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Introduction générale

Un objet chiral est un objet qui n’est pas superposable a son image par un miroir plan.
Différents objets chiraux sont observables dans la vie quotidienne comme les ciseaux, les
écrous ou encore les coquilles d’escargot. Les énantioméres correspondent aux deux
configurations possibles des objets chiraux: les mains gauches et droites par exemple.
D’ailleurs, étymologiquement, le mot chiralité provient du grec ancien kheir qui signifie main.
Dans le monde du vivant, I'expression la plus connue de la chiralité est la présence d’atomes
de carbone asymétriques. Un carbone asymétrique est un atome de carbone en configuration
tétraédrique qui est lié a quatre groupements différents: deux configurations (R et S)
d’arrangement dans I'espace sont alors possibles donnant lieu a deux énantiomeres. Les
carbones asymétriques se retrouvent dans la majorité des molécules organiques de base
(sucre, acides aminés...). Si le vivant ne produit qu’un énantiomére, la chimie tend a ne
produire que des solutions racémiques (mélange des deux énantioméres). Or, certains
énantiomeres sont toxiques, il est donc crucial de pouvoir différencier les molécules
synthétisées.

A l'échelle supra-moléculaire, il se rajoute une structuration a I'échelle de la molécule appelée
structure secondaire a savoir la structure tridimensionnelle adoptée par une molécule
I’exemple emblématique étant la double hélice de ’ADN. Mais d’une maniere générale, sous
certaines conditions, les biomolécules composant le vivant possedent également une
structure secondaire : c’est le cas des peptides et des protéines.

Les biomolécules trouvent de nombreuses applications dans le secteur industriel et plus
particulierement dans le biomédical. Par exemple, la lutte contre les infections nosocomiales
nécessite I'étude de peptides antimicrobiens qui ont un potentiel bactéricide tout en évitant
I'antibiorésistance. Leur structure secondaire joue un réle important dans leur activité. Par
conséquent, la détection de la chiralité et de cette structure secondaire bénéficierait
grandement au secteur biomédical.

Depuis le XIXe™e siécle et les travaux de Louis Pasteur, détecter la chiralité est réalisable en
solution a I'aide de la détermination du dichroisme circulaire qui est la grandeur d’intérét. La
détection s’effectue grace a une méthode chiroptique: la mesure de la différence
d’absorption associée a deux polarisations circulaires opposées (droite et gauche) de la
lumiére. Cette différence est faible, mais du fait de son importance dans la caractérisation de
la chiralité des biomolécules, de nombreux appareils commerciaux ont été développés qui
permettent de mesurer le dichroisme circulaire sur des molécules en solution.

Cependant, dans de nombreux domaines, comme la biodétection ou encore la lutte contre la
prolifération bactérienne nocive en milieu médical ou dans I'industrie navale, c’est I’étude de
la chiralité d’espéces adsorbées sur des surfaces qui est cruciale. Pour étudier la structure
secondaire d’une espece biologique adsorbée sur une surface, aucun appareil n’existe. Ceci
est d{ a la faible signature optique couplée a un faible taux de recouvrement surfacique. Afin
de permettre cette caractérisation, I'exacerbation du signal associé au dichroisme circulaire
des objets adsorbés est primordiale.



La détection par des méthodes optiques d’espéces biologiques, adsorbées sur des surfaces est
largement étudiée en laboratoire ou en industrie. Pour cela, I'utilisation de la résonance de
plasmon de surface localisée est en plein essor grace a I'exacerbation de la réponse d’un
composé biologique greffé sur une nanoparticule métallique. Des détecteurs compacts et
faciles d’utilisation utilisant cette propriété existent désormais a grande échelle. Les tests
antigéniques et sérologiques rapides destinés au diagnostic du COVID-19 mettent cette
technique a profit : les propriétés colorimétriques des nanoparticules métalliques permettent
de se passer d’un laboratoire d’analyse.

Pour détecter la chiralité en surface, I'utilisation conjointe de la résonance plasmonique de
surface localisée et des propriétés polarimétriques de la lumiere semble prometteuse.

L'objectif principal de cette thése est d’étudier comment la conformation de molécules
biologiques au voisinage de surfaces peut modifier la réponse polarimétrique de cette surface.
A cette fin, des surfaces planes pseudo-chirales (i.e. recouvertes de réseaux de résonateurs en
U en or) ont été utilisées. Le travail effectué est présenté dans ce manuscrit qui se divise en
six parties :

e Le manuscrit est introduit par une mise en contexte et un état de I’art bibliographique.
Le premier Chapitre justifie le potentiel des peptides antimicrobiens. Sont également
présentés les différents choix possibles de surface afin de détecter la chiralité
d’espéces adsorbées en surface. La nécessité d’obtenir optiguement une information
a la fois polarimétrique et spectroscopique est explicitée.

e Le deuxieme Chapitre est consacré a la caractérisation théorique et numérique de
métasurfaces composées de réseaux de résonateurs en U. L'origine des différents
modes de résonance et du dichroisme circulaire intrinseéque des nanostructures y est
étudiée. En outre, le champ proche est calculé a I'aide de simulations par éléments
finis. Enfin, la dépendance au changement de l'indice du milieu environnant des
résonateurs sur leur réponse polarimétrique est décrite.

e Le troisieme Chapitre permet de mettre expérimentalement en application les
différentes propriétés des meétasurfaces présentées au deuxieme Chapitre. En
particulier, les propriétés de symétrie et de sensibilité y sont présentées permettant
ainsi de proposer la mise en place d’une cellule liquide pour réaliser une mesure in-
situ.

e Le quatrieme Chapitre est consacré aux résultats principaux de ce travail c’est-a-dire
la modification de la réponse polarimétrique apres adsorption de peptides
antimicrobiens sur la surface. La caractérisation du greffage est réalisée et analysée a
partir de mesures obtenues par ellipsométrie généralisée. Une discussion a propos de
la détection de la structure secondaire des peptides est présentée.

e Le cinquieme Chapitre présente des travaux similaires réalisés pour d’autres objets
biologiques. En I'occurrence, des protéines et des vésicules extracellulaires. Une
comparaison des résultats pour les différentes especes biologiques est réalisée.

e Enfin, le sixieme et dernier Chapitre présente la construction d’un p-polarimetre de
Mueller qui permettra a terme de mesurer les propriétés polarimétriques des
échantillons pour tous les angles d’incidence a I'aide de I'optique de Fourier. Dans
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I'état, il est présenté une premiere étude en transmission ainsi que le début du
travail permettant I'imagerie du plan de Fourier.
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Chapitre 1 : Contexte et étude
bibliographique
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Partie 1. Contexte

L'approche bio-inspirée qui consiste a associer des biomolécules a des surfaces pour leur
conférer une activité biologique nécessite de maitriser I'interaction et confere donc a I'étude
de molécules au voisinage de surfaces un intérét sociétal majeur. Plus particulierement,
I’étude de peptides antimicrobiens est cruciale puisqu’elle trouve des applications multiples
dans la prévention des infections nosocomiales dues a la résistance antibactérienne ou dans
I'industrie navale pour la lutte anti-biofilms. Dans ce qui suit, seront retracées brievement
I’origine du combat contre les bactéries et la nécessité d’étudier de nouveaux agents. Ensuite,
seront abordées les différentes stratégies de greffage de ces peptides sur des surfaces. Une
revue (reproduite en Annexe 5) a été publié dans ce cadre [1]. Enfin, le choix d’étudier des
temporines thiolées comme exemple de peptides antimicrobiens sera justifié.

