénures fonctionnalisées avec le précurseur TEOS est probablement en partie recouverte

de (CszO)Si(OH)g ou (CszO)zSi(OH)z.

La surface la plus hydrophobe est obtenue avec le mélange TEOS + OTMS, avec un angle de
contact de 110° (Figure B.15). Cette surface est vraisemblablement recouverte de groupements
alkyles CH; et CHs. Sur silice, cette chaine carbonée a déja permis d’obtenir des angles de contact
de 97° [Purcar2014]. Une autre étude rapporte des angles de contact supérieurs a 160° avec le
précurseur octyltriethoxysilane (OTES) [Agbe2020]. Toutefois, I’hydrophobie rapportée est en

partie amplifiée par la forte rugosité de la surface : 6,5 um.

La fonctionnalisation avec les trois autres précurseurs, I’APTES, le PhTMS et le mélange TEOS +

TEOPF, modifie également la mouillabilité de la surface Ge-Se-Te, mais dans une moindre mesure
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(Figure B.15). Les fonctions amines NH. et phényles rendent la surface légerement plus
hydrophile, tandis que I'ajout de la chaine perfluorée rend la surface trés légérement plus

hydrophobe. Dans le reste de I'étude sur la mouillabilité, ces trois précurseurs seront écartés.
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Figure B.15. En haut : profil des gouttes déposées sur les différentes surfaces. En bas : angles
de contact correspondants.

B.11.3. Caractérisation AFM

Pour compléter cette étude sur la mouillabilité des surfaces Ge-Se-Te, les surfaces
fonctionnalisées avec le précurseur TEOS et le mélange de précurseurs TEOS + OTMS ont été
analysées par microscopie a force atomique. Les images de la topographie de ces surfaces
sont présentées sur la Figure B.16. Ces images suggerent une légére modification de la
topographie. La surface modifiée avec le TEOS parait plus homogene, avec effectivement une
rugosité plus faible : 0,52 + 0,04 nm contre 0,66 + 0,02 nm pour la surface de départ. La
surface modifiée avec le mélange TEOS + OTMS présente de nouvelles aspérités de quelques
nanometres de haut, avec une légere augmentation de la rugosité : 0,72 £ 0,03 nm. Cette
augmentation est significative mais relative, et n’explique pas |'augmentation de
I’hydrophobie de la surface. La fonctionnalisation avec le précurseur OTMS provoque donc

une augmentation chimique de I’hydrophobie, via les nouveaux groupements alkyles.
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Figure B.16. Images topographiques AFM des surfaces Ge-Se-Te avant fonctionnalisation (A),
puis apres fonctionnalisation avec le TEOS (B) et le mélange TEOS + OTMS (C).
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B.lIl. Pour aller plus loin : étude XPS

B.IIl.1. XPS

La spectrométrie photoélectronique X, (ou XPS pour X-Ray photoelectron spectrometry en
anglais) est une technique d’analyse de la chimie de surface. Le matériau a analyser est
bombardé par des rayons X monochromatiques et en retour émet des photoélectrons.
Pendant l'interaction, I’énergie incidente (hv) provoque I'ionisation des électrons de cosur des
atomes de la surface du matériau. Une partie de cette énergie est requise pour arracher un
électron (E.), tandis que le reste est conservé par I’électron sous forme d’énergie cinétique
(Ec). En considérant I’équation de conservation de I'énergie (ég. B.1), le photoélectron détecté

porte I'information sur I’énergie d’ionisation.

hv = EL + EC éq B.1

La profondeur d’analyse en XPS est de I'ordre de la dizaine de nanometres. Cette technique
permet d’identifier les atomes constitutifs de la surface. Elle permet aussi d’étudier leur
environnement chimique et d’identifier leurs plus proches voisins. Des voisins électronégatifs
(et donc I'oxygéne) diminuent la densité du nuage électronique, et donc la constante de
blindage. Les orbitales considérées sont ainsi observées a des énergies de liaisons plus
importantes. La XPS est donc particulierement bien adaptée pour la caractérisation des
surfaces silanisées [Puglisil984]. Sous certaines réserves, une analyse quantitative est

également possible.

La XPS est donc tout a fait adéquate pour I'étude de la fonctionnalisation avec les
organosilanes, via notamment la présence de silicium et I’établissement de nouvelles liaisons
covalentes. En revanche, la XPS n’apportera que trés peu d’informations utiles sur
I’adsorption de peptides ou de protéines sur une surface, car ceux-ci sont principalement
composés de carbone, d'oxygene et d’hydrogene. Nous avons donc exclusivement utilisé la
XPS pour approfondir et compléter I'étude de la fonctionnalisation des couches minces
chalcogénures Ge-Se-Te par les organosilanes. Les analyses ont été réalisées avec |'appareil

ESCALAB 250 de Thermo Electron, avec la raie excitatrice Al Ka (1486,6 eV). Les spectres de
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photoélectrons ont été calibrés en énergie de liaison par rapport a I’énergie de la composante

C-C du carbone Cl1s a 284,8 eV.

B.11l.2. Des organosilanes a la surface des couches Ge-Se-Te ?

Pour cette étude XPS, nous avons choisi d’étudier les surfaces chalcogénures fonctionnalisées
avec I’APTES comme dans le paragraphe B.l, mais également avec un mélange d’OTMS et de
TEQS, et avec le TEOS seul, comme dans le paragraphe B.Il. La Figure B.17 donne les spectres
obtenus pour ces trois voies de fonctionnalisation, ainsi que le spectre enregistré sur une

couche mince Ge-Se-Te juste aprés dépot (notée « référence » sur la Figure).
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Figure B.17. Spectres XPS d’une couche chalcogénure GesSessTezo avant fonctionnalisation
(Référence), puis apreés fonctionnalisation avec I’APTES (bleu), avec OTMS+TEQOS (vert foncé) et
avec TEOS (rouge). Les 4 spectres ont été corrigés avec une ligne de base.

On constate sur la Figure B.17 que la couche chalcogénure du ternaire Ge-Se-Te de référence
présente de trés nombreuses énergies d’ionisation (en noire). Effectivement, ses éléments
constitutifs sont composés de nombreuses orbitales de coeur, et font apparaitre de
nombreuses transitions Auger (SeLM1, SeLM2). En plus du germanium, sélénium et tellure,
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sont identifiées sur le spectre des couches Ge-Se-Te non fonctionnalisées des traces de
carbone et d’oxygéne. L’assignation compléete des énergies présentes sur le spectre de
référence figure en Annexe B.4. A titre indicatif et selon cette analyse XPS, la composition de
cette couche mince chalcogénure serait GeigSesyTe1s. La composition réelle de cette couche,
vérifiée par EDX, est GezSessTeys. Cette différence est peu surprenante au vu des limites des

analyses quantitatives avec la XPS [Shard2020].

En ce qui concerne les spectres des trois surfaces fonctionnalisées, toujours sur la Figure B.17,
ils présentent tous les éléments chimiques attendus : Ge, Se, Te ainsi que N, Si, C et O. La
présence du silicium se manifeste a travers les orbitales Si2s et Si2p, respectivement a 153 eV
et 103 eV. La présence de I'azote dans le cas d’une fonctionnalisation avec I’APTES est vérifiée
par |'orbitale N1s a 400 eV. Le Tableau B.4 compare les rapports stoechiométriques calculés et

théoriques pour les trois précurseurs.

APTES OTMS + TEOS TEOS
HC G e
HiG" 0 % -cy o e oy
Formule chimique HO 0-6 N, O o0
H,C” "0 MG o 070,
0.5,0 HiC CHy
970
Hy CHo
XPS
. 2,1 2,9 2,6
Oxygéene/Silicium (O1s/Si2p)
Théorie 3,0 3,5 4,0
o XPS (C1s/Si2p) 3,6 4,5 0,4
Carbone/Silicium L
Théorie 3,0 4,0 0,0
XPS
Azote/Silicium (N1s/Si2p) 0,7 - -
Théorie 1,0 - -

Tableau B.4. Rapports staechiométriques calculés a partir des spectres XPS et rapports
théoriques, pour les trois surfaces fonctionnalisées avec I’APTES, le mélange OTMS + TEOS et le
TEOS. Les rapports théoriques supposent une hydrolyse compléte et aucune
homocondensation.

Les rapports de compositions calculés sont en adéquation avec les rapports théoriques, ce qui
confirme que la fonctionnalisation des chalcogénures est bien effective, et ce avec les trois
précurseurs organosilanes. On observe toutefois que les ratios oxygéne/silicium obtenus sont

dans tous les cas inférieurs a la théorie. Ce déficit d'oxygéne s’explique par
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I’homocondensation via la formation de groupements Si-O-Si, puis le début de formation d’un
réseau de SiO, ou de R-SiO1s. Il en résulte en effet une perte d’atomes d’oxygéne sous la
forme de molécules d’eau. Il est a noter que cet écart est plus important pour la couche
fonctionnalisée avec le TEOS. En effet, ce précurseur porte 4 groupes hydrolysables, ce qui le
rend davantage enclin a ’lhomocondensation. La littérature rapporte ces mémes observations
[Mai2015]. Lorsque le TEOS est mélangé avec I'OTMS, on constate que ce ratio
oxygene/silicium est plus élevé. A considérer qu’il y a moins d’oxygéne dans I'OTMS, ce
constat parait d’abord contradictoire. Mais ce résultat indique surtout que I'OTMS est trés
peu sujet a 'homocondensation, di a 'encombrement stérique apporté par la longue chaine

carbonée.

A l'inverse de I’oxygéne, on peut constater dans le Tableau B.4 que le carbone est légerement
en exces par rapport a la théorie, et ce quel que soit le précurseur utilisé. Ce léger exces peut
étre attribué en partie a une pollution carbone, déja observée sur la surface de référence non
fonctionnalisée. Cet excés peut étre également expliqué par I’hydrolyse incomplete des

précurseurs, et donc par la présence de groupements méthoxy (CHsO) ou éthoxy (C2HsO).

La présence des éléments Ge, Se et Te sur les spectres des couches minces fonctionnalisées
indique que la modification n’affecte que les premiers nanometres de la surface. En calculant
les rapports stoechiométriques des éléments issus de la fonctionnalisation (Si) versus les
éléments de la couche chalcogénure (Ge, Se et Te), on peut obtenir des renseignements sur
I’épaisseur relative de la zone fonctionnalisée. Les rapports stoechiométriques Si2p/Se3d pour
les précurseurs APTES, OTMS + TEOS et TEOS sont par exemple respectivement de 3,5; 1,0 et
5,5. L'épaisseur de la zone fonctionnalisée serait donc plus importante avec le TEOS seul, et
moins importante avec le mélange OTMS + TEOS. Cette tendance peut encore une fois
s’expliquer par différents rapports d’homocondensation/hétérocondensation, comme déja
discuté dans les paragraphes précédents. En effet, I'organosilane TEOS est plus enclin a
former un réseau 3D de Si-O-Si, d’ou une couche plus épaisse. Quant a 'OTMS + TEOS, la
chaine de 8 carbones de I'OTMS limite I’homocondensation et favorise la formation d’une

monocouche a la surface de la couche chalcogénure.
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Une analyse plus précise des raies correspondant a I'orbitale 2p du silicium est présentée sur
la Figure B.18, a gauche. Les énergies de liaison correspondantes, vers 103 eV, indiquent
logiquement un environnement oxydé [Thoegersen2012]. Plus I’environnement de I'élément
est oxydé, plus I'énergie de liaison sera par ailleurs élevée. Comme on peut le voir sur la
Figure B.18, cette énergie de liaison augmente quand on passe de I’APTES au mélange OTMS +
TEOS puis au TEOS. Dans ce dernier cas, avec le TEOS seul, l'ionisation a 103,4 eV est
cohérente avec la formation d’un réseau SiO; [Ingo2001]. Ceci est également cohérent avec
les ratios théoriques oxygéne/silicium donnés dans le Tableau B.4. Ce résultat confirme de
nouveau que la fonctionnalisation des couches est bien effective, et ce quel que soit le

précurseur organosilane utilisé.

Pour aller plus loin, la raie observée pour la couche fonctionnalisée avec le mélange de
précurseurs OTMS + TEOS a été déconvoluée. Effectivement, la largeur a mi-hauteur de 1,9
parait trop grande pour supposer un environnement unique pour le silicium [Milosev2012]. Le
résultat de la déconvolution est présenté sur la Figure B.18 (a droite), et suggere |'existence
de deux environnements pour le silicium. Ce résultat est en accord avec I'utilisation d’un
mélange de deux organosilanes : I'un portant 3 oxygeénes (102,6 eV pour OTMS) et 'autre 4

oxygenes (103,3 eV pour TEQOS).
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Figure B.18. Spectres XPS de I'orbitale 2p du silicium pour les trois surfaces fonctionnalisées (a
gauche), et déconvolution de cette orbitale pour la surface OTMS+TEQS (a droite).
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Ces premieres exploitations des spectres XPS établissent que les trois précurseurs se sont
effectivement accrochés sur la surface de nos couches chalcogénures. Le précurseur TEOS
favorise la formation d’une couche relativement épaisse via des réactions de condensation
entre molécules. L'ajout d’'OTMS inhibe I’lhomocondensation et favorise la formation d’une
couche plus fine. Le nettoyage mécanique et chimique effectué apres cette modification
suppose une adhésion forte. En toute vraisemblance, des liaisons covalentes se sont formées
entre les organosilanes et les éléments des couches Ge-Se-Te. Une analyse plus fine des
spectres doit nous permettre d’identifier la nature de ces liaisons : cette analyse fait I'objet du

paragraphe suivant.

B.lII.3. Analyse des liaisons formées

Il est possible d’obtenir, a partir des spectres XPS, des informations sur la coordination des
éléments constitutifs de nos couches : Ge, Se et Te. En particulier, les spectres enregistrés a
partir des surfaces avant et aprés fonctionnalisation présentent d’importantes modifications

de I’environnement du tellure.

Tout d’abord, un scan précis de 'orbitale Te3d (vers 580 eV) de la couche mince Ge-Se-Te
avant fonctionnalisation est présenté sur la Figure B.19. La déconvolution de ce spectre fait
apparaitre trois environnements différents pour le tellure, et ceci sur les deux configurations

de spin Te3ds/; et Te3ds)z.

Plusieurs études XPS approfondies sur la structure et I’'oxydation des éléments chalcogénures
permettent d’assigner chaque énergie d’ionisation a un environnement chimique. Pour le
tellure pur, les orbitales Te3ds/, et Te3ds, sont assignées a des énergies de 573 eV et
583,5 eV, respectivement. Un environnement oxydé du tellure, et donc la présence de liaisons
Te-0, est facilement identifiable a des énergies de liaison décalées d’environ 4 eV [Zhao2020].
La présence de sélénium, relativement électronégatif, résulte quant a elle d’un décalage
moindre, d’environ 1 eV [Vinod2012]. La distinction entre les liaisons Te-Te ou les liaisons
Te-Ge est beaucoup plus subtile, mais certains travaux indiquent un léger décalage d’environ

0,3 eV [Shalvoy1977].
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Grace a cette déconvolution, nous pouvons donc identifier une trés légere oxydation de la
couche, surtout via la présence d’une ionisation a 576,0 eV (Te3ds;;) et éventuellement a
586,1 eV (Te3ds,2). Cette oxydation est tout a fait prévisible dés lors que la surface est sous
atmosphére ambiante [Yashina2001]. La déconvolution permet également d’identifier la
liaison Te-Se via les raies a 573,0 eV (Te3ds,2) et 583,4 eV (Te3ds;z). La derniére contribution

mise en évidence peut quant a elle étre assignée a des liaisons Te-Ge ou Te-Te.
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Figure B.19. Déconvolution de I'orbitale Te3d de la surface Ge-Se-Te sans fonctionnalisation.

Aprés fonctionnalisation, le spectre des orbitales du tellure est complétement transformé. La
Figure B.20 montre trés nettement |'apparition d’'un nouvel environnement oxydé du tellure,
avec deux nouvelles énergies vers 576,5 eV (Te3ds,2) et vers 587,5 eV (Te3ds,2). Les orbitales
Te3p1/2, Te3p3/2 et Tedd montrent également I'apparition de cet état d’oxydation (Annexe
B.5). A I'évidence il y a formation de liaisons Te-O, qui selon toute vraisemblance, sont
utilisées pour former des groupements Te-O-Si. Une analyse plus poussée révele que les trois
couches fonctionnalisées ont perdu la quasi-totalité - voire la totalité - des contributions
Te-Ge et Te-Te a 573,0 eV (Te3ds2) et 583,4 eV (Te3dsn). Finalement, lors de la
fonctionnalisation par les organosilanes, des liaisons Te-O sont vraisemblablement formées a

partir de la rupture des liaisons Te-Te et/ou Ge-Te. A considérer les énergies de liaison, la
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rupture de Te-Te est favorisée, car c’est la liaison la plus faible parmi les 6 envisageables dans

le ternaire Ge-Se-Te : 257 KJ.mol™.
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Figure B.20. Spectres XPS des orbitales Te3d5/2 et Te3d3/2 des couches Ge-Se-Te avant et
apreés fonctionnalisation.

Le Tableau B.5 résume les indexations effectuées pour chacune des énergies d’ionisation des

différents spectres présentés sur les Figures B.19 et B.20.