1. Larésistance antibactérienne : les peptides antimicrobiens comme

solution ?

Le premier antibiotique découvert est attribué a Alexander Fleming qui aurait caractérisé
« par accident » la pénicilline, dessinée sur la Figure 1, en 1928. Les premiéeres utilisations ont
eu lieu a partir des années 1940. Le prix Nobel de médecine de 1945 fut alors décerné a Ernst
Boris Chain, Alexander Fleming et Howard Walter Florey pour I'utilisation de cet antibiotique
dans la lutte contre des infections bactériennes. Dorothy Crowfoot en a déterminé la structure
des 1945. Des maladies, longtemps incurables, sont désormais soignées plus ou moins
efficacement. De nombreux antibiotiques sont utilisés afin de guérir des infections et cela a
révolutionné la médecine. Par exemple, il est maintenant possible de soigner des maladies
bactériennes plus ou moins dangereuses a voie aérienne (I'angine [2], 'otite [3], la sinusite
[4], la pneumonie [5] ou bien la tuberculose[6]), du

tube digestif (I'ulcere [7]), a voie cutanée (I'abces @) @)

[8]) ou encore sexuellement transmissibles (la

syphilis [9]). N OH
Malheureusement, aprés  |'apparition  des NH

antibiotiques, il advient inexorablement quelques /&

années plus tard la résistance bactérienne a ces 5 S

agents et ce a cause de la prescription a outrance et
de la mauvaise utilisation de ces médicaments dans
la population humaine et animale. Dés 1950, des cas
de bactéries résistantes furent rapportés [10].
Depuis, ce phénomeéne est considéré comme un
probleme de santé majeur dans le monde entier. L’'Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
en 2014 [11], publiait un rapport concernant une surveillance mondialisée nécessaire a propos
de cette résistance. C'est, selon 'OMS, une menace qui pése sur la santé mondiale, la sécurité
alimentaire et I'inégalité de développement mondial. Il est admis que ce phénomene naturel
est largement amplifié par I'utilisation et surtout le mauvais usage de ces médicaments dans
la société humaine et chez I'animal. Par exemple, le traitement de pneumonies, de
tuberculoses ou bien de salmonelloses se complique avec le temps et le développement de
bactéries résistantes. En outre, ce fléau ne touche pas seulement le secteur médical associé

Figure 1: Formule de la pénicilline :
premier antibiotique découvert au
XX&me sidcle.
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au traitement direct des infections bactériennes : une grande menace plane sur le milieu
hospitalier avec la prolifération de bactéries résistantes au sein des établissements de santé.
Le rapport de Santé publique France de 2017 a propos des infections nosocomiales (un
nouveau rapport doit étre publié en 2022) chiffre a 5 % le nombre de patients infectés dans
des établissements de santé francais [12] avec une majorité de personnes touchées par les
micro-organismes Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Sur ces infections, environ 20 %
seraient concernés par des souches résistantes a certains antibiotiques connus. En novembre
2019, Santé publique France viag un rapport éditorialisé par Céline Pulcini [13], présentait les
stratégies francgaises pour lutter contre cette antibiorésistance. Deux ressorts sont présentés :

e ['utilisation correcte des antibiotiques
e La prévention de l'infection et la limitation de la transmission bactérienne

Concernant le premier point, la prescription et I'utilisation des médicaments antibiotiques
sont mieux cernés qu’autrefois. Entre 2000 et 2005 la consommation d’antibiotiques dans la
population a diminué d’environ 10 % mais elle est désormais stable en médecine de ville (qui
concerne 90 % de la prise d’antibiotiques par la population). L’exposition des animaux a ces
médicaments est, quant a elle, en bonne voie puisqu’entre 2008 et 2018, une diminution de
42 % a eu lieu. Cette diminution est encourageante mais ne se répercute pas encore assez
dans la prolifération de bactéries résistantes. Les pollutions environnementales, en
I'occurrence des eaux de surface par des antibiotiques, semblent aussi jouer un réle
prépondérant.

Un biofilm est composé d’une colonie de micro-organismes au sein d’'une matrice de
substance polymérique extracellulaire qu’ils produisent [14]. Les biofilms protégent les
bactéries d’un environnement parfois hostile. Certains biofilms se formant en surface lors
d’une infection renforcent la résistance aux traitements: en fait des micro-organismes
composants ce biofilm affectent des millions d’individus via des infections bactériennes [15],
le plus souvent par I'intermédiaire de dispositifs médicaux implantés dans le corps [16], [17].
Pour prévenir les infections dues a des dispositifs médicaux comme les protheses de hanche,
les implants mammaires, les couronnes dentaires ou méme les pansements, 'utilisation de
solutions alternatives aux antibiotiques classiques permet d’éviter la formation d’un biofilm
bactérien. L'antifouling permet de prévenir cette apparition soit en exercant une activité
antiadhésive, soit en exercant une activité bactéricide. Les peptides antibactériens (AMPs
pour Anti Microbial Peptides) possedent les qualités requises pour exercer ces activités. Ce
sont des peptides amphiphiles de petite taille (12-100 acides aminés) composant une des
premieres lignes de défense de nombreux organismes [18]-[20]. Dans les années 1980, le
premier peptide antimicrobien fut isolé depuis la grenouille Xenopus laevis : la magainin qui
est un peptide composé de 23 acides aminés [21]. A ce jour, la base de données sur les
polyméres antibactériens (APD, http://aps.unmc.edu/AP/) liste 3273 AMPs avec 369
provenant de bactéries, 5 AMPs d’archées, 8 de protista, 22 de fungi, 361 de plantes et enfin
2424 d’animaux, la principale source d’AMPs. Ces peptides ont des propriétés anti biofilms,
antiprotozoaires [22], [23], antibactériennes [24], antivirales [25], antifongiques [26],
antiparasites [27], anticancéreuses [28], antioxydantes [29], chimiotactiques [30], insecticides
[24] ou méme curatives [31]. Le caractére généralement non spécifiqgue du mécanisme
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d’action limite I'apparition de résistance bactérienne [32]. Par exemple, apres 60 ans
d’utilisation clinique de la tyrothricin, aucune résistance n’a été découverte [33]. En revanche,
prudence est de mise et des vérifications doivent régulierement étre réalisées pour ne pas
tomber dans cet écueil [34], [35].

Afin d’utiliser des peptides antimicrobiens sur des surfaces, une réflexion sur la stratégie de
greffage a adopter est nécessaire. En effet, pour prévenir I'accroissement de biofilm sur des
systemes biomédicaux, différents choix sont possibles. Ces différentes stratégies sont
résumés dans une revue publiée en 2021 intitulée « Strategies for Antimicrobial Peptides
Immobilization on Surfaces to Prevent Biofilm Growth on Biomedical Devices » [1], cette revue
est en Annexe 5 du travail de thése et elle est trés brievement résumée dans la sous partie
suivante.

2. Quelles stratégies de greffage pour les peptides antimicrobiens ?
Plusieurs stratégies de greffage existent pour utiliser les propriétés des peptides
antimicrobiens :

Une approche en chimisorption via une préfonctionalisation de la surface
Une approche en chimisorption via une modification du peptide

Une approche en physisorption

Une approche couche-par-couche

P wnNe

Ces différentes approches sont détaillés dans la revue en Annexe 5 [1]. Les peptides
antimicrobiens possedent des propriétés prometteuses en matiere de prévention contre la
formation d’un biofilm et en tant que traitement antibiotique. L'approche covalente (par
chimisorption) possede plus d’avantages : cette technique d’immobilisation semble étre celle
a utiliser. Par conséquent, dans le cadre du travail de these présenté ici, les biomolécules ont
été greffées sur des surfaces en utilisant la chimisorption. C’'est une des plus-values de ce
travail de these : I'étude de la conformation de biomolécules attachées de maniére covalente
et non pas physisorbées ou déposées par enduction centrifuge (spin-coating) comme dans
d’autres travaux présents de la littérature [36], [37].
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3. Les temporines : un candidat naturel
Plus d’un millier de peptides antimicrobiens issus de la sécrétion de peaux de grenouilles sont
étudiés depuis quelques décennies [38], [39]. Les défauts perpétuels de ces peptides sont leur
taille (souvent plus de 40 acides aminés) et leur
cytotoxicité ce qui complique leur utilisation
dans le domaine biomédical pour une
application anti-infectieuse. Les temporines
(Figure 2 (a)) sont de petits peptides
antimicrobiens (famille d’AMPs allant de 8 a 17
résidus d’acides aminés) prometteurs dans le
cadre de la lutte contre les infections
nosocomiales. lls ont été identifiés pour la
premiere fois via les grenouilles Rana Erythruea

Figure 2 : Présentation de la temporine via
(a) sa structure, (b) I'animal dont elle est  [40] et Rana Esculenta [41]. Ces peptides

originaire et (c) une des maladies qu'elle  permettent par exemple de combattre Ia

combat. Leihmania (Figure 2 (c)), une maladie de la peau.

Cette famille possede un effet antibactérien

puissant et a large spectre contre les bactéries a Gram positif et négatif ainsi que contre les

levures et parasites impliqués dans la leishmaniose [42]. Ceci se vérifie notamment pour les

temporines-Sh issues de la grenouille Pelophylax saharicus (Figure 2 (b)). Six membres de cette
famille sont connus a ce jour (Tableau 1) :

Tableau 1 : Temporines Sh connues a ce jour avec la séquence associée et le nombre de

résidus.

Nom du peptide Séquence Nombre de résidus
Temprine-Sha FLSGIVGMLGKLFamide 13
Temprine-Shb FLPIVTNLLSGLLamice 13
Temprine-Shc FLSHIAGFLSNLFamide 13
Temprine-Shd FLPAALAGIGGILGKLFamige 17
Temprine-She FLPALAGIAGLLGKIFamide 16
Temprine-Shf FFFLSRIFamide 8

L’association de ces temporines-Sh a des surfaces doit se faire en préservant leur activité
antibactérienne apreés greffage.

En 2014, Lombana & al. [43] ont fonctionnalisé des surfaces d’or avec des temporines Sha
dans le but de créer une surface antibactérienne. Deux stratégies de greffage principales ont
été utilisées et sont résumées dans la Figure 3 (reproduite depuis [43]). La premiére est de
fonctionnaliser I'or par un thiol acide (MUA) et ensuite de greffer le peptide via les
groupements amine NH> (a) La seconde est de fonctionnaliser I'or par un thiol amine (MUAM)
et ensuite de greffer le peptide via les groupements carboxyles COOH (b). lls concluent que
plus de temporines sont greffées pour I'orientation C-terminal (Cter) que pour I'orientation N-
terminal (Nter).
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Figure 3 : Deux stratégies d'accroche des temporines Sha via (a) le groupement amine et (b)
le groupement carboxyle (reproduite depuis [43]).

En 2018, Masurier & al. [44] ont montré la possibilité de greffer la temporine Sha via un
groupement chimique supplémentaire sur des sites de surface spécifiques. Les auteurs ont
observé des différences d'activité antibactérienne lors d’un greffage via un site spécifique ou
un autre. La stratégie de greffage en une étape de temporine-Sha est la suivante : une surface
de titane est fonctionnalisée par un groupe dime-thylhydroxysilane, dans la tentative de faire
réagir directement la surface modifiée avec le peptide. Cependant, les liaisons Si-O-Ti formées
peuvent étre facilement hydrolysées, et donc la densité de greffage réduite aprés incubation.
Pour réduire cet écueil, le substrat en titane a été recouvert de silice avant I'immobilisation
du peptide permettant la formation de liaisons Si-O-Si a la place de Si-O-Ti. Ces nouvelles
liaisons, bien que toujours hydrolysables, sont beaucoup plus fortes que Si—O-Ti. La
spectroscopie de photoélectrons X (XPS) a été utilisé pour confirmer la réussite du greffage et
mesurer |'épaisseur du revétement de silice et la densité de surface. Indépendamment de
I'orientation des molécules greffées (greffage par Cter, Nter ou milieu de séquence), la densité
surfacique moléculaire déterminée et le nombre de molécules greffées étaient similaires. Ils
ont également observé une meilleure interaction avec la membrane bactérienne et donc une
activité antibactérienne plus élevée lorsque le diméthylhydroxysilane est introduit en milieu
de séquence, plutot qu'en Cter ou en Nter.