Surfaces

Orbitale Indexation Référence
Ge-Se-Te APTES OTMS+TEOS TEOS

Te-Te ou Te-Ge  [Shalvoy1977] 573,0 - - -

Te 3d 52 Te-Se [Vinod2012] 573,9 573,7 573,9 573,7
Te-O [Yashina2001] 576,0 576,4 576,8 576,6

Te-Te ou Te-Ge  [Shalvoy1977] 583,4 - - -
Te 3d 32 Te-Se [Vinod2012] 584,3 584,1 584,3 584,1
Te-O [Zha02020] 586,1 586,7 587,2 587,0

Tableau B.5. Energies d’ionisation des orbitales Te3d5/2 et Te3d3/2 des surfaces avant
(colonne Ge-Se-Te) et aprés fonctionnalisation avec les différents précurseurs (colonnes APTES,
OTMS + TEOS et TEOS, respectivement). Toutes les énergies sont en électronvolts.
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L'analyse des spectres n’a pas révélé de changement significatif des énergies de liaisons des

orbitales du germanium (Ge3d vers 31 eV) ou du sélénium (Se3d vers 55 eV).

La Figure B.21 présente le scan précis de I'orbitale Ge3d du matériau avant fonctionnalisation.
L'allure de la courbe ne laisse entrevoir que peu de contributions différentes. La principale
contribution est située a 31,3 eV et correspond vraisemblablement a un environnement
sélénium (31,3 eV) [Shalvoy1977][Ueno01983]. Une deuxiéme contribution trés peu prononcée
est située a 29,9 eV et correspond probablement a un environnement tellure, précédemment
rapporté a 30,0 eV [Shalvoyl1977][Vinod2012]. Il est a noter |'absence de liaisons
homopolaires Ge-Ge, rapportées a 29,0 eV [Shalvoy1977] ou 29,1 eV [Hollinger1974]. En effet,
dans le ternaire Ge-Se-Te, le germanium ne forme pas de liaisons homopolaires Ge-Ge, mais
va préférentiellement former des liaisons Ge-Se [Cernosek2017][Sarrach1976]. Il est
également a noter que |'oxyde natif formé a partir du germanium est quasiment inexistant.

Cet oxyde est en effet rapporté a 32,5 eV [Hollinger1974] ou 32,6 eV [Vinod2012].

Apres fonctionnalisation, on retrouve a quelque chose prés le méme scan de I'orbitale Ge3d,
indiguant que le germanium ne change pas de plus proches voisins. Cette stabilité peut
s’expliquer par les fortes énergies de liaisons covalentes dans lesquelles le germanium est
impliqué. Les liaison Ge-Te et Ge-Se ont des énergies respectives de 398 klJ.mol?! et
485 kJ.mol ! ; parmi les 6 liaisons envisageables du ternaire Ge-Se-Te, ce sont les deux liaisons

covalentes dont les énergies sont les plus importantes.

Ces résultats suggerent que la fonctionnalisation des couches Ge-Se-Te s’effectue non pas via
la formation de liaisons Ge-O-Si, mais vraisemblablement via la formation de liaisons Te-O-Si,
avec rupture de liaisons Te-Te. Les travaux d’Amalric & al rapportent la silanisation de
Ge-As-Se via la formation de groupements Ge-O-Si, identifiés par une analyse par
spectrométrie de masse [Amalric2012]. La silanisation des verres chalcogénures est donc
possible via la formation de Ge-0-Si, mais est probablement préférentiellement réalisée via la

formation de Te-O-Si lorsque les deux éléments Ge et Te sont présents dans le matériau.

Grace a cette analyse XPS, nous avons donc une conception beaucoup plus précise de la
chimie de surface des couches chalcogénures fonctionnalisées. La Figure B.22 illustre cette

chimie en résumant ces résultats de fagon plus visuelle.
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Figure B.21. Scan et déconvolution de l'orbitale Ge3d pour une couche Ge-Se-Te avant

fonctionnalisation.
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Figure B.22. A gauche : schématisation des surfaces Ge-Se-Te obtenues aprés
fonctionnalisation avec les différents précurseurs (en haut : TEOS ; au milieu : TEOS + OTMS ;
en bas : APTES). A droite : propriétés et caractéristiques correspondantes.
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B.IV. Conclusion

Ce chapitre a été consacré a la fonctionnalisation des couches minces Ge-Se-Te. Aprés avoir
démontré la fonctionnalisation effective des couches par voie peptidique et par silanisation
grace a la capture spécifique de la streptavidine, le travail a porté sur la modification de la
mouillabilité des surfaces par silanisation. Il a été montré que la silanisation avec des
précurseurs tels que le TEOS apporte de I’hydrophilie a la surface (de 84 a 52°), tandis que la
silanisation avec des précurseurs tels que le mélange TEOS + OTMS donne lieu a des surfaces
Ge-Se-Te plus hydrophobes (de 84 a 110°). Il sera donc possible d’avoir recours a la
silanisation pour modifier judicieusement le caractére hydrophile/hydrophobe des guides
d’onde, et ainsi favoriser I'immobilisation des spores. En rendant les guides plus hydrophobes
et au contraire les zones qui entourent les guides plus hydrophiles, les spores devraient en
effet se fixer préférentiellement sur les guides. Cela devrait permettre d’augmenter la

sensibilité des micro-capteurs envisagés.

Pour aller plus loin dans la compréhension de la chimie impliquée dans la silanisation des
couches minces Ge-Te-Se, une étude XPS approfondie a été effectuée. Elle a permis de fournir
de nombreuses informations sur le mécanisme réactionnel. La formation des groupements
Te-0-Si, mise en évidence par cette étude, est cohérente avec la faible énergie des liaisons

Te-Te (257 kJ.mol?), la plus faible de tout le ternaire Ge-Se-Te.

Pour finir, il est a noter que la silanisation ne s’accompagne pas d’une augmentation
significative de la rugosité. Ce résultat est encourageant pour la suite de I'étude. Cela signifie
en effet que la fonctionnalisation des guides d’onde ne résultera pas dans I’apparition pas de
pertes optiques par diffusion [Lee2001][Zhao2019b][Hu2007]. La silanisation ne devrait donc
pas augmenter les pertes de propagation, qui devraient rester autour de 1 dB.cm™ a 1,55 um
[Vigreux2013][Vigreux2014]. Il est a souligner également que la silanisation n’affecte que les
premiers nanometres de la surface : les spores a détecter devraient donc rester suffisamment

proches de la surface et devraient donc pouvoir interagir avec le champ évanescent.
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CHAPITRE C

Fonctionnalisation sélective des guides d’onde
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Le chapitre précédent a permis d’identifier deux voies de fonctionnalisation des couches
minces chalcogénures du systéme ternaire Ge-Se-Te (voie peptidique et silanisation). Dans ce
chapitre, nous allons nous intéresser a la fonctionnalisation sélective des guides d’onde

Ge-Se-Te.

La transition de la fonctionnalisation d’une surface plane (couche Ge-Se-Te) vers celle d’un
composant pleine plaque, formé de plusieurs guides d’onde, ne présente pas de difficultés
particuliéres. Il suffit d’appliquer le méme procédé, c’est-a-dire le dip coating ou le drop-
casting. Cette expérience a été réalisée et les résultats obtenus ont été utilisés a titre de
comparaison. Nous avons ensuite cherché a ce que les guides d’onde, parties actives de nos
composants, soient fonctionnalisés de maniére controlée. En effet, dans le composant final,
la lumiére sera injectée au sein d’un guide d’onde (Figure C.1, a gauche) et seuls les analytes
(molécules, protéines, spores, etc.) « déposés » sur le guide d’onde pourront étre détectés via
leur interaction avec le champ évanescent. Il est a noter que le champ évanescent, mis en
évidence sur la Figure C.1, a droite, est présent aussi bien sur le guide d’onde que sur ses

flancs.

4 -4
3 ]
2 8
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1 14
2 -16
-3 -18
-5 o 5 - -5 o s =0

Figure C.1. A gauche : profil de champ du mode fondamental guidé au sein d’un guide d’onde.
A droite : mise en évidence du champ évanescent par « extinction » des fortes intensités.

Pour que les analytes se déposent préférentiellement sur cette zone sensible du composant, a
savoir sur la surface et sur les flancs des guides d’onde, il est nécessaire de générer un
contraste d’affinité chimique ou biologique. Pour produire ce contraste, il y a deux options. La
premiére option consiste a fonctionnaliser uniquement les zones entres les guides d’onde ; Ia
seconde option consiste a ne fonctionnaliser au contraire que les guides d’onde. Dans les deux
cas, nous créerons un contraste d’affinité chimique ou biologique entre les zones actives et les

zones non actives du capteur.
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Dans les paragraphes suivants, nous allons dans un premier temps reprendre le protocole de
fabrication des guides d’onde. Cette introduction nous permettra d’identifier des stratégies de
fonctionnalisation sélective. Une fois ces stratégies identifiées et explicitées, nous allons les
tester, notamment avec un précurseur fluorescent, afin d’étre en mesure de suivre la

fonctionnalisation a I’échelle micrométrique.

C.l. Protocole de fabrication des guides d’onde

Les guides d’ondes chalcogénures fabriqués dans le cadre de ce travail sont des guides d’onde
RIB. La zone de guidage se compose essentiellement d’un cceur situé sur une couche de
méme indice de réfraction. Concrétement cela revient a avoir une couche de cceur gravée
partiellement. Le protocole de fabrication détaillé dans la littérature [Vigreux2013]

[Vigreux2014][VuThi2014] est résumé sur la Figure C.2.
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Figure C.2. Schéma résumant les étapes de fabrication des guides d’onde a base de couches
minces Ge-Se-Te.
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Il est a noter que le choix des compositions des couches a été fait suite a I’étude du ternaire
Ge-Se-Te [VuThi2014] et que celui des parametres optogéométriques (épaisseurs des
couches, profondeur de gravure, etc.) a été réalisé par simulation [TalebBendiab2020]. Dans
le cadre de ce travail de thése, aucune modification n’a été apportée par rapport aux travaux

antérieurs.

Les guides d’onde RIB réalisés sont composés d’un substrat en silicium sur lequel sont
déposées successivement par co-évaporation thermique, une couche tampon (de composition
nominale GezsSessTeip et d’épaisseur 6 um) et une couche de coeur (de composition nominale
GezsSessTeyp et d’ épaisseur 6 um). Cette différence de stoechiométrie se traduit par une légére
différence d’indice de réfraction. Cette différence d’indices entre les deux couches, An =
n(couche de coeur) — n(couche tampon), vaut 0,10 + 0,08 a A = 1,55 um. Ce contraste est
suffisant pour obtenir le confinement de la lumiére infrarouge entre ces deux couches. Afin
d’obtenir un guide de type RIB et un confinement bidimensionnel de la lumiére, la couche de
coeur est gravée partiellement. Pour cela, deux étapes classiquement utilisées en micro-
électronique sont nécessaires : la photolithographie au travers un masque présentant les
motifs souhaités (dans notre cas plusieurs séries de bandes de différentes largeurs sur toute la
longueur du masque) et la gravure. Dans cette étude, la gravure est réalisée par usinage

ionique.

Pour I’étape de photolithographie, la résine positive AZ4533 est déposée par spin-coating, a
raison de 4000 tours par minute pendant 30 secondes. L'épaisseur de la couche de résine
obtenue est d’environ 3,3 um. Le masque utilisé présente plusieurs séries de 17 bandes, de
largeurs comprises entre 4 et 40 um (w sur la Figure C.3, a gauche). Ces bandes sont espacées
de plusieurs centaines de um. L'insolation a travers le masque sous une lampe UV (400 W
pendant 7 secondes), le développement dans une solution basique et une étape de recuit
permettent d’obtenir le transfert des motifs du masque vers la résine. On obtient alors notre
composant, constitué du substrat silicium et de ses couches Ge-Se-Te, recouvert de bandes de
résine. Ces bandes servent a leur tour de masque durant |’étape de gravure. Pour ce qui est de
la gravure par usinage ionique, elle est réalisée sous atmosphere d’argon avec quelques
pourcents d’oxygene. La présence d’oxygene permet de rendre la gravure plus sélective au
regard de la résine. Cela est nécessaire pour atteindre la profondeur de gravure souhaitée, a

savoir 4 um. La profondeur de gravure définit la hauteur des guides (h sur la Figure C.3, a
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gauche). On peut constater sur la Figure C.3 que les flancs des guides ne sont pas verticaux
mais inclinés d’un angle d’environ 65° (0 sur la Figure C.3). Le choix de flancs inclinés a été fait
pour étre en mesure, a terme, de recouvrir certaines zones du composant. Pour obtenir un
angle de 65° environ, le porte-composants tournant est lui-méme incliné d’un tel angle

pendant la gravure.

Apres gravure, il reste une certaine épaisseur de résine (moins de 1 um), garante de la
sélectivité de la gravure. Elle est retirée grace a un lavage a I'acétone. On obtient alors des

guides d’onde RIB, tels que celui présenté sur I'image MEB de la Figure C.3, a droite.

W

iej'— Ih -
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SUBSTRAT

Figure C.3. A gauche, schéma du guide d’onde avec ses dimensions caractéristiques. A droite :
image par microscopie électronique a balayage d’un guide d’onde RIB.

C.Il. Vers une fonctionnalisation sélective

Comme explicité en introduction de ce chapitre, I’objectif est de fonctionnaliser sélectivement
le composant. Dans le paragraphe C.Il.1, nous allons décrire le protocole utilisé pour
fonctionnaliser les zones entre les guides d’onde. Dans le paragraphe C.II.2, nous verrons
ensuite comment nous avons procédé pour ne fonctionnaliser au contraire que les guides
d’onde. Il est a noter que pour ces expériences, seule la couche de coeur de 6 um d’épaisseur
a été déposée sur substrat silicium. Effectivement, la présence de la couche tampon n’est pas
encore utile pour ces tests de modification chimique. Par ailleurs, la silanisation a été
privilégiée par rapport a la voie peptidique pour cette étude. Les organotrialcoxysilanes

(R’Si(OR)3) garantissent entre autres une meilleure accroche sur la surface chalcogénure.
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Contrairement a I'approche peptidique, cette immobilisation par des liaisons covalentes a plus

de chance de résister a la derniére étape de fabrication, a savoir le lavage avec I'acétone.

C.II.1. Fonctionnalisation entre les guides d’onde

C.ll.1.a. Protocole

La stratégie retenue pour fonctionnaliser les zones situées entre les guides d’onde exploite la
présence du résidu de résine aprés gravure. Au lieu d’étre éliminée par un lavage a I'acétone,
cette résine résiduelle est au contraire préservée et va nous servir de masque pendant la

fonctionnalisation.

Comme vu précédemment, |'épaisseur de résine déposée par spin-coating en appliquant une
vitesse de rotation de 4000 tours par minute durant 30 secondes est de 3,3 um environ. Aprés
gravure, il en reste typiguement moins d’'un micromeétre. Afin d’avoir une épaisseur de résine
résiduelle plus importante, nous avons diminué la vitesse de rotation appliquée par spin-
coating. Nous sommes passés de 4000 a 2000 tours par minute, nous permettant ainsi
d’obtenir une couche de résine plus importante. Aprés gravure, nous avons obtenu une
couche résiduelle de 5 um d’épaisseur, comme illustré sur I'image AFM d’'un guide apres
gravure (Figure C.4, a gauche), et sur I'histogramme des hauteurs correspondant (Figure C.4, a

droite).
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Figure C.4. A gauche : image AFM en 3D d’un guide d’onde aprés gravure par usinage ionique,
avec les nouvelles conditions de dépét de la résine positive. A droite, histogramme des
hauteurs.
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Juste avant de retirer cette couche de résine résiduelle, dont I'épaisseur a été augmentée,
nous procédons a une étape de fonctionnalisation telle que décrite dans le chapitre B. Toute
la surface du composant est alors fonctionnalisée. Un simple rincage a I’'acétone permet
ensuite de retirer la résine. Seules les zones entre les guides sont donc finalement

fonctionnalisées, comme illustré par le protocole global résumé sur la Figure C.5.
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Figure C.5. Schéma résumant le protocole de fabrication des composants fonctionnalisés dans
les zones séparant les différents guides d’onde.

Concernant I’étape de fonctionnalisation, elle est toujours réalisée via activation plasma, dip

coating, séchage et rincage. La génération de groupements hydroxyles sur le Ge-Se-Te, par
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activation plasma, n’altére pas significativement la couche de résine. Celle-ci est cependant en
partie dissoute par I’éthanol, représentant 90% du solvant de la solution de précurseurs
organosilanes. Pour prévenir toute pollution par la résine (polymére de phénolformaldéhyde),
la surface est rincée rapidement a I’éthanol avant d’étre plongée dans la solution de dip
coating. La surface est ensuite séchée a I'air ambiant pendant 1 heure, puis a I’étuve a 80°C
pendant plusieurs heures afin d’assurer la formation des liaisons Si-O-Te. Enfin, la surface peut

étre nettoyée a I'acétone pour retirer la résine résiduelle.

C.Il.1.b. Caractérisation

Pour caractériser cette surface avec motifs, peu de méthodes s’avérent appropriées. La taille
du spot analysé ne doit pas dépasser quelques dizaines de micromeétres. La spectrométrie
photoélectronique X (XPS), fournissant pourtant des informations trés riches et utiles, ne
s’applique plus ici. Les spectroscopies Raman et micro-infrarouge ne se sont pas révélées
probantes non plus : la profondeur d’analyse, de I'ordre de grandeur de la longueur d’onde,
est trop importante. Méme constat pour la spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie

(EDX).

(i) AFM
En revanche, la microcopie par force atomique, déja largement utilisée dans le chapitre
précédent, dévoile des contrastes de rugosité et d’aspect de surface. La Figure C.6 montre a
titre d’exemple les images AFM de la surface d’un guide d’onde non fonctionnalisé (image de
gauche) et de la surface de la zone entre deux guides, fonctionnalisée avec le précurseur TEOS

(image de droite).

Comme on peut le constater, I'aspect de surface est assez différent entres les deux zones et
les rugosités sont également significativement différentes. Le dessus du guide d’onde, non
fonctionnalisé, présente une rugosité de 0,75 + 0,10 nm, tandis que plus bas, entre les guides,

la rugosité est plus faible : 0,55 + 0,10 nm.