En outre, en 2019, Oger & al. [45] ont publié des travaux concernant le greffage de temporines
Sha sur des surfaces d’or. lls observent que [l'utilisation d’'un peptide synthétique en
configuration D (Dextrogyre) permet d’augmenter I'activité antibactérienne de 15 %. De plus,
cet énantiomere semble réduire de pres de 50 % I'adhésion bactérienne. D’autres études
montrent que la chiralité associée au peptide antimicrobien influe sur [Iactivité
antibactérienne. En 2021, Li & al. [46] ont comparé le peptide marin N6 (N6NH2) C-terminal
et son énantiomere D, ils trouvent une activité exacerbée pour I'’énantiomére pur. En 2017,
Mohamed & al. [47] trouvent une activité antibactérienne renforcée pour I'énantiomere D du
peptide RR4 (12 acides aminés). En 2011, Huang & al. [48] démontrent également la
différence d’activité entre deux énantiomeres L (Lévogyre) et D d’un peptide antimicrobien
synthétique.

Par conséquent, I’étude de la configuration en surface de peptides antimicrobiens semble
étre un enjeu pour mieux comprendre et appréhender cette activité antibactérienne
différente suivant I’énantiomére choisi.
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Les temporines possedent une structure secondaire en hélice a et cette structure est
détectable lorsque le solvant utilisé est adéquat (souvent un solvant organique ou membrano-
mimétique). Des mesures de dichroisme circulaire en solution dans 'ultraviolet ont permis de
détecter les structures secondaires de diverses temporines-Sh dans différents solvants :

e SHa dans un mélange DMPC:DMPG (dimyristoylphosphatidylcholine: dimyristoyl-I-a-
phosphatidylglycerol) 3 :1 [49],

e SHa, Shb et Shc dans des mélanges 40 % TFE (2,2,2-Trifluoroéthanol) et 80mM SDS
(Dodécylsulfate de sodium) [50]

e Shd dans DMPC:DMPG 3 :1 et 80mM SDS [51]

e She dans DMPC:DMPG 3 :1 et 80mM SDS [52]

e Shf dans 80mM SDS et 120mM DPC (Dodecyl phosphocholine) [53], [54]

La structure secondaire de ces biomolécules chirales est donc détectable selon certaines
conditions en solution. La détermination de la structure en hélice a de temporines SHa L et D
dans du PBS (Tampon phosphate salin) et du TFE 40 % a été réalisée et est présentée dans le
Chapitre 4 du manuscrit.

L’enjeu est désormais de pouvoir connaitre la structure secondaire en surface aprées greffage.

Partie 2. Des métasurfaces plasmoniques aux formes

originales pour détecter la chiralité en surface
On souhaite pouvoir détecter la structure secondaire ou a minima la signature de la chiralité
d’une biomolécule lorsqu’elle est adsorbée sur une surface.

Actuellement, la détection s’effectue en solution en mesurant de la différence d’absorption
associée a deux polarisations circulaires opposées (droite et gauche) de la lumiere (comme
expliqué dans I'introduction générale). Cela est su depuis le XIX™¢ siécle : Louis Pasteur [55],
a la suite des travaux d’Augustin Fresnel sur la lumiére polarisée circulairement et de Jean-
Baptiste Biot qui relia la déviation du plan de polarisation a la concentration d’une solution,
observe que le plan de polarisation de la lumiére tourne du méme angle mais dans un sens
opposé en fonction de I'énantiomere analysé. Tous les spectrometres CD (Dichroisme
Circulaire) utilisés actuellement utilisent ce principe pour détecter la conformation associée
aux molécules mesurées. Cependant, cette méthode est limitée par la faible différence
d’absorption entre deux énantioméres : de I'ordre de 1073 sur un spectre d’absorption. Le
signal est faible et se rapproche des limites de détection de nombreux spectrometres :
plusieurs mesures consécutives sont nécessaires pour observer un signal suffisant. De surcroit,
en surface, la quantité de biomolécules est limitée par un taux de recouvrement. Par
conséquent, la différence d’absorption pour de la lumiere polarisée circulaire droite et
circulaire gauche en réflexion sur une surface fonctionnalisée par des biomolécules n’est pas
suffisamment significative pour en tirer quelque conclusion sur la conformation des dites
biomolécules. L'utilisation de résonateurs photoniques qui permettent d’exacerber la lumiere
localement permet de dépasser cet écueil. L'idée principale est d’accroitre le couplage entre
des molécules et la lumiere et donc d’augmenter la réponse spécifique au milieu étudié. Une
conséquence immeédiate de l'interaction est de décaler spectralement les résonances : ce
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phénoméne est utilisé maintenant commercialement et nous utiliserons un appareil de ce
type dans ce travail pour valider nos résultats. L’utilisation des propriétés polarimétriques afin
de détecter la conformation des molécules a été proposée plus récemment et est a l'origine
de ce travail.

1. Détecter des molécules biologiques : la résonance plasmonique de

surface localisée

Michael Faraday évoqua en 1857 le potentiel des nanoparticules d’or [56]. En 1908, Gustave
Mie explique, via les équations de Maxwell, la diffusion du champ électromagnétique par une
sphere métallique [57]. Si le rayon d’une nanoparticule d’or est inférieur a la longueur d’onde
du champ, une excitation plasmonique a lieu. Les nanoparticules d’or sont exploitées dans les
applications de biodétection en raison de leur biocompatibilité, la possibilité d’y greffer des
biorécepteurs/biomolécules et de leurs propriétés optiques en particulier la résonance
plasmonique de surface localisée (LSPR) sensible a I'environnement local. En revanche, malgré
toutes ces qualités, I'or posséde quelques inconvénients surtout lors de son extraction des
minerais. Les processus par cyanuration, amalgamation ou gravitation entrainent des
problemes environnementaux et sociétaux. Méme si la surextraction de l'or est
principalement due a son utilisation dans le secteur de I'orfévrerie et de la bijouterie, une
attention particuliere doit étre portée sur la provenance et sur les conditions de mise en
circulation du métal précieux. La catastrophe de Baia Mare en 2000 en Roumanie illustre ce
propos [58] ou plus récemment les morts de 38 soudanais en décembre 2021, de neuf
ghanéens en juin 2021, de 15 guinéens en mai 2021 pour ne citer que ces évenements.

La LSPR correspond a l'oscillation collective des électrons libres confinés par la surface du
métal apres excitation par un champ électromagnétique. Les électrons sont en résonance
pour une certaine longueur d’onde de la lumiére incidente [59], c’est la longueur d’onde de
résonance du plasmon de surface. Un dipole électrique nait et deux effets apparaissent :

e Le champ électromagnétique local est exalté,
e [’absorption optique de la particule est maximale a la fréqguence de résonance du
plasmon.

En fait, c’est la négativité de la partie réelle de la permittivité diélectrique des métaux qui
permet ceci: une résonance de la permittivité diélectrique dans le plan complexe des
fréquences permet I'augmentation de la polarisabilité de la particule. Le champ est exacerbé
au voisinage de I'antenne plasmonique donc en champ proche. En champ lointain, le spectre
de diffusion comporte aussi une résonance.

La LSPR est appliquée dans de nombreux domaines [60], on peut citer a titre d’exemple :

e Les biocapteurs, la biodétection [61],
e Le photovoltaique [62], [63],

e L’émission de photon unique [64],

e L’anti-contrefacon [65]

En particulier, le secteur associé a la détection de biomolécules est primordial en science
environnementale en médecine ou en biologie. Les détecteurs qui utilisent la résonance
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plasmon de surface (SPR) sont basés sur la mesure du décalage de la résonance aprés
I'accroche de la molécule. Grace au confinement de I'énergie en champ proche, le décalage
est exacerbé.

2. Une sensibilité a étudier : vers un facteur de mérite alternatif
Lors de la détection d’une biomolécule a I'aide du phénomene de LSPR, un décalage spectral
AN est observé. Ce décalage est causé par le changement d’indice diélectrique du milieu
environnant. Pour déterminer la sensibilité d’une antenne plasmonique, la sensibilité Sg
(nm.RIU?) (1) & 'indice de réfraction n est généralement utilisée dans la littérature [66].

dA 1
g =& (1)

dn
Cependant, la sensibilité a l'indice de réfraction d’une antenne plasmonique dépend
également de la largeur a mi-hauteur fwhm (full width at half maximum) de la résonance et
donc Sherry & al. [67] ont défini pour la premiére fois en 2005 un facteur de mérite FOM (RIU"
1) qui prend en compte ce paramétre (2). L'idée est qu’une résonance étroite permet une
meilleure sensibilité a un décalage induit par la présence de molécules a la surface des
résonateurs.

Sp (2)
fwhm
Pour des structures plasmoniques complexes pour lesquelles la résonance plasmonique n’est
pas une pure lorentzienne, le facteur de mérite devient limité car il ne rend pas bien compte
de la largeur réelle de la résonance. Sherry et al. [67] ont donc proposé de considérer la
dérivée du signal et non plus sa largeur a mi-hauteur. Dans ce cas, on s’apergoit que le
maximum de sensibilité se situe dans une gamme spectrale ou la pente de la résonance est la
plus forte. Becker & al. ont alors, en 2010 [68], imaginé un facteur de mérite alternatif FOM*
qui prend en compte la sensibilité Sg mais également la dérivée de I'intensité | associée a la
résonance plasmonique (avec une normalisation) (3).
sa () e
FOM* = 1

FOM =

max
Dans cette these, la détection d’'une biomolécule au voisinage d’une métasurface sera réalisée

lorsque le facteur de mérite sera le plus important afin d’obtenir la plus grande sensibilité.
Plus précisément, un facteur de mérite alternatif bis FOM** sera considéré, celui-ci sera
adapté au formalisme de Mueller. Ce FOM** est présenté dans le Chapitre 2.

Afin d’étudier non seulement la présence mais aussi la conformation de biomolécules en
surface, les nanoparticules ne sont pas suffisantes. Il convient d’étudier des formes innovantes
pour accéder aux propriétés chirales des biomolécules.

3. De la nécessité d’utiliser des formes innovantes
Généralement, la LSPR étudiée en recherche académique et vendue dans le commerce est
obtenue avec des surfaces contenant des nanoparticules, des nano-disques ou encore des
nano-batonnets présentant un caractére dipolaire électrique. Par exemple, des quartz
nanostructurés avec des nano-disques permettent un couplage entre une expérience de
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microbalance a cristal de quartz (QCM) et une détection LSPR, ils possédent une LSPR aux
alentours de 700 nm [69]. Cependant, la signature de la chiralité des biomolécules est
détectable plut6t dans la partie UV (Ultraviolet) du spectre (vers 220 nm pour les temporines
présentées précédemment pour caractériser le caractere a de I’hélice, dans la méme zone
pour le caractere en feuillet B de la bien connue B-lactoglobuline). Par conséquent, dans le
domaine visible et proche infrarouge, la zone d’intérét des détecteurs plasmoniques, la
signature de cette chiralité est difficilement perceptible : la sensibilité de la détection y est
faible. De plus, la détection repose sur la mesure du décalage spectral de résonances de
plasmon ce qui rend a priori la sensibilité a la chiralité impossible. La détection de la chiralité
s’effectue via des mesures de dichroisme circulaire. Cette détection repose sur la différence
d’absorption des polarisations circulaires gauche (LCP) et droite (RCP) par une molécule

. e Agrcp-A .
chirale. Le CD est donc défini par CD = 2 * % avec Arcp et Aicp les absorptions pour les
RCP LCP

polarisations LCP et RCP. L’interaction du champ avec le caractere chiral d’'une molécule est
décrit par la densité locale de chiralité C de la lumiére [70] [71] plut6t que I'intensité du champ

C=—.E.rot(E)+ —_.B.rot(B
2 E.1ot(E) + 5. B.1ot(F)
Le lien établi entre C et CD a été décrit par Tang & al. [71] et sera résumé dans le Chapitre 2

du présent manuscrit, c’est le cadre théorique utilisé pour décrire l'interaction entre les
structures et les biomolécules utilisées dans le cadre de ce travail. L'asymétrie d’absorption
par les molécules chirales n’étant pas de 100 %, la lumiére aprés interaction avec des
molécules chirales est généralement polarisée elliptiquement et I'ellipticité x est reliée au CD
par x=0.5 sin"}(CD). Les valeurs de x mesurées sur un polarimétre sont typiquement faibles et
données en mdeg. Dans la littérature, une confusion est souvent réalisée entre ellipticité et
dichroisme circulaire. Pour savoir ce qui est mesuré il faut observer I'unité a savoir mdeg pour
Iellipticité et sans unité pour le dichroisme circulaire. Généralement, un CD en mdeg est
présenté ce qui est une erreur communément acceptée.

Afin d’augmenter l'interaction de la lumiere avec des molécules chirales, il a été proposé
d’exacerber le parametre C en utilisant des structures photoniques donnant lieu a des champs
‘superchiraux’ [71]. Pour cela, I'utilisation de nanostructures de formes originales semble étre
une solution adéquate et ce de pair avec des méthodes de détection adaptées [72]. Dans la
suite du texte, une breve revue des structures utilisables pour détecter la chiralité au voisinage
de nanostructures plasmoniques sera présentée.