99



Figure C.6. Images AFM : en haut a gauche, topographie de la surface d’un guide d’onde, zone
non fonctionnalisée ; en haut a droite, topographie de la zone située entre deux guides d’onde,
fonctionnalisée avec le précurseur TEOS.

Si durant I’étape de fonctionnalisation on remplace le précurseur TEOS par un mélange TEOS +
OTMS (voir chapitre précédent), on obtient également des aspects de surface assez différents
selon que I'on se place sur un guide (non fonctionnalisé) ou entre deux guides (zone
fonctionnalisée) (Figure C.7). Mais cette fois-ci on obtient une rugosité plus importante pour
les zones fonctionnalisées, c’est-a-dire entre les guides d’onde. On a en effet une rugosité de
0,60 = 0,10 nm sur le dessus des guides et de 0,85 + 0,15 nm entre les guides. Cette
augmentation de la rugosité apres fonctionnalisation avec le mélange de précurseurs TEOS +

OTMS peut s’expliquer par la présence des longues chaines carbonées de I'OTMS.
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Figure C.7. Images AFM : en haut a gauche topographie de la surface d’un guide d’onde, zone
non fonctionnalisée ; en haut a droite, topographie de la zone située entre deux guides d’onde,
fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS + OTMS.

L’AFM permet de sonder des spots nanométriques, et donc d’analyser préférentiellement les
zones fonctionnalisées et les zones non fonctionnalisées. Les différences observées peuvent
étre liées a la fonctionnalisation sélective de certaines zones, mais rien ne peut étre affirmé.
En effet, les surfaces subissent différentes étapes durant le procédé de fabrication des guides
d’onde, étapes qui peuvent elles aussi se traduire par des modifications de I’aspect de surface.
En particulier, I'étape de gravure par usinage ionique, qui consiste en un bombardement

ionique des zones entre les guides, modifie également la surface.

(ii) Angle de contact
Les images AFM n’étant pas suffisantes pour conclure quant a la fonctionnalisation sélective
des zones situées entre les guides d’onde, nous avons cherché a analyser nos surfaces par
mesure de I’angle de contact. Malheureusement, il est trés difficile, avec cette méthode, de

travailler a I'échelle micrométrique [Taylor2007]. Une goutte d’un microlitre recouvre en effet
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une zone millimétrique, et donc plusieurs guides d’ondes. L’analyse est malgré tout
intéressante si I'on procéde par comparaison de plusieurs surfaces. Ainsi, nous avons mesuré
I’angle de contact de trois composants, et ce pour les deux types de précurseurs : TEOS et
TEOS + OTMS. Ces trois composants sont : un composant de référence fabriqué par la voie
classique sans aucune fonctionnalisation (protocole de la Figure C.2) ; un deuxiéme
composant obtenu via le protocole décrit sur la Figure C.5, avec la fonctionnalisation des

zones entre les guides ; et un dernier composant fonctionnalisé pleine plaque.

Il est important de signaler que la présence des guides droits sur les surfaces complique la
mesure de I'angle de contact. En effet, les gouttes adoptent une forme allongée en demi-
ellipsoide, telle qu’illustré sur la Figure C.8. Ainsi, il est possible de mesurer deux angles de
contact : une premiere valeur lorsque I’axe de la caméra est dans |’axe des guides (WCAaxe1) et
une seconde valeur lorsque I'axe de la caméra est perpendiculaire a I'axe des guides. A titre
d’exemple, pour le composant dit de référence, fabriqué selon le protocole de la Figure C.2,
I’angle de contact WCAaxe1 vaut 79 + 4° et I'autre angle WCAaxe2 vaut 110 + 8°. Pour simplifier
la comparaison des résultats obtenus sur les différents composants, nous présentons sur la
Figure C.9 uniquement les valeurs d’angle de contact WCAaxe1. A gauche, sont présentés les
résultats obtenus avec le précurseur TEOS ; a droite, sont présentés les résultats obtenus avec

le mélange de précurseurs TEOS + OTMS.

WCAL.; AN

Figure C.8. Sur une surface structurée avec les guides droits, la goutte adopte une forme de
demi-ellipsoide, donnant lieu a deux angles de contact différents. Dans notre étude, nous
garderons arbitrairement I’angle le plus petit, a savoir WCA axe1.

Comme on peut le voir sur la Figure C.9, la surface de référence non fonctionnalisée présente

un angle de contact moyen de 79 + 4°. Les surfaces fonctionnalisées pleine plaque avec TEOS
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sont plus hydrophiles, avec un angle de contact de 47 * 2°. A linverse, les surfaces
fonctionnalisées pleine plaque avec le mélange TEOS + OTMS sont plus hydrophobes, avec un
angle de contact de 103 + 4°. Ce résultat est tout a fait intuitif. Pour notre stratégie de
fonctionnalisation partielle, elle donne lieu a des mouillabilités intermédiaires. En effet,
lorsque TEOS est utilisé pour fonctionnaliser uniguement entre les guides d’onde, I'angle de
contact est de 50 + 6°. Dans le cas du mélange TEOS + OTMS, cette valeur est de 96 + 5°. Ces
résultats sont donc tout a fait concordants avec des surfaces partiellement fonctionnalisées :
les gouttes d’eau sont déposées a cheval sur des zones plus ou moins hydrophiles, et I'angle

de contact ne permet que d’en déduire un comportement global.

Surfaces TEOS Surfaces TEOS + OTMS
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Figure C.9. Valeurs des angles de contact obtenues en analysant la surface : des composants
non fonctionnalisés (croix noires), des composants fonctionnalisés entre les guides (croix
bleues) et des composants fonctionnalisés pleine plaque (croix vertes) ; a gauche en utilisant le
précurseur TEQOS, et a droite en utilisant le mélange de précurseurs TEOS + OTMS.

Cette caractérisation globale avec un angle de contact moyen ne permet pas de différencier
les zones fonctionnalisées des zones non fonctionnalisées. Cependant, on peut observer les
images du front de contact d’'une goutte d’eau déposée sur les différentes surfaces. La Figure
C.10 regroupe les images obtenues dans trois cas différents : dans le premier cas, une goutte
d’eau a été déposée sur un composant de référence non fonctionnalisé (Figure C.10.A) ; dans
le deuxiéme cas la goutte a été déposée sur un composant fonctionnalisé entre les guides
avec le précurseur TEOS (Figure C.10.B) ; et dans le troisieme cas, la goutte a été déposée sur
un composant fonctionnalisé entre les guides avec le mélange de précurseurs TEOS + OTMS
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(Figure C.10.C). Dans tous les cas, la goutte recouvre plusieurs guides d’onde. Dans le premier
cas (Figure C.10.A), on peut constater qu’il n’y a aucune différence de mouillabilité entre la
surface des guides et les zones entre les guides. Cependant, le profil de la goutte change deés
lors qu’elle est déposée sur les composants fonctionnalisés sélectivement, mettant en
évidence les contrastes de mouillabilité. Effectivement, I’eau minimise son interaction avec les
zones plus hydrophobes, et maximise son interaction avec les zones plus hydrophiles. Ainsi,
lorsque les zones entre les guides sont fonctionnalisées avec le précurseur TEOS, la goutte
d’eau maximise son contact avec ces zones plus hydrophiles (Figure C.10.B). C’est tout le
contraire qui se produit lorsque la fonctionnalisation fait intervenir le mélange de précurseurs
TEOS + OTMS : I'eau maximise le contact avec les guides d’onde, car relativement moins

hydrophobes (Figure C.10.C).

| 1 L 11

1! 1 ! 1 i 1 i1 11

TEOS

11 ! 1 ! 1 ! 11 T 1 1

TEOS + OTMS

Figure C.10. Photographies optiques des fronts de contact d’une goutte d’eau déposée : sur un
composant de référence non fonctionnalisé (A) ; sur un composant dont les zones entre les
guides ont été fonctionnalisées avec le précurseur TEOS (B) ; et sur un composant dont les

zones entre les guides ont été fonctionnalisées avec le mélange de précurseurs TEOS + OTMS

(C).

104



Ces analyses de mouillabilité (mesure de I'angle de contact et observation du front de
contact) démontrent que la fonctionnalisation des zones entre les guides avec le précurseur
TEOS rend la surface globalement plus hydrophile, et que ce comportement hydrophile est en
effet plus prononcé entre les guides d’ondes. A linverse, en utilisant le mélange de
précurseurs TEOS + OTMS, la surface devient globalement plus hydrophobe, avec une
hydrophobie plus prononcée entre les guides. Ces observations, certes rudimentaires, sont a

méme de valider le protocole de fonctionnalisation sélective présenté sur la Figure C.5.

(iii) Microscopie a fluorescence
Afin de consolider ce résultat, nous avons toutefois cherché une méthode plus probante, qui
permette de valider définitivement le protocole de fonctionnalisation des zones entre les
guides. Nous avons donc décidé de choisir un nouveau précurseur organosilane qui porte une
fonction fluorescente [Echalier2016] : la fluorescéine (Figure C.11). La chimie de |'accrochage
sur nos surfaces chalcogénures est identique : I'accrochage est covalent et préférentiellement
via la formation de groupement Te-O-Si. Mais cette fois-ci, la partie fluorescente de la
molécule va nous permettre de suivre localement I'immobilisation de |’organosilane, et donc

de démontrer plus facilement la sélectivité de la fonctionnalisation.

HO. (8] OH
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Figure C.11. Formule semi-développée du précurseur fluorescent silylé, portant une fonction
fluorescéine

Pour préparer la solution colloidale de dip coating, la fluorescéine silylée est dissoute a raison
de 10 mg.ml?, soit environ a 1% massique, dans un mélange d’éthanol (90 % volumique) et
d’acide chlorhydrique a pH 1,5 (10 % volumique). La vitesse de dip coating est augmentée par

rapport a la vitesse utilisée pour les expériences décrites dans le chapitre B (de 10 a 20
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centimeétres par minutes) afin d’obtenir un dép6t plus épais [Crawford2006], et donc plus de
signal fluorescent. Les spectres d’excitation et d’émission de la fluorescéine sont présentés sur

la Figure C.12. Pour observer la surface, le microscope est équipé de filtres et d’'un miroir

dichroique adaptés a ces spectres.
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Figure C.12. Spectres d’excitation et d’émission de la fluorescéine.

Les images de microscopie a fluorescence sont présentées sur la Figure C.13. Comme on peut
le constater, aprés fonctionnalisation la fluorescence est présente sur toute la surface, méme
sur la résine (Figure C.13.A). Il est donc possible que I'organosilane se soit physisorbé ou
accroché chimiquement sur la résine, a supposer qu’il y ait des groupements hydroxyles. On
peut aussi supposer que la résine est légerement fluorescente, du fait de ses nombreux

composés phénoliques.

Aprés nettoyage a I'acétone, la résine est dissoute et évacuée, laissant le chalcogénure a nu.
Sur I'image en fluorescence correspondante (Figure C.13.B), les guides d’onde apparaissent

alors noirs, sans marquage, tandis que les zones entre les guides restent lumineuses.
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Nettoyage

Figure C.13. Images de fluorescence des surfaces aprés fonctionnalisation (A) et apres
nettoyage a I'acétone (B). Sur chaque image, la luminosité et le contraste sont optimisés.

Pour compléter ces images, le profil d’intensité lumineuse est donné sur la Figure C.14. Ce
profil permet de mieux mettre en évidence le contraste entre les zones fonctionnalisées et les
zones non fonctionnalisées. L'intensité du signal fluorescent est effectivement concentrée
entres les guides d’ondes. Les deux figures C.13 et C.14 démontrent donc explicitement la
sélectivité de I'accrochage. L'organosilane est accroché uniquement sur les zones entres les

guides d’onde.

A titre de référence, une surface sans résine est fonctionnalisée puis nettoyée a I'acétone.
L'image de fluorescence et le profil d’intensité sont regroupés sur la Figure C.15 : toute la

surface est caractérisée par la méme intensité de fluorescence.
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Figure C.14. Profil d’intensité de la surface fonctionnalisée entre les guides avec I'organosilane
fluorescent. Les créneaux ol l'intensité est quasiment nulle correspondent aux guides d’onde.
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Figure C.15. En haut : image de microscopie a fluorescence d’une surface fonctionnalisée
pleine plaque avec la fluorescéine. Remarque : la luminosité et le constraste sont optimisés. En
bas : profil de I'intensité lumineuse correspondante.
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Ces images et ces profils démontrent la faisabilité de notre stratégie de fonctionnalisation. On
peut également remarquer sur toutes les images, et surtout sur les profils, la forte intensité
du signal sur les flancs des guides. En effet, cette intensité est jusqu’a 4 fois plus importante
sur le profil de la surface de référence (Figure C.15, en bas). Cette observation peut
s’expliquer par plusieurs causes: (i) Les flancs des guides sont presque verticaux (65°),
I’objectif du microscope integre donc I'intensité lumineuse sur une plus grande surface, (ii) les
flancs sont rugueux, de I'ordre de la centaine de nanomeétres ; la surface spécifique est donc
plus grande, et il y a plus de sites d’accrochage. Enfin, (iii) le dip coating sur des surfaces non
planes n’est pas homogene. Lors du retrait de la surface, la solution de précurseur maximise le

contact avec la surface, et se concentre sur les flancs.

L'utilisation de la fluorescéine comme précurseur s’avere un choix judicieux pour mettre en
évidence la sélectivité de la fonctionnalisation. La fluorescence permet de suivre localement, a
I’échelle microscopique, I'accrochage de I'organosilane. Ainsi, les zones entres les guides sont
effectivement fonctionnalisées, tandis que les guides d’ondes restent a découvert. Cette
stratégie de fonctionnalisation, qui consiste a ne fonctionnaliser que les zones entre les guides
d’onde, peut étre envisagée pour la détection des spores a condition d’utiliser un précurseur
qui apporte de I’"hydrophilie a la surface, comme le TEOS. En effet, si les zones entre les guides
sont plus hydrophiles que les surfaces des guides d’onde, on peut espérer que les spores se

déposeront préférentiellement sur les guides et seront donc plus a méme d’étre détectées.

Cette approche de modification de la surface s’intéegre facilement dans le procédé de
fabrication des guides d’onde. Elle présente en outre un autre intérét : le dessus des guides
n’est pas recouvert d’organosilanes. Cette fonctionnalisation s’affranchit donc en partie des

éventuelles altérations des conditions de guidage de la lumiére infrarouge.

C.II.2. Fonctionnalisation des guides d’onde

Une stratégie plus élégante consiste non plus en la fonctionnalisation des zones situées entre
les guides d’onde mais en la fonctionnalisation des guides d’ondes eux-mémes. Dans notre
étude sur I'accrochage des spores, cela supposera d’utiliser le mélange de précurseurs TEOS +

OTMS, de sorte a rendre les guides d’onde plus hydrophobes que les zones entre les guides.
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Mais pour valider la voie de fonctionnalisation sélective choisie, le précurseur fluoroscéine a

été utilisé.
C.Il.3.a. Protocole

Pour réaliser une telle fonctionnalisation, nous avons adapté notre procédé de fabrication des
guides. La résine résiduelle est toujours utilisée comme masque. Cependant, cette fois-ci, la
résine permettra de réaliser un lift-off avec un second masque sacrificiel. Le masquage se

retrouve alors inversé. La Figure C.16 résume les étapes d’une telle fabrication.

Les premiéres étapes de fabrication restent inchangées. Apres la gravure ionique du Ge-Se-Te,
une trés fine couche métallique est déposée par évaporation. La résine est ensuite dissoute
dans 'acétone, emportant avec elle le dép6t de métal au-dessus. Ce lift-off permet donc
d’inverser le masque : les guides sont découverts, tandis que le reste de la surface est protégé
par la couche métallique. La fonctionnalisation de la surface peut avoir lieu. Aprés
fonctionnalisation, la couche métallique est enfin gravée, emportant avec elle les éventuels

organosilanes. Finalement, seul le dessus des guides est fonctionnalisé.

Il est a noter que l'or, pour son inertie vis a vis de I'oxydation, a d’abord été privilégié.
Toutefois, des groupements Au;0s; ont été identifiés sur des surfaces en or apres plasma
oxygene, et ce dans des conditions peu différentes des nétres [Fush2009]. Ces groupements
sont peu stables a température ambiante et pression atmosphérique [Fuchs2009][Tsai2003].
Une autre difficulté liée a I'utilisation de I'or est sa gravure avec |'iodure de potassium. Elle
s'est en effet avérée néfaste pour les couches chalcogénures et les organosilanes. C’est
pourquoi I’'aluminium a finalement été privilégié. Ce métal s’oxyde et peut étre fonctionnalisé,
avec la formation de ponts Al-O-Si [Zhang2011b][Milosev2012]. La gravure de I’aluminium
peut ensuite étre réalisée avec de I'acide chlorhydrique [Oh2007][Yildiz2016]. L’acide est déja
utilisé dans la solution colloidale, et il a donc été vérifié qu’il était inerte vis-a-vis de la couche

fonctionnalisée.

Finalement, la couche sacrificielle métallique consiste donc en une vingtaine de nanometres
d’aluminium, déposés par évaporation. Cette couche mince sera gravée apres
fonctionnalisation avec de l'acide chlorhydrique a 1%, soit 0,3 mol.I'Y. Pour suivre le
déroulement du lift-off, des observations au microscope optique ont été effectuées. Les

images correspondantes sont données sur la Figure C.17.
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Figure C.16. Schéma résumant la fabrication des guides d’onde avec fonctionnalisation sur le
dessus des guides. Dans ce schéma, le métal utilisé pour I’étape de lift-off est I'aluminium.
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Figure C.17. Images de microscopie optique : (A) de la surface aprés usinage ionique avec la
résine sur les guides ; (B) de la surface aprés évaporation de 20 nanométres de métal,
beaucoup plus réfléchissante et (C), de la surface apreés dissolution de la résine.

Une fois I'étape de lift-off réalisée, on obtient donc des surfaces recouvertes d’aluminium
entre les guides d’onde et des guides d’onde a découvert (Figure C.17.C). On procéde alors a
I’étape de fonctionnalisation. Comme la fluorescéine a été utilisée comme précurseur, la seule

caractérisation qui a été effectuée est de I'imagerie en spectroscopie de fluorescence.

C.I1.3.b. Caractérisation
Les images de microscopie a fluorescence obtenues sont présentées sur la Figure C.18. Apres
fonctionnalisation, la surface entiére est recouverte d’organosilanes (Figure C.18.A). La
concentration en précurseurs est méme plus importante entre les guides que sur les guides.
Cette différence peut s’expliquer par les effets de mouillabilité pendant le retrait de la surface

lors du dip coating : les creux sont plus remplis que les guides. Cette différence s’explique
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aussi par |'effet de la couche métallique inférieure. En effet, Ia ol le chalcogénure absorbe la
lumiére visible, la couche métallique la reflete. Ce phénomene optique est d’ailleurs

fortuitement illustré plus haut par la Figure C.17.C.

A

Gravure Al

Figure C.18. Images de microscopie a fluorescence, avant gravure avec I’acide chlorhydrique
(A), et apres gravure (B). Sur les deux images, la luminosité et le contraste sont optimisés.

Aprés gravure de I'aluminium, la fluorescence se concentre effectivement sur le dessus des
guides (Figure C.18.B). Le profil d’intensité de fluorescence correspondant a I'image C.18.B
confirme le contraste d’intensité (Figure C.19). Les deux figures C.18 et C.19 démontrent
explicitement la sélectivité de I'accrochage. L'intensité lumineuse est plus importante sur les
guides d’onde, démontrant que I'accrochage covalent de I'organosilane est préféré sur ces
zones. Si les zones entre les guides paraissent lumineuses, les valeurs d’intensité ne dépassent
pas les valeurs du bruit de fond. En effet une surface chalcogénure de référence a été soumise

a la méme exposition sous le microscope, et les valeurs d’intensité obtenues étaient les
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mémes. Ce signal résiduel provient vraisemblablement du temps d’exposition long (30

secondes) qui permet a quelques photons d’atteindre la caméra.
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Figure C.19. Profil d’intensité de fluorescence pour la fonctionnalisation sur le dessus des
guides. Les créneaux ou l'intensité est la plus forte correspondent aux guides d’onde.

On peut constater sur la Figure C.19 que le contraste en intensité de fluorescence est
relativement peu prononcé, notamment en comparaison avec ce qui avait été obtenu dans le
cadre de la premiere stratégie de fonctionnalisation sélective (Figure C.14). Mais le protocole
pourra sans doute étre optimisé afin d’obtenir un contraste plus important. Il pourra par
exemple étre envisagé de se tourner vers un autre métal pour |'étape de lift-off, ou bien de
changer le bain utilisé pour la gravure de I'aluminium. En effet, I'utilisation de I'aluminium

comme masque sacrificiel n’est pas sans difficulté :

- I'épaisseur de la couche mince d’aluminium n’est pas homogene car trop fine.

Déposer 20 nanometres de métal par évaporation est a la limite de la technologie.

- la gravure de I'aluminium avec HCI est hétérogene [Yildiz2016]. Dans notre cas, nous
avons quand méme procédé a ce type de gravure car elle préserve les organosilanes et la
fonction fluorescente. Les procédés standards de gravure de I'aluminium font généralement

plutdt intervenir un mélange des acides nitrique, phosphorique et acétique [GmbH2013].
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- la gravure de I'aluminium peut affecter la surface des couches Ge-Se-Te. Une chimie

plus douce pourrait peut-étre étre envisagée.

La stratégie de fonctionnalisation adoptée, qui permet de ne fonctionnaliser que les guides
d’onde, peut malgré tout étre validée. Elle pourra étre envisagée pour la détection des spores
en utilisant un précurseur qui apportera de I’hydrophobie a la surface, comme le mélange
TEOS + OTMS. En effet, si les guides d’onde sont plus hydrophobes que les zones entre les

guides, on peut supposer que les spores se déposeront préférentiellement sur les guides.

C.Ill. Conclusion

Les travaux réalisés dans ce chapitre ont permis d’identifier, de réaliser, et de caractériser
deux nouvelles stratégies de fonctionnalisation sélective spatialement. Ces deux stratégies
impliguent la réutilisation de la résine résiduelle apres gravure. Cette résine est utilisée pour
réaliser le masquage pendant la fonctionnalisation. La premiere stratégie, trés simple a mettre
en ceuvre, consiste en la fonctionnalisation des zones situées entre les guides d’ondes. La
deuxieme stratégie consiste, a l'inverse, en la fonctionnalisation des guides d’onde

uniguement. Cette deuxiéme stratégie nécessite une étape de lift-off supplémentaire.

Les deux stratégies de fonctionnalisation ont pu étre validées grace a l'utilisation d’un
précurseur fluorescent. La Figure C.20 résume les résultats obtenus : a gauche, les zones
entres les guides sont fonctionnalisées ; a droite, a I'inverse, ce sont les guides qui ont été
fonctionnalisés. Dans les deux cas, l'intensité de fluorescence est plus importante sur les

zones fonctionnalisées, ce qui permet de valider les voies de fonctionnalisation utilisées.

On peut toutefois noter un léger décalage entre les résultats obtenus et le cas idéal : dans
I'image en haut a gauche, on voit que les flancs des guides sont tres fluorescents, alors
gu’idéalement il aurait été préférable qu’ils ne soient pas fonctionnalisés. En effet, comme
illustré sur la Figure C.1, le champ évanescent est présent aussi bien sur les guides que sur
leurs flancs: les flancs font donc intégralement partie des zones dites « sensibles » des
capteurs que I'on souhaite réaliser. De la méme maniere, on peut voir dans I'image de droite
dans la Figure C.20 que les flancs ne sont pas aussi fluorescents que la surface des guides :

cela signifie qu’ils n’ont pas été fonctionnalisés, alors qu’idéalement il aurait préférable qu'’ils
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le soient. Ce résultat était toutefois prévisible : la résine résiduelle n’est présente qu’a la

surface des guides.

7 7/

Figure C.20. En haut, images obtenues en spectroscopie de fluorescence pour les deux
stratégies de fonctionnalisation utilisées ; en bas, schémas correspondant a la
fonctionnalisation effective.
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CHAPITRE D

Vers la détection des spores
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Ce dernier chapitre est dédié aux travaux réalisés avec les spores des champignons
phytopathogenes. Nous avons principalement travaillé avec le Fungi Magnaporthe oryzae
(aussi appelé Pyricularia oryzae), de la famille des ascomycétes. Ce champignon est
responsable de la pyriculariose, la principale maladie du riz. La souche en question,
Magnaporthe oryzae pv. FR94, a été prélevée dans la région, sur du riz infecté (voir Figure
D.1.A). Sa manipulation et son déplacement entre laboratoires ne comportent aucun risque
épidémiologique. La culture de ce Fungi en laboratoire est par ailleurs facile, et conduit a une

production trés importante de spores.

La premiére partie de ce chapitre est consacrée a I'immobilisation des spores sur les couches
minces chalcogénures fonctionnalisées, ainsi que sur les guides d’onde partiellement ou
intégralement fonctionnalisés. La seconde partie porte sur les mesures optiques. Des premiers
tests ont été réalisés avec des spectrométres de laboratoire. Ces caractérisations permettent
d’appréhender les phénomeénes optiques survenant lors de l'interaction entres les spores et la
lumiére infrarouge. La réponse spectrale des guides d’onde a ensuite été étudiée : ces mémes
spores ont été déposées sur les guides d’onde Ge-Se-Te, et les spectres en sortie de guide ont
été enregistrés. Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée pour isoler

I'impact du dépot des spores sur les spectres.

D.l. Immobilisation des spores sur les surfaces chalcogénures Ge-Se-Te

L’étude bibliographique sur I’accrochage des spores, exposée dans le chapitre A de ce
manuscrit, a permis d’identifier la mouillabilité comme étant un des paramétres déterminants
de I'immobilisation des spores. Nous avons donc modifié nos surfaces chalcogénures Ge-Se-Te
pour les rendre plus hydrophiles ou plus hydrophobes, en les fonctionnalisant avec le
précurseur TEOS ou un mélange des précurseurs TEOS et OTMS, respectivement (chapitre B).
Nous nous sommes ensuite intéressés dans le chapitre C a la fonctionnalisation partielle ou
intégrale des structures guidantes rectilignes, identiques a nos guides d’onde fonctionnant
dans linfrarouge. Nous avons testé la fonctionnalisation des zones gravées uniquement
(zones entre les guides d’onde dans un composant) et au contraire la fonctionnalisation
sélective des zones non gravées (constituant donc les guides d’onde). Dans ce paragraphe,

nous allons maintenant étudier I'accrochage des spores sur ces surfaces: couches minces
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Ge-Se-Te fonctionnalisées d’abord, puis guides d’onde partiellement ou intégralement gravés

ensuite.

D.l.1. Protocole

Avant de réaliser les tests d’accrochage des spores, nous nous sommes tournés vers la
littérature. Les spores étant hydrophobes, les solutions de spores déposées sur les surfaces
étudiées contiennent un surfactant tel que du Tween®80 [Arreola2016][Arreola2017] ou du
PBS [Nugaeva2007]; elles peuvent également étre diluées dans de |’éthanol [Braun1994].
Apres un certain temps d’incubation, les surfaces inoculées par ces solutions sont rincées,
éventuellement dans un bain a ultrasons [Arreola2016][Arreola2017][Braun1994]. Les spores
décrochées peuvent étre récupérées dans un milieu de culture et comptées par unité formant
colonie [Braun1994][Oberlaender2018]. Les spores peuvent étre également comptées

directement sur la surface d’étude a I'aide d’un simple microscope optique [Nugaeva2007].

Dans ce travail, nous avons voulu réaliser les dép6ts de spores sur nos surfaces Ge-Se-Te dans
des conditions se rapprochant au plus prés des conditions réelles. Nous avons donc préféré
travailler uniguement avec de ’eau sans surfactant. Néanmoins, pour permettre une bonne
dispersion de ces especes hydrophobes, et éviter I'agglomération de celles-ci, nous avons

utilisé un pulvérisateur. Le protocole utilisé est donc le suivant.

Les spores phytopathogénes (de Magnaporte dans notre cas) provenant du Cirad ont été
décongelées, puis mises en culture dans des boites de pétri. Le milieu de culture consiste en
une farine de riz gélosé permettant une croissance rapide du pathogene. Cette croissance est
réalisée sous éclairage artificiel dans une chambre tempérée pendant une dizaine de jours.
Passée cette incubation, les spores recouvrent la surface des boites de pétri (Figure D.1.B)
mais restent fixées sur le mycélium. Pour récupérer uniquement les spores, la surface est
grattée avec quelques ml d’eau distillée. La solution obtenue est récupérée puis filtrée pour
en retirer le mycélium (Figure D.1.C). La solution finale présente une concentration en spores
de plusieurs millions par millilitre d’aprés le comptage avec une cellule de Malassez ; elle est

placée dans un petit pulvérisateur (Figure D.1.D).
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Figure D.1. Schéma du protocole de préparation des solutions pour réaliser les tests
d’accrochage des spores de Magnaporthe sur nos surfaces chalcogénures.

Ce petit pulvérisateur est enfin utilisé pour disperser des spores sur les surfaces
chalcogénures. Apres pulvérisation, les surfaces sont ainsi recouvertes de spores, avec une
répartition homogéne, a raison d’une cinquantaine de spores par mm? (Figure D.2.B). Vingt
minutes apres la pulvérisation, les surfaces sont rincées en y faisant ruisseler 3 millilitres d’eau
grace a une pipette (Figure D.2.C). Ce ringage s’apparente a I’action de I’eau de pluie sur les
feuilles, et est suffisant pour distinguer les différentes affinités. Pour caractériser
I'immobilisation, les spores sont comptées avant et apres rincage [Nugaeva2007]. Le nombre
de spores toujours viables n’est pas accessible [Arreola2019][Oberlaender2018], mais
I'imagerie permet de localiser les spores. Dans le cas d’une pulvérisation sur des composants,
I'imagerie permettra donc de différencier les spores détectables (situées sur les guides ou sur
les flancs des guides) des spores non détectables (situées entre les guides). Une dizaine
d’images de microscopie optique des surfaces est prise apres pulvérisation et apres ringage.
Ainsi il est possible d’établir combien de spores se sont décrochées, et combien sont restées

immobilisées sur les différentes surfaces.

Figure D.2. Images optiques : (A) de la surface chalcogénure Ge-Se-Te fonctionnalisée, (B) de la
méme surface aprés pulvérisation des spores et (C) de la méme surface apres ringcage. Le
comptage des spores sur les images (B) et (C) permet d’estimer le pourcentage de spores

immobilisées.
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D.l.2. Pulvérisation des spores sur les couches minces Ge-Se-Te

Les premiers tests d’accrochage ont été réalisés avec des couches minces de composition
GezsSessTers ; ce matériau correspond aux couches de coeur des guides d’onde étudiés dans le
cadre de ce travail de thése. Ces couches minces ont été utilisées directement aprés dépot,
afin d’avoir une référence, tandis que d’autres ont été fonctionnalisées : avec le précurseur
TEOS pour les rendre plus hydrophiles d’une part, et avec le mélange de précurseurs TEOS +
OTMS pour les rendre plus hydrophobes d’autre part. La Figure D.3 rassemble les résultats
obtenus pour ces trois surfaces: (i) I'angle de contact pour vérifier I'effet de la
fonctionnalisation, et (ii) le pourcentage de spores immobilisées aprés application du
protocole explicité dans le paragraphe précédent. On peut voir sur cette figure que la surface
GezsSessTess non fonctionnalisée permet d’immobiliser 59% des spores déposées. Lorsque la
surface est rendue plus hydrophile (et donc fonctionnalisée avec le précurseur TEQS), seules
20% des spores sont immobilisées. Lorsque la surface est au contraire rendue plus
hydrophobe (c’est-a-dire fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS), 82%
des spores sont immobilisées. Cette tendance est donc en accord avec la littérature évoquée
dans le premier chapitre: les spores, hydrophobes elles-mémes, sont plus facilement
immobilisées sur les surfaces hydrophobes, et I'énergie nécessaire pour les décrocher est

donc plus importante.
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Figure D.3. Angle de contact et immobilisation des spores sur trois surfaces : une couche mince
Ge-Se-Te de référence, la méme couche mince mais fonctionnalisée avec le précurseur TEOS et
la méme couche mince fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS.
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Afin de confirmer ce résultat et de s’affranchir des problémes liés au ringcage (qui peut ne pas
étre effectué strictement de la méme maniéere d’une couche a I’autre), nous avons refait ces
expériences en travaillant avec deux couches minces fonctionnalisées seulement sur la moitié
de leur surface. Nous avons pour cela utilisé deux échantillons : (i) une premiére couche pour
moitié « brute » et pour moitié fonctionnalisée avec le précurseur TEQOS, (ii) ainsi qu’une
deuxiéme couche pour moitié « brute » et pour moitié fonctionnalisée avec le mélange de
précurseurs TEOS et OTMS. L’avantage de ce nouvel échantillonnage est que la référence (la
moitié non fonctionnalisée) subit exactement le méme ringage que les moitiés de couche
fonctionnalisées. Les résultats obtenus sont regroupés sur la Figure D.4. lls dénotent bien de

la méme tendance.
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Figure D.4. Angle de contact et immobilisation des spores sur deux échantillons fonctionnalisés
sur la moitié de leur surface : avec TEOS pour le premier échantillon et avec le mélange de
précurseurs TEOS et OTMS pour le deuxiéme.

D.1.3. Pulvérisation des spores sur les guides d’onde fonctionnalisés

sélectivement

La suite de I'étude est consacrée aux couches minces chalcogénures structurées avec des
guides d’onde droits de 4 um de hauteur. Les deux voies de fonctionnalisation décrites dans le
chapitre C leur ont été appliquées, afin d’obtenir une fonctionnalisation dans des zones bien
définies. Premierement, nous avons utilisé le protocole permettant de ne fonctionnaliser que
les zones situées entre les guides. Dans ce cas, nous avons utilisé le précurseur TEQS, avec

pour objectif de rendre ces zones plus hydrophiles que les guides d’onde eux-mémes : les
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spores devraient alors étre préférentiellement immobilisées sur les guides. Ensuite, nous
avons utilisé le deuxieme protocole décrit dans le chapitre C qui permet de ne fonctionnaliser
qgue les guides d’onde. Pour cette expérience, nous avons utilisé le mélange de précurseurs
TEOS et OTMS, en vue de rendre les guides plus hydrophobes. La encore, cela doit permettre
une meilleure immobilisation des spores sur les guides d’onde plutét que dans les zones entre

les guides d’onde.