a) Les nanoparticules
Comme vu précédemment, le signal de dichroisme circulaire associé a une molécule chirale
est faible. Pour le renforcer, il est nécessaire d’utiliser une grande concentration en solution
ou bien de renforcer la réponse optique grace a la résonance photonique. Les nanoparticules
d’or sont achirales mais peuvent présenter une réponse chirale en présence de molécules
chirales dans leur environnement proche. En 2011, Slocik & al. [73] ont fonctionnalisés des
nanoparticules d’or par deux peptides E5 et FIgA3 via une liaison de type thiol-Au. Aprés une
mesure a I'aide d’un spectrometre CD, il est observé un renforcement du dichroisme circulaire
au niveau du plasmon de la nanoparticule. Ceci s’observe sur la Figure 4: un signal CD
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significatif apparait apres greffage vers 520 nm, c’est-a-dire a la LSPR des nanoparticules. Ici
x=3mdeg et donc CD=10"*. Ce phénoméne a aussi été décrit par des simulations numériques
utilisant la théorie dipolaire et multipolaire [74], [75]; I'absorption optique du couple
nanoparticule-biomolécule est modifiée par les courants chiraux dans la nanoparticule
métallique induits par le dipole de la molécule chirale. Des résultats similaires ont été observés
avec des particules de symétrie cylindrique sur lesquelles une couche de riboflavine avait été
déposée [76]. Dans tous ces cas, le signal mesuré a la LSPR est de la dizaine de millidegrés
(mdeg) au mieux et semble simplement reproduire le profil spectral observé en absorbance.
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Figure 4 : Spectres d'absorption et d'ellipticité pour des nanoparticules d'or fonctionalisées
ou non par des peptides (issue de [73]).

Un résultat équivalent a été démontré par Puri & al. [77]: des nanoparticules de CdSe
expriment un signal non nul de dichroisme circulaire lorsqu’elles sont au contact de molécules
chirales en I'occurrence des acides carboxyliques. L'augmentation du nombre de sites stéréo-
centrés en changeant d’acide renforce la signature de la chiralité : x passe de 1mdeg a environ
10mdeg. Dans ce cas, la dépendance spectrale du CD suit les transitions interbandes du CdSe
avec les oscillations caractéristiques de mesures de CD. Il est aussi possible de changer le signe
du CD en changeant I"énantiomere greffé comme montré sur la Figure 5. Sur ce spectre, on
observe deux mesures d’ellipticité pour deux énantiomeres dérivés de I'acide tartrique. Les
valeurs de CD observées sont opposées et restent dans la gamme de la dizaine de mdeg au
mieux.
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Figure 5 : CD mesuré sur des quantum dots de CdSe (Y. Prado et E. Lhuillier, INSP)
fonctionnalisés par un dérivé de I'acide tartrique énantiomérement pur (L. Curti et B. Fleury,
IPCM) — Résultats pas encore publiés.

D’autres systémes comprenant deux, trois ou quatre nanoparticules plasmoniques ont
également été étudiés [78] et semblent permettre de renforcer le dichroisme circulaire
localement.

b) Les surfaces planes chirales
L'utilisation de surfaces plasmoniques nanostructurées avec une épaisseur plus faible que la
longueur d’onde du champ sont attractives pour une application industrielle de par le
potentiel de production de masse des techniques de lithographie [79]. La Figure 6 présente
un exemple de quatre structures distinctes de nanostructures en or utilisées dans la littérature
et qui possedent un signal de dichroisme circulaire non nul. Les images sont réalisées au
Microscope Electronique a Balayage (MEB).

Figure 6 : Exemple de nanostructures présentant un signal CD non nul avec des réseaux (a)
de nanostructures en G [80] (b) d'antennes en L [81] (c) de résonateurs en virgule (,) [82] et
(d) d’objets en étoile [83] (issue de [79]).

Les métasurfaces composées d’antennes en forme de gammadion Figure 6 (a) ou étoiles
Figure 6 (d), donc diffusantes de champ chiral, ont été étudiées pour sonder la chiralité d’une
biomolécule [36] [84]. La détection reposait sur la mesure du décalage d’un mode plasmonique
excité par de la lumiéere polarisée circulairement droite (RCP), AArcp, et gauche (LCP), AAice,
lors de l'adsorption de protéines. Plus précisément, la détection consistait a mesurer le
décalage différentiel AAA=AArcp-AAicp caractéristique de la structure secondaire des molécules
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en surface comme le montre la Figure 7. Lellipticité mesurée est plus forte que pour les
nanoparticules : x est de 'ordre de 50 mdeg soit CD de 'ordre de 10°3. Une valeur nulle est
présente lorsque la molécule est achirale ou bien non structurée et un décalage compris entre
0.2 et 5 nm a lieu en présence de biomolécules chirales. Cependant, ce résultat largement
considéré dans la littérature est en partie sujet a caution. Deux mesures sont ici nécessaires
ce qui améne un important probléme de répétabilité et d’incertitude sur la mesure. Les
multiples expériences ont été réalisées aprés des ringages qui ne garantissent pas non plus
parfaitement la répétabilité des expériences. Enfin, il faut garder a I'esprit que le CD mesuré
peut provenir des imperfections de la métasurface [85]. Par conséquent, une détection basée
sur la comparaison de deux métasurfaces énantiomeres est compliquée : un signal CD non nul
ne veut pas dire chiralité optique [86].
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Figure 7 : Spectres CD pour des gammadions de chiralité opposée avec et sans protéine au
voisinage (issue de [36]).

Pour éviter le probleme des deux mesures consécutives, en 2017, un mélange racémique de
gammadions recouvert de phenylalanine sous la forme de ses deux énantiomeres et de son
mélange racémique a été réalisé [37]. Le recouvrement est ici réalisé en évaporation
thermique moléculaire pour des couches de phenylalanine d’environ 150 nm. Le mélange
racémique de gammadions présente un signal nul en CD. En revanche, un signal opposé est
observé suivant la chiralité de la molécule déposée comme le montre la Figure 8 avec en bleu
la Phenylalanine L et en rouge la Phenylalanine D. Ce résultat probant montre bien Ila
possibilité de déterminer la chiralité de molécules lorsqu’elles sont au voisinage d’un
résonateur. On peut noter que l'ellipticité obtenue atteint des valeurs de 200 mdeg
(CD=3.5x103) ce qui est conséquent au regard de ce qui existe dans la littérature. Les mémes
auteurs ont réalisé un travail similaire récemment avec des résonateurs diélectriques ce qui
semble montrer que le point important est d’obtenir des résonances photoniques avec un
caractere chiral [87], [88].
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Figure 8 : Spectres (b) d'extinction et de (c) dichroisme circulaire pour (a) différents
recouvrements de gammadions par les énantioméres de la Penylalanine (issue de [37]).

La possibilité de déterminer la chiralité d’une biomolécule au voisinage d’une surface semble
donc possible au regard de cet exemple (la Phenylalanine est un acide aminé donc un
composant de protéine ou de peptide).