Le protocole de pulvérisation des spores décrit dans le paragraphe D.l.1 a donc été appliqué
sur 3 surfaces : (i) sur les couches minces structurées non fonctionnalisées (qui servent de
référence), (ii) sur les couches minces structurées dont les zones entre les guides ont été
fonctionnalisées avec le précurseur TEOS et (iii) sur les couches minces structurées dont les
guides ont été fonctionnalisés avec le mélange des précurseurs TEQOS et OTMS. Dans un
premier temps, nous nous sommes intéressés aux surfaces dans leur globalité, et avons
compté toutes les spores immobilisées, indépendamment du fait qu’elles soient situées entre

des guides ou sur des guides.
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Figure D.5. Angle de contact et immobilisation des spores sur les guides d’onde : a gauche, une

surface structurée non fonctionnalisée ; au centre, une surface dont les zones entre les guides

d’onde ont été fonctionnalisés avec le précurseur TEOS et a droite, une surface dont les guides
d’onde ont été fonctionnalisés avec le mélange des précurseurs TEOS et OTMS.
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Les résultats obtenus pour les différentes surfaces sont rassemblés sur la Figure D.5. Les
angles de contact mesurés sur les trois surfaces sont également donnés sur la méme figure. Il
est a noter que dans le cas des surfaces partiellement fonctionnalisées, les gouttes recouvrent

a la fois des guides d’onde et les zones entre les guides.

On constate, toujours sur cette figure, que les surfaces structurées par des guides d’onde non
fonctionnalisés permettent d’'immobiliser 50 % des spores, soit un peu moins que les surfaces
dont les zones entre les guides ont été fonctionnalisées avec TEOS (61 %) et que les surfaces
dont les guides d’onde ont été fonctionnalisées avec TEOS + OTMS (63 %). Les deux stratégies
de fonctionnalisation permettent donc une immobilisation plus importante. Dans le cas des
surfaces dont les zones situées entre les guides d’onde ont été fonctionnalisées par le
précurseur TEOS, ce résultat est plutét contre-intuitif : la surface globale étant plus hydrophile

gue celle de référence.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la localisation des spores immobilisées sur les
différentes surfaces. Nous avons en effet fait la distinction entre les spores immobilisées sur
les guides ou sur les flancs des guides - celles-la seront détectées optiquement puisque
recouvrant le champ évanescent (Figure D.6 : zone encadrée par le rectangle en pointillés) - et
les spores immobilisées dans les zones situées entre les guides d’onde - et donc non

détectables.

Figure D.6. A gauche : mise en évidence du champ évanescent par simulation. A droite : image
optique d’un guide d’onde vu du dessus. Le rectangle en pointillés met en évidence la zone ol
les spores immobilisées pourront étre détectées optiquement, puisque recouvrant le champ
évanescent. En I'occurrence, sur I'image, seules deux spores seront détectables.
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Sur les mémes images que celles exploitées pour la Figure D.5, nous avons donc cette fois-ci
calculé le pourcentage de spores « détectables », c’est-a-dire le nombre de spores
immobilisées sur les guides ou sur les flancs des guides divisé par le nombre total de spores
immobilisées. Ce calcul a tout d’abord été effectué juste apres pulvérisation : cela donne lieu
a des premiéres valeurs (hauteurs des rectangles de gauche sur la Figure D.7). On peut
constater qu’apres pulvérisation, environ 30 % des spores sont a priori détectables, quelle que
soit la surface. Ce résultat est cohérent car les spores ne sont pas motiles et que la
pulvérisation est homogene. A titre de comparaison, le champ évanescent recouvre environ
25 % de la surface des composants : cela correspond environ au taux de surface occupé par

les guides d’onde.

Le calcul a ensuité été effectué apres rincage. Cela donne lieu a de nouvelles valeurs : les
hauteurs des rectangles du milieu dans la Figure D.7. Comme indiqué précédemment, le
rincage a pour conséquence le décrochage d’une bonne partie des spores (Figure D.2). En
revanche la Figure D.7 met en évidence le fait qu’aprés ringage, le taux de spores
immobilisées dans la zone de détection augmente, et ce quelle que soit la surface analysée.
On peut intuitivement supposer que cela est en partie d{i a la géométrie des guides : avec le
rincage, les spores qui se décrochent se retrouvent probablement immobilisées contre les
flancs des guides d’onde. Effectivement, la hauteur des guides est de 4um, dimension qui est
a comparer a celle des spores (5-20 um). Il est vraisemblable que le relief des guides participe
a 'immobilisation des spores. Cette tendance est plus prononcée pour la surface dont les
zones entre les guides ont été fonctionnalisées avec le précurseur TEOS, pour laquelle 36 %
des spores restantes sont localisées sur les guides ou sur les flancs des guides. Cela s’explique
par I’hydrophilie des zones fonctionnalisées, qui facilite le rincage et augmente le

déplacement des spores de ces zones hydrophiles vers les guides d’onde plus hydrophobes.

Pour terminer, nous nous sommes intéressés au nombre de spores immobilisées dans la zone
de détection aprés rincage par rapport au nombre total de spores juste apres pulvérisation.
Cela a donné lieu a d’autres valeurs, représentées par les hauteurs des rectangles de droite
sur la Figure D.7. On peut constater que sur le composant de référence non fonctionnalisé,

seules 15,9 % des spores pulvérisées restent détectables apres ce ringage.
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Figure D.7. Pourcentage des spores présentes dans la zone de détection aprés pulvérisation
(rectangles de gauche). Pourcentage des spores immobilisées dans la zone de détection apreés
ringcage (rectangles du milieu). Rectangle de droite : pourcentage de spores immobilisées dans

la zone de détection apres ringage par rapport aux nombre total de spore pulvérisées
initialement.

Cette proportion augmente et atteint 22,3 % pour la surface dont les zones entre les guides
ont été fonctionnalisées avec le précurseur TEOS, et 19,4 % pour la surface dont les guides
d’onde ont été fonctionnalisés avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS. Les deux
stratégies de fonctionnalisation utilisées permettent donc d’immobiliser plus de spores dans
la zone de détection, et donc d’augmenter la sensibilité. A ce titre, la meilleure stratégie
consisterait finalement en la fonctionnalisation sélective autour des guides avec le précurseur
TEOS. Ces zones non sensibles (car ne recouvrant pas le champ évanescent) deviennent alors
hydrophiles. Les spores hydrophobes ont donc moins d’affinité pour ces zones, et sont plus
facilement décrochées. Lors d’'une perturbation, telle que le ruissellement d’eau, on peut
donc supposer que les spores déposées sur les composants par le vent se déplaceraient et
seraient pour certaines immobilisées grace aux reliefs que représentent les guides d’onde.

Globalement, le taux de spores se retrouvant dans la zone de détection augmenterait.

127



D.l1.4. Pulvérisation des spores sur des guides intégralement

fonctionnalisés

A titre de comparaison, nous avons réalisé le méme type d’expériences sur des composants
fonctionnalisés intégralement. Les deux mémes précurseurs ont été utilisés : le précurseur
TEOS et le mélange de précurseurs TEOS et OTMS. Sur la Figure D.8 sont regroupés les angles
de contact, et le pourcentage de spores immobilisées sur les trois surfaces : la surface non
fonctionnalisée de référence, la surface intégralement fonctionnalisée avec le précurseur
TEOS et la surface intégralement fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS et
OTMS. Comme on peut le voir sur la Figure D.8, 50 % des spores sont immobilisées sur la
surface non fonctionnalisée. Lorsque la méme surface est intégralement fonctionnalisée avec
le précurseur TEQS, le taux de spores immobilisées chute a 38 % : cela est dii au caractere
hydrophile de la surface qui facilite I'’évacuation des spores durant le rincage. A l'inverse,
lorsque la surface est fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEQS et OTMS, le taux
de spores immobilisées augmente et devient égal a 101 % (un pourcentage supérieur a 100 %
s’explique par l'incertitude importante sur le comptage des spores). La surface fonctionnalisée
avec le mélange TEOS + OTMS est en effet extrémement hydrophobe, le rincage devient
inefficace et les spores restent immobilisées. Ces résultats sont en accord avec les résultats

précédents (Figure D.5) et avec la littérature.

Pour rappel et en guise de remarque, les surfaces patternées avec des guides d’onde
présentent deux angles de contact, selon I'axe de |’observation (Figure D.9). L'angle de
contact indiqué sur la Figure D.8 (103° pour la surface fonctionnalisée avec le mélange
TEOS+OTMS) correspond a celui mesuré selon I’axe 1. Le caractere hydrophobe de la surface
fonctionnalisée avec le mélange TEOS+OTMS est plus marqué selon I’axe 2, avec une valeur de

I’angle de contact de 138°.
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Figure D.8. Angle de contact et immobilisation des spores sur des guides d’onde : a gauche,
une surface structurée non fonctionnalisée ; au centre, la méme surface structurée, mais
entierement fonctionnalisée avec le précurseur TEQOS et a droite, la surface structurée
intégralement fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS.
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Figure D.9. Angle de contact de la surface avec guide fonctionnalisée intégralement avec le
mélange de précurseurs TEOS + OTMS.

Comme dans le paragraphe précédent, aprés nous étre intéressés au taux global de spores
immobilisées sur les différentes surfaces, nous avons repris les calculs en distinguant les zones
ou les spores seront détectables (sur les guides et les flancs des guides) des zones ou elles ne
seront pas détectables (entre les guides d’onde). Sur la Figure D.10 sont ainsi regroupés les
pourcentages de spores immobilisées sur les zones de détection d’apres les images prises a
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I’'aide du microscope. Sur les images prises aprés pulvérisation des spores, environ 33 % de
celles-si sont déja détectables (hauteurs des rectangles de gauche dans la Figure D.10), et ceci
qguelle que soit la surface. Sur les images prises aprés rincage, 29,5 % des spores immobilisées
se situent dans la zone de détection pour la surface de référence (Figure D.10). Ce taux de
spores immobilisées sur les guides ou sur les flancs des guides augmente considérablement
lorsque la surface est intégralement fonctionnalisée avec le précurseur TEOS (47,7 % sur la
Figure D.10). Ce résultat est tout a fait concordant avec ce qui a été vu précédemment. Il est
expliqué par la forte mobilité des spores sur la surface hydrophile, et leur « piégeage » contre
les guides, du fait de la hauteur des marches qu’ils créent. Lorsque la surface est
fonctionnalisée avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS, le taux de spores immobilisées
dans la zone dite de détection est également plus important que pour la surface non

fonctionnalisée, mais dans une moindre mesure (38,3 % sur la Figure D.10).

Comme dans le paragraphe précédent, nous nous sommes enfin intéressés au nombre de
spores immobilisées dans la zone de détection aprés rincage par rapport au nombre total de
spores juste apres pulvérisation. Les taux obtenus sont représentés par les hauteurs des
rectangles de droite dans la Figure D.10. On peut constater que seuls 14,4 % des spores
pulvérisées sont dans la zone de détection aprés rincage de la surface non fonctionnalisée.
Pour les deux surfaces fonctionnalisées intégralement, cette proportion augmente et atteint
17,9 % avec le précurseur TEOS et 38,5 % avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS. Les
deux fonctionnalisations « pleine plague » permettent donc d’immobiliser plus de spores dans
la zone de détection, et donc d’augmenter la sensibilité. Ce résultat est particulierement vrai
pour la fonctionnalisation avec le mélange de précurseurs TEOS et OTMS, qui rend la surface
plus hydrophobe. Le ringage avec les 3 ml d’eau ne permet pas aux spores d’étre évacuées, et
les quelques spores mobiles finissent par étre immobilisées au niveau des flancs des guides

d’onde.
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Figure D.10. Pourcentage des spores présentes dans la zone de détection apreés pulvérisation
(rectangles de gauche). Pourcentage des spores immobilisées dans la zone de détection apreés
ringcage (rectangles du milieu). Rectangle de droite : pourcentage de spores immobilisées dans
la zone de détection apres ringage par rapport aux nombre total de spore pulvérisées
initialement.

D.l1.5. Bilan

Dans le cas des couches minces chalcogénures non structurées, la silanisation a I'aide du
précurseur TEOS donne lieu a une surface plus hydrophile, sur laquelle les spores sont plus
difficilement immobilisées. L’ajout du précurseur OTMS apporte de I’"hydrophobie a la surface
chalcogénure, sur laquelle les spores sont a I'inverse plus facilement immobilisées. Les images
AFM des surfaces fonctionnalisées ont montré des rugosités tout a fait négligeables (de
I’ordre du nanometre). Comparée a la taille des spores (de I'ordre du micrometre), la rugosité
ne participe vraisemblablement pas au mécanisme d’immobilisation des spores. Ces résultats
avec des surfaces planes indiquent que la longue chaine carbonée portée par le précurseur

OTMS apporte I’'hydrophobie nécessaire a cette I'immobilisation.

Dans le cas des couches minces chalcogénures structurées, c’est-a-dire dans le cas des

couches modifiées géométriguement de sorte a obtenir des séries de bandes de 4 um de
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profondeur, le caractere plus ou moins hydrophobe de la surface n’est plus le seul paramétre
a prendre en compte. Le relief joue en effet aussi un role important dans I'immobilisation des
spores. En effet, les « marches » favorisent I'immobilisation des spores, qui lorsqu’elles se

décrochent, rencontrent ces obstacles et restent immobilisées.

Finalement, les quatre stratégies de fonctionnalisation envisagées (a savoir:
fonctionnalisation sélective des zones entre les guides avec TEQS, fonctionnalisation sélective
des guides avec TEOS + OTMS, fonctionnalisation pleine plague avec TEOS et
fonctionnalisation pleine plaque avec TEOS + OTMS) permettraient d’augmenter la sensibilité
du capteur. Il y a en effet compétition entre deux phénomenes a priori contradictoires :
I’hydrophilie et I’hydrophobie de la surface favorisent I'immobilisation des spores dans la zone
de détection du composant. D’un c6té (i) I’hydrophilie de la surface favorise le décrochage des
spores et leur mobilité, mais celles-ci se trouvent finalement immobilisées contre les flancs
des guides. D’un autre coté (ii) I’"hydrophobie de la surface favorise I'immobilisation des

spores.

D’aprés les données quantitatives, la meilleure option parmi les quatre stratégies testées
consisterait a fonctionnaliser intégralement le composant avec le mélange de précurseurs
TEOS et OTMS. Le taux d'immobilisation des spores dans la zone de détection, constituée par
les guides et les flancs des guides, serait de 38,5 % (Figure D.10) - taux calculé en divisant le
nombre de spores immobilisées dans cette zone apres ringage par le nombre total de spores
pulvérisées sur la surface. Ce taux est 2,7 fois plus important que celui obtenu pour un
composant non fonctionnalisé (14,4 % sur la Figure D.10). On peut supposer que la sensibilité

de la sonde vis-a-vis de la détection des spores serait augmentée d’un facteur comparable.

D.Il. Vers la détection optique des spores

L’objectif final dans lequel s’inscrit ce travail de thése est la réalisation de micro-capteurs
optiques pour la détection précoce des maladies des plantes. Cette derniere section du
manuscrit est consacrée aux mesures optiques, et tente de répondre aux deux questions

suivantes :

(i) A quoi ressemble un spectre d’absorption des spores de Magnaporthe ? Pour répondre a
cette question, nous avons utilisé des spectrométres de laboratoire dans la gamme
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infrarouge : de 1 a 15 um. Ces longueurs d’onde correspondent a la gamme de transparence
des chalcogénures du ternaire Ge-Se-Te. Cette étude spectroscopique en espace libre fait

I’objet du paragraphe D.II.1.

(ii) Les spores de Magnaporthe sont-elles détectables avec nos composants optiques
Ge-Se-Te ? Comme explicité dans le premier chapitre, les guides d’onde utilisés dans le cadre
de cette étude ont été fabriqués selon le design optimisé par Anis TALEB BENDIAB
[TalebBendiad2020]. Nous avons donc étudié leurs réponses vis-a-vis du dépot de spores sur

leur surface (paragraphe D.11.2).

D.lII.1. Spectres d’absorption des spores dans I'infrarouge

La réponse optique des spores a été enregistrée avec deux spectrometres. Le premier est un
spectrometre pré-dispersif JASCO V-700, fonctionnant dans la gamme proche infrarouge, de 1
a 2,5 um. Cette gamme de longueurs d’onde est intéressante car les matériels optiques
(lasers, lentilles, spectrometres...) sont abordables pour des applications en agriculture. C’'est
par ailleurs cette gamme de longueurs d’onde qui sera utilisée pour caractériser les guides
d’'onde sur le banc spectrophotométrique (paragraphe D.Il.2 suivant). Le deuxieme
spectrometre utilisé est un spectrometre Briicker a transformée de Fourier, fonctionnant dans
la gamme moyen-infrarouge 4000-700 cm™ (soit 2,5-15 um). Cette deuxiéme gamme de
longueurs d’onde est également intéressante car les matériaux chalcogénures Ge-Se-Te sont
aussi transparents dans ce domaine. Méme si dans le cadre de ce travail nous n’avons pas
caractérisé optiquement les guides d’onde aussi loin dans I'infrarouge, cela reste une gamme
de longueurs d’onde trés attractive. En effet, de nombreuses molécules possedent des
signatures spectrales caractéristiques dans ce domaine. Il est donc intéressant de regarder ce

gu’il en est des spores des champignons phytopathogénes.

D.ll.1.a. Gamme de longueurs d’onde 1 — 2,5 um

Afin de faciliter I'approvisionnement en spores pour ces expériences, nous avons conservé
plusieurs eppendorfs de solutions de spores a -80°C. En revanche, pour que les spores

puissent supporter le stress induit par ce mode de conservation, les spores doivent étre
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placées dans un solvant appelé STC, constitué de 0,5 M de Sorbitol, 25 mM de Tris-
(hydroxyméthyl)-aminométhane chlorhydrate et 25 mM de CaCl,. Juste avant d’effectuer les
mesures spectrométriques, les solutions sont décongelées et le STC est retiré par plusieurs
cycles de centrifugation-dilution. On obtient alors des solutions aqueuses de spores de
concentration 5.10° spores.ml™. La ligne de base du spectrophotométre est obtenue en

plagant la cuve en quartz vide.

Le spectre d’absorption entre 1 et 2,5 um de ces solutions aqueuses de spores est donné sur
la Figure D.11.A. Ce spectre est trés fortement marqué par la présence d’eau. A titre de
comparaison, le spectre de I’eau (c’est-a-dire du solvant) est donné sur la Figure D.11.B. Dans
les deux cas, I'absorption vers 2 um et au-dela de 2,5 um est telle qu’aucun photon n’atteint
la photodiode : I'absorption plafonne a 7. Dans cette gamme de longueurs d’onde, I'eau
absorbe autour de 1,45 um et 1,94 um avec des coefficients d’absorption maximaux de 26
cm™ et 114 cm™?, respectivement [Curcio1951] : on retrouve ces mémes bandes sur le spectre
des solutions de spores. Du fait de leurs fortes intensités, I'information spectrale issue des

spores est potentiellement masquée.
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Figure D.11. Spectres d’absorption dans le proche infrarouge : (A) des spores de Magnaporthe
oryzae en solution dans I’eau, et (B) de I’eau.

Pour d’isoler la contribution spectrale des spores, nous avons soustrait les deux spectres (A et
B) de la figure D.11. Le spectre obtenu est sur la Figure D.12.A. Ce spectre n’est marqué par
aucune absorption particuliere. Ce constat est plutét contre-intuitif. On remarque par ailleurs
sur ce spectre une baisse de signal aux fréquences d’absorption de I'eau. Lorsque que les
spores sont dispersées dans I'eau, elles occupent un certain volume. Ajouter des spores dans
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la cuve du spectrometre s’accompagne nécessairement d’un volume d’eau moins important.
Ceci explique les baisses d’absorption a 1,45 um, 1,94 et 2,5 um. Finalement, les analyses
spectrales dans la gamme du proche-infrarouge sont rapidement perturbées par le milieu de
dispersion : la présence d’eau est problématique. Pour le reste, on observe une décroissance
générale de l'intensité vers les plus grandes longueurs d’onde. Cette observation est
révélatrice d’'un phénomeéne de diffusion de la lumiére [Piazza2005]. Mais le calcul montre
rapidement gu’elle n’est pas inversement proportionnelle a A*. Elle ne correspond donc pas a

de la diffusion Rayleigh [Piazza2005].
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Figure D.12. Spectres d’absorption des spores. (A) : en milieu liquide avec soustraction de I'eau,
et (B) : les spores séches apres évaporation du solvant.

Une autre méthode permettant d’obtenir la réponse spectrale des spores est de les analyser
« seéches ». Pour cela, nous avons disposé quelques centaines de microlitres d’une solution
aqueuse de spores sur la cuve en quartz utilisée pour les mesures de spectrométrie, et nous
avons attendu que toute I'eau se soit évaporée. Une fois I'eau évaporée, la cuve est
recouverte de spores seches et un nouveau spectre est enregistré. Le spectre obtenu est
donné sur la Figure D.12.B. Sur ce spectre, les bandes d’absorption de I'eau n’apparaissent
plus, comme souhaité. On remarque toujours une ligne de base liée a un phénomene de
diffusion. Cependant, I'allure de cette ligne de base n’est pas similaire, malgré le fait que la
caractérisation ait été réalisée avec les mémes spores. Cette différence est facilement

expliquée par les parametres de la diffusion. Ce phénoméne macroscopique est tres
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dépendant de I’échantillonnage, I’organisation spatiale des spores entres elles, et aussi du

milieu de dispersion, qui est différent pour les deux modes d’acquisitions utilisés.

Pour comprendre I'origine de la diffusion observée sur le spectre des spores, nous devons
considérer leur taille. Les spores sont des capsules ovoides tri-cellulaires dont la taille globale
est proche de 10 um. Les tailles de ces spores, de leurs cellules, et méme de leurs organites
sont donc du méme ordre de grandeur voire plus grandes que les longueurs d’onde sondées
(1-2,5 um). La théorie de la diffusion Rayleigh ne s’applique en effet plus dans ce cas. Les
tailles des particules étant comparables, voire supérieures aux longueurs d’onde, la théorie
qui s’appliqgue est la diffusion de Mie [Xu2007]. En effet, cette théorie est largement
rapportée dans la littérature pour expliquer la diffusion dans l'infrarouge de différentes
cellules biologiques [Mohlenhoff2005][Bassan2010][Romeo2006]. La diffusion de Mie permet
donc d’expliquer les phénomeénes observés sur les spectres de la Figure D.12 : les photons ne
sont pas absorbés, mais diffusés ; ils n’atteignent donc pas le photodétecteur placé a une

dizaine de centimetres.

Sur les spectres obtenus dans la gamme de longueurs d’onde allant de 1 a 2,5 um, seule la
diffusion de Mie est donc observée et il n’y a aucune information sur la composition chimique
des spores. Pourtant, les spores sont composées des briques élémentaires du vivant qui
absorbent dans cette gamme [Osborne2006][Rosic2016][Ingle2016]. Pour notre étude, la non
observation des bandes d’absorption des spores dans la gamme 1-2,5 um peut paraitre
préjudiciable. Cependant, cette absence d’absorption est également liée a la configuration du

spectrometre et de notre échantillonnage.

Méme si cette diffusion seule parait insuffisante pour permettre une discrimination entre
différentes souches fongiques, elle permet toutefois de remonter a certaines informations sur
les cellules biologiques [YuWan2021]. Elle est par exemple fonction de la taille, de la forme ou
de la rugosité des bio-particules [YuWan2021]. Certains travaux proposent d’ailleurs
d’exploiter la diffusion de Mie pour déterminer la distribution en taille des particules
présentes dans le milieu dispersant [Ye2012]. Une autre étude démontre que les cellules de
différentes souches de Fungi donnent lieu a des spectres de diffusion différents
[Beauvoit1993]. Ces mémes auteurs rapportent également une relation linéaire entre la

concentration en cellules fongiques et les coefficients de diffusion.
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A titre exploratoire, nous avons enregistré les spectres des spores seches de deux autres
genres de champignons (Fusarium et Botrytis). Ils sont superposés au spectre des spores

séches de Magnaporthe oryzae sur la Figure D.13.
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Figure D.13. Spectres enregistrés entre 1 et 2,5 um pour des spores séches de Magnaporthe
oryzae, Fusarium et Botrytis.

Le spectre de diffusion des spores de Fusarium solani (en bleu sur la Figure D.13) est
ressemblant au spectre de diffusion des spores de Magnaporthe oryzae (en noir sur la Figure
D.13). Les spores de Fusarium solani sont effectivement d’une taille et forme similaire. Ce sont
des capsules pluricellulaires (3 a 5 cellules), de forme ellipsoidale ou allongée (5 x 30 um)
[Debourgogne2013][Padvi2018]. Une différenciation entre ces deux phytopathogenes parait
difficile. Par contre, le spectre de diffusion des spores de Botrytis cinerea est relativement
différent (en bleu sur la Figure D.13). Ceci peut s’expliquer par la morphologie de ces spores.
Elles sont effectivement unicellulaires, de forme sphérique a ovoide, et mesurent entre 8 et
12 um [Romanazzi2014][Pezet1990]. La différenciation des souches fongiques par
spectroscopie proche-infrarouge pourrait donc étre envisagée, mais le risque d’obtenir des
spectres tres semblables est trés important. En effet, les spores de différentes souches

phytopathogenes peuvent adopter des tailles et formes trés proches.
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D.ll.1.b. Gamme de longueurs d’onde 2,5 — 15 um
Pour une discrimination plus aisée et directe, les phénomeénes d’absorption dans le moyen-
infrarouge sont plus adaptées, car les spectres sont plus riches en informations. Le premier
chapitre de ce manuscrit avait en effet permis d’identifier cette gamme de longueurs d’onde
comme plus propice pour [|"étude spectroscopique des spores phytopathogénes
[Zervakis2012][Erukhimovitch2010][Tralamazza2013]. Nous avons donc travaillé dans Ia
gamme de longueurs d’onde allant de 2,5 a 15 um (soit dans la gamme de nombres d’onde

4000-500 cm?). Cette analyse a été réalisée en mode réflexion totale atténuée.

Au vu des difficultés a utiliser I'eau comme milieu de dispersion, nous avons travaillé avec des
spores séches. Le spectre des spores séches Magnaporthe oryzae est donné sur la Figure D.14.
Sur le spectre, nous pouvons observer une ligne de base due a la diffusion : cette ligne de base
est plus importante aux faibles longueurs d’onde et quasi inexistante aux grandes longueurs
d’'onde. En revanche, il y a cette fois-ci de multiples bandes d’absorption assez
caractéristiques des biomolécules présentes dans ces cellules fongiques: protéines,
carbohydrates, chitine... A titre non exhaustif, il est possible d’identifier les groupements —OH
et —NH vers 3 pm (3000 cm™?), les amides vers 6 um (1600 cm™) ou encore les éthers vers
9 um (1100 cm?). Ce spectre est en tout point semblable & ceux rencontrés dans la littérature
[Subbiah2017]. Les spectres des spores dans cette gamme de longueurs d’onde sont donc,
comme attendu, beaucoup plus riches en informations que les spectres enregistrés entre 1 et

2,5 um.
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Figure D.14. Spectre d’absorption dans la gamme 2,5 — 15 um des spores séches de
Magnaporthe oryzae.
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D.ll.1.c. Bilan
Sur toute la gamme infrarouge (1-15 um), les spectres des spores séchées sont marqués par
un phénomene de diffusion. Entre 1 et 2,5 um, domaine ou cette diffusion de Mie est
particulierement importante, aucune absorption moléculaire n’est visible avec le
spectrometre de laboratoire. Les seules informations que I'on peut espérer obtenir sur les
spores sont alors morphologiques (tailles, forme, rugosité...). La littérature montre par ailleurs
gue l'exploitation de la théorie de Mie permet d’identifier et de doser la concentration en
cellules fongiques. Mais cette technique est rapidement limitée par les similarités

morphologiques des spores, et donc des spectres.

Dans la gamme du moyen-infrarouge allant de 2,5 a 15 um, cette diffusion est moins
importante. Les spectres des spores séches présentent les raies d’absorption caractéristiques
des modes de vibrations des molécules qui les constituent : lipides, protéines, sucres, chitine...
L'utilisation du moyen infrarouge est donc plus propice pour discriminer les spores d’une
poussiere ou du pollen par exemple, et permettre in fine de distinguer les spores de

différentes maladies fongiques.

D.lIl.2. Détection des spores avec nos guides d’onde

Pour aller plus loin et essayer de montrer la faisabilité de micro-capteurs optiques pour la
détection des spores des champignons phytopathogenes, nous avons enfin cherché a vérifier
si les guides d’onde chalcogénures étaient sensibles au dépot de spores sur leur surface, et ce
dans la gamme du proche-infrarouge. Dans le cadre de ce travail de thése, nous n’avons en

effet eu acces qu’a un banc opérantde 1,2 a 2 um.

L’hypothése de départ est que les spores immobilisées sur les guides ou sur les flancs des
guides devraient interagir avec le champ évanescent, et donc perturber la propagation de la
lumiere. La théorie de Mie s’appliquant toujours dans cette configuration
[Bekshaev2013][Sigel2009], les spores devraient en effet diffuser une partie de l'onde
évanescente et provoquer |'atténuation du signal transmis au travers le guide d’onde

interrogé.
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Pour cette derniére étape du travail, les spores utilisées sont toujours des spores de
Magnaporthe oryzae. Il est par ailleurs important de préciser que les expériences ont été
conduites exclusivement avec des guides d’onde non fonctionnalisés. La fonctionnalisation
pourra apporter plus de sensibilité, mais pour I'étape de démonstration, elle a en effet été

jugée trop prématurée.

D.ll.2.a. Banc de mesure utilisé

Le banc optique a été congu et optimisé lors de précédents travaux [TalebBendiab2019]
[TalebBendiab2020] ; il est schématisé sur la Figure D.15. Ce montage est équipé d'une source
laser supercontinuum proche-infrarouge (SM-100 NIR ; LEUKOS) combinée a un générateur de
signal (4422 ; SEFRAM). Un filtre passe-haut (FELH1150nm ; Thorlabs) permet de couper la
fréquence de pompage du laser. Une densité optique neutre (ND30A, Thorlabs) permet de
diminuer la puissance incidente. Pour coupler la lumiére en espace libre dans un guide
d’onde, une lentille de distance focale 3,5 mm (87-127 AR ; optique Edmund) est utilisée pour
focaliser le signal sur la face d'entrée. L'échantillon est maintenu grace a une pompe a vide sur
une plate-forme de translation 3 axes. Pour collecter la lumiére en sortie du guide, une lentille
convexe (AL1815-C ; Thorlabs), servant de collimateur, est placée a 11 mm de la sortie des
guides. Le faisceau passe ensuite par un séparateur (BSF10-C, THORLABS) ou 10 % de la
lumiére est réfléchie sur une caméra (WDY SMR S320-VS ; NIT) qui permet de controler
I'injection dans le guide d'onde. Les 90 % de l'intensité restante sont transmis a travers une
derniere lentille (AL1225 M-C ; Thorlabs) pour injecter la lumiere dans un spectromeétre a
transformée de Fourier (UV-VIS-NIR TF ; ARCoptix). La plage spectrale de fonctionnement du

banc est optimisée entre 1,2 et 2 um.

1

Spectrométre

Seéparateur

Figure D.15. Banc optique utilisé pour tester la sensibilité des guides d’onde vis-a-vis de la
présence de spores sur leur surface.
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D.Il.2.b. Protocole de dépot des spores sur les guides d’onde

L’étude spectroscopique exposée dans la section précédente a montré que la détection des
spores en solution aqueuse était complexe dans le proche infrarouge, due a la forte
absorption de I"’eau. Nous avons donc choisi de travailler sans aucun milieu de dispersion.
Pour déposer les spores de Magnaporthe oryzae sur le composant formé de plusieurs séries
de guides d’onde et positionné sur le banc de mesure, nous avons utilisé un pinceau. Nous
avons tout d’abord chargé le pinceau en spores en le frottant a la surface d’une boite de pétri
dans laquelle est cultivé Magnaporthe oryzae, puis nous I'avons délicatement frotté a la
surface du composant, maintenu par aspiration sous vide pour limiter les perturbations
mécaniques. Les spores sont alors dispersées sur la surface du composant. Comme illustré par
la Figure D.16, de nombreuses spores recouvrent les guides ou les flancs des guides et sont
donc a priori détectables. Il est par contre nécessairement difficile de réaliser des dépots
reproductibles ou méme répétables. C'est seulement une fois les mesures optiques terminées
gu’un comptage des spores sous microscope est possible. Sur toute la longueur du guide,

nous avons compté plus d’'une centaine de spores aprés chaque étude.

----2> Spectrométre

Figure D.16. Image au microscope optique d’une portion du guide d’onde de travail aprés
dépot des spores et enregistrement des spectres. Sur cette image, plus d’une dizaine de spores
sont présents dans la zone de détection, c’est-a-dire sont sur le guide ou les flancs du guide.

D.ll.2.c. Réponse des guides d’onde vis-a-vis du dépot des spores
Comme explicité précédemment les composants fabriqués sont constitués de plusieurs séries
de guides d’onde de largeurs différentes. En nous appuyant sur les travaux antérieurs
[TalebBendiad2020], nous avons décidé de travailler avec des guides d’onde de 40 um de
large. Ces guides multimodes permettent en effet de récupérer un signal d’intensité optimale.
Nous avons ensuite procédé au dépobt des spores en suivant le protocole exposé dans le
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paragraphe 2. Pour évaluer la perturbation du signal lors du dépd6t des spores, nous avons
enregistré 'intensité lumineuse (en nombre de coups) en fonction du temps, durant une
guinzaine de minutes. Pendant ce laps de temps, 5 dépdts successifs de spores ont été
réalisés sur des endroits différents, sur toute la longueur du guide d’onde. Aprés chaque
dépot, plus de spores sont donc a priori détectables. Il devrait alors étre possible de corréler
les éventuelles variations d’intensité a I'ajout de spores sur le guide interrogé. Une quinzaine
de spectres en intensité ont finalement été enregistrés : ces spectres sont superposés sur la

Figure D.17.
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Figure D.17. Intensités brutes transmises et enregistrées en sortie du guide d’onde interrogé.
Les spectres sont de couleur bleue (t = 0) a rouge (t = 15 min).

Dans cette plage spectrale, les spores devraient diffuser la lumiére évanescente a la surface
du guide. Cependant, comme on peut le constater, les signaux sont quasiment tous
superposés, ce qui rend trés difficile leur exploitation directe. L’ajout de spores a cing reprises
durant les 15 minutes ne parait pas apporter de changements significatifs sur l'intensité

lumineuse enregistrée en sortie de guide d’onde.
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Nous nous sommes donc orientés vers une méthode d’analyse multivariée : 'ACP (Analyse en
Composantes Principales). L’ACP est un outil d’analyse multivariée adapté a des études de
spectroscopie infrarouge [Ritz2011]. Cette méthode a déja été utilisée pour exploiter la
réponse vis-a-vis du dépot de gouttelettes d’eau a la surface des guides d’onde Ge-Se-Te
[Talebbendiab2019]. Elle a également déja été éprouvée pour lidentification de Fungi
[Oberle2015][Ergin2013]. La méthode ACP est explicitée en détail en Annexe D.1, mais le

paragraphe suivant permet d’en saisir les grandes lignes :

Cette méthode consiste a décorréler les variables qui sont initialement liées entre elles.
L’'intensité du signal a 2000 nm est par exemple proche de I'intensité a 1999 ou 2001 nm. Pour
décorréler et réduire le nombre de variables, I’ACP permet de créer de nouvelles variables a
partir de combinaisons de variables existantes. Ces nouvelles variables sont dites décorrélées
ou orthogonales entre elles. Les nouvelles variables formées sont appelées composantes
principales, d’ou le nom ACP, comme Analyse en Composantes Principales. Les composantes
principales sont générées selon leur impact décroissant sur la variation des données. Ainsi les
premiéres composantes représentent les variables qui contribuent a la variation majoritaire

du jeu de données.