Cependant, ici la molécule est déposée et non pas accrochée chimiquement. Or, un axe de
travail intéressant semble étre de déterminer la structure d’'une biomolécule lorsqu’elle est
chimisorbée sur une surface. Ceci car dans beaucoup d’utilisations, la chimisorption est la
technique a utiliser comme pour I‘activité antibactérienne de peptides ou bien la détection
d’antigenes. En outre, il convient d’éviter le probleme des deux mesures consécutives qui
peuvent compliquer l'interprétation du résultat final. La méthode utilisée lors des travaux de
recherche présentés dans ce manuscrit apporte des solutions a ces problemes.

c) D’autres formes plus originales
Un des défauts des monocouches de nanostructures chirales est la limitation de I'effet
chiroptique en champ lointain a cause de la faible épaisseur des matériaux. Pour remédier a
cela, I'utilisation de multicouches d’objets chiraux est prometteuse.

Des mesures de dichroisme circulaire réalisées sur des résonateurs composés de deux
nanobatonnets superposés et décalés montrent un décalage en dichroisme circulaire suivant
la chiralité de la molécule présente au voisinage du résonateur [89]. Aprés quatre mesures
pour deux types de métasurfaces a chiralité opposée et deux énantiomeres, une sensibilité
différente est présente suivant la chiralité de la molécule. Des résonateurs en U en or
superposés [90] permettent de faire interagir les dipbles électriques et magnétiques afin
d’exacerber l'influence du couplage magnéto-électrique ou des multipoles. D’autres
structures expriment ce phénomeéne pour des objets superposés comme des étoiles [91] ou
bien deux couches d’or composées de trous superposés selon un réseau de Moiré [92].
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Cependant, bien que ces structures génerent un CD important, |'accessibilité a
I’hétérostructure enterrée par des molécules reste encore difficile a concevoir.

D’autres systemes comme des réseaux chiraux a trois dimensions [93] ou des matériaux
hélicoidaux [94] (étude théorique) sont a I’étude pour générer de la lumiére chirale en champ
proche afin de sonder des molécules.

Lors des trois années de cette these, le choix s’est porté sur des métasurfaces possédant la
forme de résonateurs pseudochiraux : des résonateurs en U. Les raisons motivants ce choix
sont énoncés dans le paragraphe suivant.

4. Vers une métasurface pseudo-chirale : les nano-U
Légerement différent de la chiralité, la pseudo-chiralité ou la chiralité extrinseque se trouve
dans des résonateurs plasmoniques symétriques qui possedent une LSPR ayant des
contributions des moments dipolaires électriques et magnétiques couplées par couplage
magnéto-électrique [95], [96]. La pseudo-chiralité peut produire un dichroisme circulaire en
champ lointain associé a un champ proche qui a les propriétés des champs superchiraux.
Organiser ces résonateurs selon la méme orientation permet de créer un dichroisme circulaire
macroscopique facilement mesurable en champ lointain et observable lorsque la surface est
éclairée en incidence oblique [97]-[100]. La Figure 9 issue de [100] présente le dichroisme
circulaire (et non pas I'ellipticité) en fonction de I'angle d’incidence et de la longueur d’onde.
On observe qu’un maximum pour le CD qui vaut alors 0.4 (x=11.8 °) est obtenu pour une

longueur d’onde de 800 nm et un angle d’incidence de 45 °
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Figure 9 : Dépendance spectrale du dichroisme circulaire en fonction de I'angle d’incidence
et de la longueur d’onde pour des résonateurs en U en or. Figure reproduite de [100].

Le grand avantage de ces résonateurs par rapport aux résonateurs véritablement chiraux est
gue le dichroisme circulaire mesuré change de signe lorsque la direction d'observation est
inversée par rapport a la normale a la surface. Il a été montré numériquement que les
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propriétés du champ proche doivent également changer de signe lorsque la direction
d’illumination est inversée [101]. Cela ouvre la possibilité d'observer la différence de réponse
LSPR sur le méme échantillon (mémes résonateurs, méme configuration de biomolécules
greffées) et donc dans les mémes conditions expérimentales plutot que de changer de
métasurface pour sonder deux dichroismes opposés. C'est pourquoi la détection des
propriétés chirales de biomolécules a été réalisée avec ces antennes.

Partie 3. Nécessité d’une cartographie spectroscopique et

polarimétrique
Pour détecter la signature chirale de biomolécules au voisinage de surfaces, il faut détecter le
dichroisme circulaire a lalongueur d’onde d’intérét. Par conséquent, il est nécessaire d’utiliser
des instruments optiques qui permettent a la fois une analyse spectroscopique et
polarimétrique.

Par exemple, le spectropolarimetre pour détecter le dichroisme circulaire comme le Jasco J-
815 a été utilisé lors de cette these pour détecter la conformation de molécules en solution.
C’est I'appareil utilisé dans la littérature pour des articles précédemment cités : Slocik & al.
[73] pour la détection de nanoparticules d’or fonctionnalisées par des peptides ou encore
Hendry & al. [36] pour la détection de métasurfaces en forme de gammadions couplées a des
protéines. Ce type de mesure ne permet pas d’accéder a tous les modes de résonance des
surfaces plasmoniques utilisées. En outre, une analyse fine quant a la provenance du signal
CD n’est pas possible. Ceci est important dans la mesure ou les imperfections des surfaces
peuvent créer du CD [85] et un signal CD non nul peut étre d( uniqguement a la superposition
des dichroismes et biréfringences linéaires [86]. La polarimétrie généralisée, donc la
détermination de la matrice de Mueller, est alors nécessaire pour découpler ces différents
effets. Pour mesurer une matrice de Mueller, plusieurs appareils existent, la principale
différence entre les appareils cités est la méthode pour générer et analyser la polarisation de
la lumiere.

A titre d’exemple, voici quelques appareils utilisés dans la littérature pour mesurer la matrice
de Mueller :

e Un ellipsometre basé sur la rotation conjointe de deux compensateurs afin de générer
et d’analyser différents états de polarisation [102], [103]: I'étude des erreurs
systématiques a été grandement étudié [104]-[106].

e Un polarimetre de Mueller basé sur des modulateurs a cristaux liquides couplés a un
polariseur linéaire et une lame quart d’onde [107], [108].

e Un polarimétre basé sur des modulateurs photoélastiques [109], [110].

Dans le cadre de cette these, le choix s’est porté sur deux instruments :

e Un ellipsométre commercial V-VASE (J. A. Woolam) qui utilise un compensateur en
entrée. Cet ellipsometre permet de mesurer les trois premieres lignes de la matrice de
Mueller. L'intérét premier de cet appareil est sa facilité d’utilisation de par son
caractere commercial et le fait gqu’il est présent a I'INSP. Certaines mesures ont été
réalisées en Norvege au département de physique de NTNU (Norwegian University of
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Science and Technology) dans I'équipe de M. Kildemo ou est présent un ellipsometre
commercial qui permet de mesurer toute la matrice. Les résultats présentés sur les
métasurfaces en U proviennent de ces appareils.

e Un micro-polarimetre de Mueller avec imagerie de la surface reposant sur le principe
de deux lames quart d’onde tournantes en continu (inspiré de Arteaga & al. [103]) a
été construit en transmission lors de la premiere partie de la thése et a donné lieu a la
publication d’un article scientifique [65]. Depuis ce p-polarimetre est en train d’étre
monté en réflexion afin d’imager le plan de Fourier de la surface imagée.