Pour comprendre et appréhender le contenu de ces variables artificielles, une composante est
visualisée a partir de ce que I'on nomme les loadings. Ces « loadings » sont les charges de la
composante principale dans I'espace initial. Ils sont représentés sur le nouvel espace réduit,

avec a chaque composante, une nouvelle intensité, appelée score.

Une analyse ACP a donc été appliquée sur notre jeu de données, constitué des quinze
spectres en intensité enregistrés et superposés sur la Figure D.17. Dans notre cas, les
« loadings » s’apparentent a des spectres, et I'espace initial est constitué des mémes
longueurs d’onde. Les résultats de I'analyse correspondante sont donnés sur la Figure D.18.
Les deux premieéres composantes principales sont présentées et permettent d’expliquer la

guasi-totalité des différences observées entre les spectres.

La premiere composante (dont les « loadings » et les scores sont donnés sur les Figures D.18.A
et C, respectivement) explique a elle seule plus de 99,9 % de la variance du jeu de spectres.
Elle correspond au niveau de signal, et est trés ressemblante a I'allure des spectres bruts (voir

Figure D.17).

143



Composante 1:99,9 % Composante 2 : 0,017 %

0.07
A
~. 006
3
« 0.05
2004
w
$ 003
E
— 002
0.01
1 15 2 25 1 15 2 25
Longueur d’onde (um) Longueur d’'onde (Um)
<104 - Score 1 Score 2
95 c 1500 D A
945 1000 7
9.4 500 )
5
3 935 0
& 7y
93 -500
9.25 -1000 )
+ Spores
92 -1500 7+
0 5 10 0 5 10
Spectre Spectre

Figure D.18. Résultats de I’analyse en composantes principales effectuée a partir des signaux
bruts enregistrés en sortie de guide et présentés sur la Figure D.17. En haut (A et B) sont
présentés les « loadings » correspondant aux deux composantes principales identifiées. En bas
(Cet D), sont donnés les scores respectifs des deux « loadings ».

On peut constater sur la Figure D.18.C que le score associé a cette premiére composante
principale n’est pas constant. L’injection n’est en effet pas stable dans le temps. On remarque
également sur cette méme figure que le dépbt de spores semble perturber ce niveau de
signal. L'application du pinceau sur le composant n’est donc pas sans effet. Le guide a des
dimensions micrométriques et la lentille d’injection une focale tres petite. Le déplacement
d’une centaine de nanometres peut donc se répercuter sur le couplage a I'entrée du guide

d’onde.

Le score de la deuxiéeme composante principale (Figure D.18.D) semble étre corrélé a la
guantité de spores immobilisées dans la zone de détection du guide. En effet, le score

augmente par paliers, et chague augmentation est concomitante d’un nouveau dépoét de
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spores. A I'inverse, lorsqu’aucune spore n’est ajoutée, le score reste stable. Il est a noter que
cette deuxieme composante principale, qui est vraisemblablement corrélée au dépo6t des
spores, n’explique que 0,017 % de la variance entre les spectres bruts. Cela justifie les
difficultés a travailler visuellement sur les signaux bruts (Figure D.17). Par ailleurs, si I'on
s'intéresse au « loading » de cette deuxieme composante principale (Figure D.19.B), il
s’apparente plutét a du bruit. Par ailleurs, le dépot de spores ne parait pas atténuer le signal
transmis, comme supposé par les phénomeénes de diffusion mis en évidence dans les

paragraphes précédents.

Afin de vérifier la pertinence de ces résultats d’ACP, nous avons réitéré |'expérience : une
guinzaine de spectres ont de nouveau été enregistrés pendant une quinzaine de minutes.
Cependant nous avons été plus prudents lors du dépot des spores, pour réduire les
perturbations observées sur la premiére composante. Nous avons également espacé
temporellement les dépots. Les résultats de I'analyse ACP effectuée a partir des spectres bruts
correspondants sont donnés sur la Figure D.19. La premiére composante principale explique
encore une fois plus de 99,9 % des différences entre les spectres et son « loading »
correspond au niveau de signal (Figure D.19.A). Cette fois-ci, le dépot de spores ne semble pas
perturber le niveau de signal. La deuxieme composante principale de cette deuxieme ACP
permet encore une fois de suivre le dépot des spores : le score correspondant augmente en
effet a chaque nouveau dépot de spores (Figure D.19.D). Cette deuxieme composante
principale explique 0,012 % de la variance, résultat du méme ordre de grandeur que lors de la

premiere expérience.

Cette deuxiéme expérience montre la répétabilité de la mesure. Les guides d’onde Ge-Se-Te
sont effectivement sensibles au dépot de spores : ce dépobt peut étre suivi sur la deuxieme
composante principale. Toutefois, le «loading » de cette deuxiéeme composante ne parait
toujours pas étre lié a des phénomenes de diffusion, mais semble bruité comme

précédemment.
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Figure D.19. Résultats de I’analyse en composantes principales effectuée a partir de la
deuxieme série de signaux bruts enregistrés en sortie d’un nouveau guide. En haut (A et B) sont
présentés les « loadings » correspondant aux deux composantes principales identifiées. En bas

(Cet D), sont donnés les scores respectifs des deux « loadings ».

B.11.3. Bilan

Ces deux tests optiques exploratoires valident la sensibilité des guides d’onde vis-a-vis d’un
dépot de spores. Sur les signaux bruts, I'information est noyée par 'instabilité mécanique du
matériel optique (cf. composante 1 de I’ACP). La quasi-intégralité de la variance entre les
spectres bruts est alors expliquée par des variations du niveau de signal. Toujours sur ces
signaux bruts, I'ACP permet tout de méme de suivre le dépbt de spores grace a la deuxieme
composante. Cette composante n’explique qu’environ 0,015 % de la variance, et dénote de la
difficulté a travailler sans outils statistiques. En effet, ces différences ne sont pas décelables

directement.
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Si I'ACP a permis de mettre en évidence le fait que le dépbt des spores perturbe bien la
transmission du signal, a priori via l'interaction des spores avec le champ évanescent, la
contribution spectrale (« loading » de la deuxieme composante principale) ne correspond pas
a une atténuation du signal en fonction de la longueur d’onde. Elle ne semble donc pas
traduire un phénomeéne de diffusion. Ce qu’on observe reléve surtout du bruit, et ceci pour les

deux tests réalisés.

Pour expliquer la faible contribution apportée par le dép6t des spores et le fait que le
« loading » ne s’apparente pas a un spectre de diffusion comme attendu, nous pouvons

émettre quelques hypotheses :

- La quantité d’analytes interagissant avec le champ évanescent est trop faible. Méme
si une centaine de spores sont potentiellement détectables d’aprés le comptage effectué
apres les 5 dépots successifs, une quantité plus importante de spores pourrait peut-étre

permettre d’observer le phénomeéne de diffusion de Mie.

- Les spores immobilisées sur le guide d’onde et ses flancs se traduisent par une
modification locale de la rugosité des guides d’onde. Une modification de la rugosité des
guides d’onde modifie le signal transmis et pourrait expliquer I'obtention d’un signal plus

bruité.

Pour conclure, ces premiers résultats optiques sont encourageants, mais nécessitent des
études plus approfondies et I'optimisation des protocoles. La mesure réalisée dans la région
spectrale allant de 1,2 a 2 um n’a pas permis de mettre en évidence la signature spectrale des
spores de Magnaporthe. A ce stade, et dans cette région spectrale en tous les cas, il ne parait
donc pas encore possible de discriminer une spore d’une autre bio-particule (bactérie, pollen),
ou encore d’une poussiére inorganique. Plusieurs pistes peuvent toutefois étre proposées

pour améliorer la détection :

- L'information sur les spores expligue moins de 0,02 % des différences spectrales.
L'instabilité du signal masque ces différences. Pour stabiliser ces mesures, il conviendrait de

connecter les faces d’entrée et de sortie directement a des fibres optiques.

- La gamme du proche infrarouge donne lieu a un phénomene de diffusion de Mie tres
important, masquant les absorptions des molécules présentes dans les spores. La premiére

partie de ce chapitre a révélé que la gamme du moyen-infrarouge est marquée par de
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nombreuses raies d’absorption. Les chalcogénures Ge-Se-Te choisis pour cette étude étant
transparents jusque 16 um environ, une détection des spores dans le moyen-infrarouge

pourra étre envisagée et devrait donner des résultats plus probants.

- Envisager des structures guidantes avec des géométries plus complexes permettant
d’augmenter l'intensité du champ évanescent pourrait améliorer la détection. Dans notre
configuration, la fraction de l'intensité lumineuse se propageant sous forme évanescente est

en effet seulement de I’ordre de 10 [TalebBendiad2020].

D.IIl. Conclusion

Ce dernier chapitre était dédié aux premiéres expérimentations avec les spores. Nous avons
pu vérifier que les spores de Magnaporthe oryzae s'immobilisaient préférentiellement sur les
couches chalcogénures Ge-Se-Te fonctionnalisées avec le mélange de précurseurs TEOS +
OTMS. Les longues chaines carbonées de I'OTMS rendent en effet la surface Ge-Se-Te plus
hydrophobe, et donc plus favorable a I'immobilisation des spores, elles-mémes hydrophobes.
Cette tendance peut étre expliquée a la fois par une affinité surface-spore plus importante,
mais aussi par l'inefficacité du rincage a I'eau d’une surface hydrophobe. Lorsque la surface
est modifiée géométriquement de sorte a obtenir des créneaux rectilignes (qui constituent les
guides d’onde), ceux-ci participent a I'immobilisation. Finalement, la meilleure stratégie de
fonctionnalisation consisterait a fonctionnaliser intégralement le composant constitués de
plusieurs guides d’onde avec le mélange de précurseurs TEOS + OTMS. Le taux
d’'immobilisation des spores dans la zone de détection, constituée par les guides et les flancs
des guides, serait alors de 38,5 %. Ce taux est 2,7 fois plus important que celui obtenu pour un
composant non fonctionnalisé (14,4 %). On peut supposer que la sensibilité de la sonde vis-a-

vis de la détection des spores serait augmentée d’un facteur comparable.

L'interaction des spores avec la lumiére infrarouge donne lieu a un important phénomene de
diffusion de Mie. En effet, les tailles des spores et des ondes électromagnétiques sont du
méme ordre de grandeur. Cette diffusion est plus prononcée dans le proche infrarouge,
gamme dans laquelle nous n’avons pas pu observer de phénomene d’absorption. En
exploitant finement les phénomenes de diffusion observés, il devrait étre possible de

récupérer des informations sur la taille, la forme et I'indice de réfraction des particules. Mais
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comme établi par I’étude bibliographique de ce manuscrit, la gamme du moyen-infrarouge est
beaucoup plus riche en informations. C'est donc en travaillant dans le moyen infrarouge qu’a
terme la discrimination entre une spore fongique de tout autre particule présente dans
I’aérosol devrait étre rendue possible. Mais aujourd’hui la technologie n’est pas encore
développée, ou du moins n’est pas accessible a des co(its raisonnables pour des applications

agricoles.

Enfin, nous avons testé la détection de spores via nos guides d’onde dans la gamme du proche
infrarouge (entre 1,2 et 2 um). Lorsque que les spores sont déposées sur nos guides d’onde
Ge-Se-Te, le signal transmis est perturbé. Grace aux analyses en composantes principales, il
est possible de suivre le dépbt des spores. Toutefois, ces résultats encourageants restent
exploratoires : le dép6t des spores n’est responsable que de 0,02 % des variations de
I'intensité transmise, et il n’a pas été possible de mettre en évidence une signature spectrale
spécifique aux spores de Magnaporthe. Plusieurs pistes ont été évoquées pour poursuivre ces

travaux, a commencer par la stabilisation du systeme de détection.
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Conclusion générale & Perspectives

Le travail de cette thése s’est inscrit dans un contexte de réduction de 'usage des produits
fongicides en agriculture. L'utilisation de ces produits chimiques, destinés a protéger les
espéces végétales cultivées contre les maladies fongiques, s"accompagne en effet d’'impacts

préjudiciables pour I’environnement et la santé.

La stratégie que nous avons privilégiée pour réduire la quantité de produits utilisés est une
détection précoce des maladies fongiques des plantes. Détecter les maladies le plus tot
possible, c’est en effet éviter de répandre des produits en préventif. C'est donc répandre
uniguement au bon moment et au bon endroit. Ces maladies fongiques étant causées par des
champignons ou pseudo-champignons, leur détection précoce passe par la détection de leurs
spores. Ce sont en effet ces spores qui, via leur dispersion passive dans |'espace, sont
responsables de la propagation des maladies. Dans ce travail de these, nous avons étudié la
faisabilité d’'une détection précoce des spores par voie optique, en utilisant des guides d’onde
chalcogénures comme sondes. La sélectivité des capteurs étant primordiale pour discriminer
les spores des poussiéres ou les spores de différentes maladies par exemple, deux solutions
ont été envisagées : la fonctionnalisation des guides d’onde en vue d’une captation spécifique

et le recours a la spectroscopie infrarouge.

Dans la Chapitre A de ce manuscrit, une étude bibliographique portant sur la détection des
maladies fongiques, les guides d’ondes infrarouges pour la détection et la fonctionnalisation
des matériaux, a permis de confirmer le besoin en méthodes de détection précoce des
maladies et I'intérét des micro-capteurs optiques. Elle a également permis d’identifier deux
voies de fonctionnalisation pertinentes pour les couches minces chalcogénures: la voie
peptidique et la silanisation. Elle a enfin mis en évidence le fait que les spores des
champignons phytopathogenes adherent préférentiellement sur les surfaces hydrophobes. En
revanche, il semble difficile de trouver des précurseurs qui permettraient une capture
réellement sélective des spores. La fonctionnalisation telle qu’elle avait été imaginée au
départ n’est donc pas une solution envisageable pour réaliser des capteurs spécifiques a un

type de spores donné. En revanche elle pourrait permettre de gagner en sensibilité.
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Le chapitre B a ensuite été consacré a la fonctionnalisation des couches minces chalcogénures
de composition GezsSessTezo. Les deux voies de fonctionnalisation identifiées dans le chapitre
A ont été testées. Pour s’assurer de la fonctionnalisation effective des couches, il a été choisi
de travailler avec des peptides et des organosilanes biotinylés, puis de vérifier la présence des
groupements biotines a la surface des couches par la capture spécifique des molécules de
streptavidine. En effet, la biotine et la streptavidine présentent une tres grande affinité.
Quelle que soit la voie de fonctionnalisation utilisée, la streptavidine a pu étre fixée a la

surface des couches chalcogénures, validant ainsi les protocoles utilisés.

Il est a noter que les peptides s'adsorbent sur les couches chalcogénures via de multiples
interactions faibles, favorisées par une affinité hydrophobe-hydrophobe. L'utilisation de
précurseurs organosilanes permet quant a elle d'établir de nouvelles liaisons covalentes a la
surface des couches GezsSessTey. L'étude par XPS a permis de mettre en évidence la rupture
des liaisons Te-Te, la formation de nouvelles liaisons Te-O, et donc la formation de
groupements Te-O-Si. Pour continuer cette étude, il pourrait étre intéressant de modifier la
stcechiométrie de la couche de coeur. En effet, dans la composition retenue dans le cadre des
travaux précédents et conservée pour cette étude, a savoir GezsSessTeyo, le tellure est
I’élément en quantité la plus faible. Augmenter son taux permettrait d’augmenter la quantité
de liaisons Te-Te et de rendre la fonctionnalisation encore plus efficace. Cependant, une
modification de la stcechiométrie de la couche de cceur s’"accompagnerait d’'une modification
de son indice de réfraction et impliquerait une modification globale du design choisi. Une
autre astuce consisterait a tirer profit du procédé de co-évaporation utilisé pour déposer les
couches : la composition des matériaux Ge-Se-Te est directement déterminée par la vitesse
d’évaporation de chaque élément. A défaut de modifier la stoechiométrie des couches
GezsSessTey, il serait possible d’enrichir la couche en tellure en toute fin du procédé de co-
évaporation. L'extréme surface serait donc plus riche en tellure, et la formation de liaisons

Te-O-Si plus quantitative.

Pour favoriser 'immobilisation des spores sur les couches minces Ge-Se-Te, la modification de
leur caractere hydrophile-hydrophobe a été une stratégie privilégiée. Pour ce faire, la voie
organosilane a été retenue et deux précurseurs différents ont été étudiés: l'un (le
tétraéthoxysilane ou TEOS) permet de rendre la surface plus hydrophile (de 85 a 50°) et

I"autre (un mélange d’octyl-triméthoxysilane et de tétraéthoxysilane, ou OTMS + TEOS)
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permet de rendre la surface plus hydrophobe (de 85 a 110°). Les tests d'immobilisation ont,
comme attendu, démontré une plus forte affinité des spores pour les couches minces rendues
hydrophobes. Ce résultat a motivé un travail sur la fonctionnalisation sélective des guides

d’onde, travail faisant I’objet du Chapitre C de ce manuscrit.

Les composants sur lesquels le travail a été mené sont constitués de plusieurs séries de guides
d’onde droits, espacés de quelques centaines de micrometres. L'idée a été d’essayer de
fonctionnaliser sélectivement soit les zones situées entre les guides, soit les guides d’onde
uniguement. Ces deux zones correspondent respectivement aux zones passive et active du
futur capteur. Deux protocoles ont été élaborés puis testés avec succes, a chaque fois avec les
deux types de précurseurs, TEOS d’une part et OTMS + TEOS d’autre part. Il a été démontré
gu’il est tout-a-fait possible de fonctionnaliser de maniére sélective les composants. Cela
étant, le protocole de fonctionnalisation du dessus des guides pourrait étre amélioré: la
gravure a l’acide chlorhydrique de la couche sacrificielle d’aluminium n’est pas sans effet sur
la fonctionnalisation et I'intégrité de la couche chalcogénure. L'utilisation d’un autre matériau
sacrificiel pourrait permettre d’obtenir un meilleur contraste et/ou une plus forte densité de

précurseurs accrochés.

Les tests d'immobilisation des spores sur les composants ont été concluants: le taux de
spores immobilisées sur les guides d’onde est plus important quand les zones entre les guides
sont plus hydrophiles, ou au contraire quand les guides d’onde sont plus hydrophobes. Mais
finalement le taux d’immobilisation de spores le plus important a été obtenu en
fonctionnalisant la totalité du composant avec le mélange de précurseurs OTMS + TEOS. En
effet, en plus d’une forte affinité hydrophobe-hydrophobe entre spores et surface, le ringage
a lI'eau des surfaces hydrophobes est parfaitement inefficace. Ces résultats sont tres
encourageants et laissent espérer un gain en sensibilité d’'un facteur 2,7 environ. Pour aller

vers des capteurs sélectifs, I'intérét a enfin été porté sur la réponse spectrale des spores.

Les différentes particules en suspension dans l'aérosol ayant des spectres d’absorption
différents, utiliser la spectroscopie infrarouge devrait en effet permettre de discriminer une
spore potentiellement nuisible d’une autre particule inoffensive. Dans ce contexte, le Chapitre
D a porté sur I’étude de la réponse optique des spores d’une part, puis sur la réponse des
guides d’onde vis-a-vis du dépdbt de spores sur leur surface d’autre part. Concernant I'étude
spectrale des spores, une forte diffusion a été observée dans la gamme du proche infrarouge
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(0,8-2,5 um). Cette diffusion de Mie est sensible a la morphologie et a la structure des
particules (taille, forme, rugosité, organites): une étude plus poussée des spectres de
diffusion pourrait donc permettre de discriminer des spores de différentes espéces, mais la
gamme du moyen infrarouge, entre 2,5 et 20 um, serait plus propice. En effet, dans cette
gamme, les absorptions des molécules constitutives des spores peuvent facilement étre
identifiées. Les matériaux chalcogénures choisis pour réaliser les guides d’onde étant
transparents jusque 16 um environ, il sera donc, a terme, judicieux d’étudier la réponse
spectrale en sortie des guides entre 2,5 et 16 um. Mais dans le cadre de cette thése, les guides
d’onde n’ont pu étre éprouvés que dans la gamme allant de 1 a 2 um environ. |l est a noter
gue la technologie n’est de toute facon pas mature dans le moyen infrarouge ou sources et
détecteurs peu onéreux font encore défaut. Travailler dans le moyen infrarouge se traduirait

donc par des co(ts trés importants, incompatibles avec les applications agricoles.

Pour conclure ce travail de thése, des spores de Magnaporthe ont été déposées sur la surface
d’un guide d’onde de fagon répétée, et les spectres en sortie du guide ont été enregistrés.
Comme attendu, étant donné que la diffusion domine dans cette gamme de longueurs
d’onde, aucune information directe n’a pu étre obtenue. En revanche, grace a l'analyse
multivariée, il a été possible de corréler la réponse optique des guides avec les dépots des
spores. |l a donc été montré que les guides d’onde étaient sensibles au dép6t de spores sur

leur surface, ce qui constitue un premier résultat encourageant.

Ces premiers tests de détection ouvrent de nombreuses perspectives : (i) I'instabilité du banc
de mesure a pu étre identifié. Plus de 99% des variations d’intensité sont en effet provoquées
par des instabilités mécaniques entre les différentes optiques. Connecter les faces d’entrée et
de sortie des guides d’onde permettrait une amélioration majeure du systéme de détection.
(ii) La gravure des guides d’onde s’accompagne d’une rugosité sur les flancs des guides. Cette
rugosité, de I'ordre de 0,3 um d’apres les analyses AFM, est modifiée lorsque des spores sont
immobilisées sur les flancs. Cela induit une modification du signal transmis, qui se traduit par
une augmentation du bruit. Réduire la rugosité des flancs des guides, mais aussi comprendre
les phénomeénes induits par ces rugosités sur le signal transmis pourrait permettre d’optimiser
la réponse des guides vis-vis du dépot des spores. (iii) Envisager des structures guidantes avec

des géométries plus complexes permettant d’augmenter l'intensité du champ évanescent
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pourrait améliorer la détection. Dans notre configuration, la fraction de I'intensité lumineuse

se propageant sous forme évanescente est en effet seulement de I’ordre de 10°°.

Des questions restent par ailleurs en suspens. Les guides d’onde fonctionnalisés n’ont en effet
pas encore été testés. Il reste donc a vérifier que la silanisation de surface ne compromet pas
le bon guidage des guides. Il faudra ensuite vérifier si 'augmentation du taux d’immobilisation

des spores sur les guides fonctionnalisés permettra effectivement d’augmenter la sensibilité.
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Annexe B.1 : Protocoles détaillés de la fonctionnalisation des surfaces Ge-Se-Te

Voie peptidique :

Les peptides sont synthétisés par Genecust™. Une solution de 100uL de peptide biotinylé est
déposée sur la surface Ge-Se-Te. Ces peptides sont dilués dans une solution standard de
PBST/10 (Phosphate Buffer Saline Tween®20) a raison de 20uM. Apreés une heure d’incubation

a température ambiante, les surfaces sont rincées avec 1 ml de PBST, puis 1 ml d’eau distillée.

Lamelle de microscope
1-Dépdt par co-évaporation

——
3um GezsSes5Tezg
2-Incubation peptide
. . . -
. s* R I ————
L
Peptides biotinilés 1H @ 20uM ([PBST/10] 3-Incubation BSA

(LLA-bio ou SVS-bio)

Q,CJ‘?‘ %c;?- & g

I ——)
&t
Baovin Serum albumin 1H @ 20uM [PBS/10]
4-Incubation STV
' .%6“ } & G’??'.
S —
Streptavidine 1H @ 50uM [PBS/10]

Protocole de fabrication des surfaces fonctionnalisées avec les peptides.

Voie organosilane :

Dans le cas de I'organosilane APTES, la surface Ge-Se-Te subit d’abord un plasma oxygene de
120 Watts pendant 10 minutes. Ce plasma permet la formation de groupements hydroxyles,
démontrée par une tres forte mouillabilité (WCA < 10°).

Les solutions d’APTES (99 % pureté, Sigma-Aldrich™) sont préparées dans du toluene (0,5 %

v/v). 100uL sont déposés sur la surface. Aprés 12 heures d’incubation a température
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ambiante, la surface est rincée avec 1 ml de toluéne, 1 ml d’eau distillée, puis mise a I'étuve
pendant 15 minutes a 115°C.

Enfin, le précurseur biotinylé, a savoir la NHS-biotine, est dilué dans du DMSO
(diméthylsulfoxyde) a raison de 100uM. 100 uL sont déposés sur la surface. Aprés une heure

d’incubation a température ambiante, la surface est rincée avec 1 ml de DMSO, puis 1 ml

d’eau distillée.

Lamelle de microscope

1-Dépot par co-évaporation

h S

3um Gez55e55Te20 ) 2-Plasma oxygéne

5 5 § & 3

S

10 mins @ 0,6 mbar & 120W ) 3-Drop Casting APTES

H s @.\
Hy OIEH‘ E SJ "r
v A e
D_T‘\_\ g o o 0o -
_‘ ———
H-:‘/n 'WH:
APTES 12H @ 0,5 (v/v) [Toluéne] + 15min @ 110°C
s *
4-Incubation IS % ..
NHS-biotine 3
v
SiSieg-f
¢ o b & &
o ~+% 4 e e ——
[ B | i
e H
o s
_bhioti 1H @ 100uLl [DMSO]
NHS-biotine H S-Incubation e °*
BSA S SR
VPSS
A TEe-F
& & *ﬁeﬁ? b
& &
Bovin Serum albumin 1H @ 20uM
uM [PBS/10] 5% 3
4-Incubation [ 4?‘) £
Streptavidine . ' l\f':}
z % e
Vo4 S
-fs'\ SI:I‘\O_JSI
&S 0 o o el
Streptavidine 1H @ 50uM [PBS/10]

Protocole de fabrication des surfaces fonctionnalisées avec I’APTES
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Puis, pour les deux voies :

Une fois les molécules de biotine potentiellement accrochées sur les surfaces chalcogénures,

les deux voies de fonctionnalisation se déroulent selon le méme protocole :

- Une solution de protéine BSA (Bovin Serum Albumin, 66 kDa, Fluka™) est préparée
par dilution dans une solution standard de PBS/10 (Phosphate Buffer Saline) a raison de
20uM. 100uL sont déposés sur la surface, et laissés pendant une heure a température

ambiante. Les surfaces sont ensuite rincées avec 1 mL de PBS puis 1 mL d’eau distillée.

- Une solution de protéine STV (Streptavidine, 53 kDa, Sigma-Aldrich™) est préparée
par dilution dans une solution standard de PBS/10 a raison de 20uM. 100uL sont déposés sur
la surface et laissés pendant une heure a température ambiante. Les surfaces sont ensuite

rincées avec 1 ml de PBS puis 1 ml d’eau distillée.
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Annexe B.2 : Caractéristiques des pointes OMCL-AC240TS & Parametres des

scans en tapping-mode

Les pointes OMCL-AC240TS sont accrochées sur des puces millimétriques pour faciliter leur
manipulation. Ces pointes sont constituées d’un micro-cantilever en silicium de 240 um de
long, 40 um de large et 2,3 um d’épaisseur. La constante d’élasticité nominale est de 2 N.m™
et la fréquence de résonance est située autour de 70 kHz. La surface de cette micro-poutre est
recouverte d’aluminium pour réfléchir au mieux le spot laser sur les 4 photodétecteurs. La

topographie de la surface est enregistrée grace a un capteur piézoélectrique asservi a

I"amplitude de I'oscillation de la pointe.

Dans notre étude, avec les images de 500 nm par 500 nm, ces pointes balayent la surface
d’intérét a une vitesse d’une seconde par ligne, correspondant & 1,2 um.s™*. Cette vitesse est
suffisamment faible pour suivre les aspérités présentes sur la surface. 256 lignes sont

digitalisées sur 512 pixels. La résolution de I'image est d’environ 2 nm? par pixel.
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Annexe B.3 : Images 2 x 2 um? AFM

B O A i M ®
i
3 Vo‘s(\/\NN; O P20
Lo X

APTES + NHS-Bio

' ) o |
\ 1 l A 4l e A | m i, \ I !‘ | | ", I
B Ol o ‘."M* Woa il ge U’,'f",l’"\x' g s v”'"‘,’. go ll\t‘ ,.'k.v \ ”"'J\'\,!.»'A\\;‘r’"r i ""\'L

Al 3 3
Topographie des surfaces et profils de hauteur des images 2 x 2 um? pour : Ge-Se-Te avant
fonctionnalisation (a) puis aprés incubation avec le précurseur LLA-biotine (b) puis aprés
incubation avec les protéines BSA et STV (c). Ge-Se-Te avant fonctionnalisation (d) puis aprés
incubation avec le précurseur SVS-biotine (e) puis aprés incubation avec les protéines BSA et
STV (f). Ge-Se-Te avant fonctionnalisation (g) puis aprés fonctionnalisations avec les deux

précurseurs APTES puis NHS-biotine (h) puis apres incubation avec les protéines BSA et STV (i).
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Annexe B.4 : Assignation exhaustive des pics présents sur le spectre XPS de la

surface de référence Ge-Se-Te non fonctionnalisée

Energie de liaison
(ev)
1005
996
972
871
820
601
593
584
573
556
531
400
389
360
344
313
297
285
256
246
230
198
179
170
167
161
153
138
123
115
110
103
74
55
41
31
24

Indexation

TeMNZ2, Te3s
TeMN1
OKL1
Te3pip
Te3psp
Te3ds/; sat
Te3ds/; sat
Te3ds;2
Te3ds),
O1ls sat
O1s
N1s
?

?

Ge LM4
GelLM1
SeLM6
Cls
SeLM4
?
Se3s
GelLMM
SelLM?2, Ge3s
Teds
Se3pi/2
Se3p3/z
Si2s
SelLM1
Ge3p3
?
GelLMM, T4ps,2
Si2p
GelLMM
Se3d
Tedd
Ge3d
02s
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Annexe B.5 : Shift des orbitales du Tellure vers des plus grandes énergies de

liaisons, traduisant un environnement chimique plus électronégatif

Se3d Tedd Ge3d 0O2s

1000000

——TEOS

OTMS + TEOS
——APTES
—— Référence

500000 <

Intensité (coup/s)

70 80 50 40 20 20 10 0
Energie de liaison (eV)

Shift de I'orbitale Tedd pour les trois surfaces fonctionnalisées.

La nouvelle forme de ces pics Te4d traduit I’apparition d’un nouvel environnement chimique,
a savoir Te-O. Ces spectres (zooms du survol) ne sont malheureusement pas suffisamment
résolus pour réaliser une déconvolution. Les pics orbitales Se3d et Ge3d sont certes peu

intenses apres fonctionnalisation, mais ne présentent pas de changements significatifs.

Te3pyy Te3py);

< <1

1
!
1

1
!
1
:
950000 .
1
:
1
900000

850000 +

Intensité (coup/s)

800000+

T . T . T T
900 880 860 840 8
Energie de liaison (eV)

Shift de Iorbital Te3p pour les trois surfaces fonctionnalisées

Encore une fois, apres fonctionnalisation, on suppose la coexistence de deux environnements

pour le tellure, a savoir Te-O et Te-Se.

194



Annexe D.1 : L’Analyse en Composante Principale (ACP, ou PCA en anglais)

Face a une dizaine ou une centaine de spectres, extraire visuellement linformation
spectrale utile est rapidement délicat. C'est pourquoi la spectroscopie utilise les outils
mathématiques et statistiques de la chimiométrie. L'ACP, I'Analyse en Composantes
Principales, est une méthode d’analyse multivariée exploratoire et descriptive. L'ACP permet
de réduire la dimensionnalité d’un jeu de données, en I'occurrence d’un jeu de spectres dans
notre cas. Les spectres ont autant de variables que de longueur d’ondes, et I'objectif de I’ACP
est de réduire ces variables en composantes principales, dont quelques-unes seulement
expliquent les variances entres les spectres. Il s’agit donc d’'un changement de repére, avec de
nouvelles variables latentes peu nombreuses qui sont des combinaisons linéaires des variables

initiales.

Pour aborder les mathématiques s’opérant pendant cette réduction de dimensionnalité,
I’écriture matricielle est privilégiée. Ainsi, 'ensemble des données initiales sont représentées
par une matrice X, de dimensions N x P : N correspondant aux observations (intensités du
signal optique) et P aux variables (longueurs d'onde). La réduction de dimensionnalité se

formalise via I’équation suivante :
X=T.P'+E

Les matrices T (les nouvelles intensités) sont appelées scores et les matrices P (les nouvelles
variables) sont appelé loadings. La matrice E est la variance résiduelle, qui représente le bruit
résiduel. La figure ci-dessous représente I'écriture matricielle pour une décomposition en trois

composantes :

195



L’ACP maximise les variances entres les spectres pour identifier les composantes principales.
D’un point de vue mathématique, la réalisation de I'ACP s’effectue par diagonalisation du
produit scalaire X'X, qui correspond a la matrice de variances-covariances. Dans notre étude,
cette diagonalisation est réalisée par un algorithme SVD pour Singular Value Decomposition

(ou décomposition orthogonale aux valeurs propres).
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RESUME
Pour réduire la quantité de produits phytosanitaires utilisés en agriculture, ce travail propose

de vérifier la faisabilité de micro-capteurs optiques pour détecter les spores des champignons
phytopathogénes. Les briques de base de ces micro-capteurs optiques sont des guides d’onde
infrarouges a base de couches minces chalcogénures. Le principe de détection est basé sur
I'interaction entre les spores immobilisées sur la surface des guides et la lumiére qui voyage
en leur surface, appelée onde évanescente.

Pour augmenter le taux d’'immobilisation des spores, la chimie de surface des composants a
été modifiée. Les tests ont montré que I'immobilisation des spores était plus importante en
rendant les guides plus hydrophobes ou les zones entre les guides plus hydrophiles. La
diffusion des spores, observable dans le proche infrarouge, a par ailleurs été détectée par les
guides d’onde, méme si sa contribution est tres faible.

MOTS-CLES

Couches minces chalcogénures, Guides d’onde, Spores, Organosilanes, Fonctionnalisation de
surface, Détection Infrarouge

ABSTRACT

The visual inspection of leaves from sick plant is still the most common way for pathogen
detection. Unfortunately, this method is too late, relating you that the fungi arrived several
days ago. Therefore, the spreading of phytosanitary inputs in fields should comprise a
significant part of preventive treatment. In order to reduce unnecessary use of hazardous
chemistry, one should insure early detection of plant diseases. We propose to detect fungi
spore with optical waveguides made of chalcogenide materials by using infrared light that
could be disrupted by whatever is immobilized on the waveguide.

To capture the fungi spores on the detector, we modified the surface chemistry of the
chalcogenide. We achieved high spores immobilization when the chalcogenide surface is more
hydrophobic. Then, when spores fall down on the waveguide, we demonstrate that the
infrared light carry information about the spores presence.

KEY-WORD

Chalcogenide thin films, Waveguides, Spores, Organosilanes, Surface functionalization,
Infrared Detection
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