Pour réaliser une analyse physique d’une matrice de Mueller, des décompositions permettent
de résoudre certains problemes d’interprétation [111]. En voici les principales :

e La décomposition polaire pour des matrices non dépolarisantes. M=MpMg (ou M est
la matrice déterminée, Mp la matrice d’'un diatténuatteur et Mg la matrice d’un
retardeur) avec non commutativité de Mp et Mg [112].

e Ladécomposition polaire généralisée aux matrices dépolarisantes dite de Lu-Chipman.
M=MaMgMp (ou M est la matrice déterminé, Ma la matrice d’'un dépolariseur, Mp la
matrice d’un diatténuatteur et Mg la matrice d’un retardeur) avec toujours la non
commutativité [113].

e La décomposition en somme ou dite de Cloude M=A1M1+ AoM2+ AsMs+ AsM4 avec Ai>0
et Mi sont des matrices non-dépolarisantes [114].

e La décomposition logarithmique qui permet de séparer les effets polarisants de ceux
dépolarisants. Cette décomposition a le grand avantage de garantir |'unicité des
matrices trouvées [115]-[117] mais n’est applicable qu’en transmission.

La derniere décomposition est celle qui a été utilisée pour analyser certaines propriétés de la
matrice notamment I'origine du dichroisme circulaire pour savoir si il provient d’'un champ
chiral ou bien d’un couplage entre dichroismes et biréfringences linéaires [86]. Cette
décomposition est présentée plus en détail dans le Chapitre 3 du manuscrit. C'est I'unicité de
la décomposition qui a motivé ce choix.

La polarimétrie de Mueller trouve des applications diverses dans d’autres domaines telles que
I'ophtalmologie, I'étude de tissus biologiques [118] ou bien I'anticontrefacon [65].
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Chapitre 2 : Cadre théorique et simulations
numériques associés aux résonateurs en U
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Partie 1. Cadre théorique : vers une matrice de Mueller pour

caractériser modalement les métasurfaces
L’objectif principal du travail ici présenté est de détecter les effets causés par la chiralité de
biomolécules lorsqu’elles sont greffées sur des surfaces. Les métasurfaces utilisées
correspondent a des surfaces contenant des résonateurs plasmoniques en forme de U. En
effet, comme vu dans la partie introductive les différents modes de résonance associés a cette
forme permettent d’accéder a plusieurs propriétés polarimétriques. Les quatre modes de
résonance sont: le dipOle électrique, le dipdle magnétique, le quadrupdle électrique et
finalement un mode magnétique caractérisé par la présence d’un fort couplage magnéto-
électrique. Ces résonances proviennent de I'oscillation d’électrons libres, confinés dans la
nanostructure, excités par un champ électromagnétique. Les propriétés polarimétriques et
directionnelles du champ rayonné peuvent alors étre identifiées a des modes multipolaires.
L'intérét étant de générer un champ approprié pour la détection de la chiralité de molécules
au voisinage des structures. Brievement, I'origine physique de ces résonances sera expliquée.
En I'occurrence, I'étude de la résonance plasmonique, des équations constitutives du champ
associé aux antennes et de |'utilisation des résonateurs pour détecter la chiralité en surface
poseront les bases nécessaires afin de comprendre le travail expérimental réalisé par la suite.

1. Larésonance plasmonique de surface localisée
La métasurface considérée contient des résonateurs en U métallique. Il faut donc connaitre
les propriétés d’un métal afin d’obtenir les modes de résonances associés. En 'occurrence,
I"utilisation du modele de Drude est communément acceptée. Dans des domaines fréquentiels
pour lesquels la partie réelle de la permittivité est négative, il est possible d’observer le
phénoméne de résonance de plasmon de surface localisée.

En considérant une nanoparticule métallique sphérique qui est en approximation un réseau
de cations fixe baigné dans les électrons libres du métal qui sont seuls en mouvement, et en
appliquant un champ électrique sur la particule, le « gaz » d’électrons se déplace et une
polarisation induite apparait. Un champ électrique incident oscillant impliquera une réponse
des électrons qui se comporteront comme un oscillateur forcé en présence d’une force de
rappel introduite par la surface. L’équation du mouvement (4) de ces électrons est la suivante :
d?u  du ) ot (4)
F+ya+w0 u=—Ege
Avec u le déplacement des électrons, y I'amortissement qui dépend du libre parcours moyen
des électrons entre deux collisions, w la pulsation du champ électrique incident et wy=k/m la
pulsation propre du plasma d’électrons (k la force de rappel et m la masse d’un électron). La
solution obtenue pour u (5) suit :

1 (5)
(we? — w?) —iyw
La polarisation étant directement proportionnelle au déplacement u, une formule pour la
permittivité d’'un métal (6) en découle avec A un facteur caractéristique de la force de rappel.

(6)

u(w) =

e(w) = £(0) + YIS
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La permittivité est modélisée par un oscillateur de Lorentz. Une résonance est présente et
correspond a la LSPR d’une particule métallique.

L'abandon de la symétrie sphérique et I'utilisation de formes plus complexes permettent
d’obtenir des résonances modales d’ordre supérieur [119]-[121]. Dans le cadre d’un
résonateur en U, les résonances sont plus complexes. Il faut considérer des résonances
quadrupdlaires.

Ceci étant, ce bref rappel sur la plasmonique permet de montrer la dépendance lorentzienne
du tenseur de permittivité diélectrique. Ce raisonnement s’applique aussi aux microcourants
qui présentent des résonances donc les tenseurs magnétiques et magnéto-électriques seront
également décrits par des profils lorentziens, et finalement les multipoles aussi.

L’étude des équations constitutives du champ permet de mettre en évidence l'influence des
modes de résonance des résonateurs en U sur les propriétés polarimétriques détectées. Pour
cela, il faut partir des équations de Maxwell en les appliquant au systeme considéré.

2. Equations constitutives du champ pour un résonateur en U

On considere un matériau au sein duquel il est possible, grace a la différence entre la longueur
d’onde du champ considéré, la taille des résonateurs ainsi que la distance entre eux, de
moyenner les charges, courants et champs localement. Les équations de Maxwell a I’échelle
microscopique associées aux champs électriques E et inductions magnétiques B sont le cadre
d’étude. Connaissant la polarisation macroscopique électrique P (moyenne des moments
dipolaires microscopiques), I'aimantation M (moyenne des moments magnétiques
microscopiques : terme en rAJ décrivant des boucles de courants a I’échelle du résonateur), la
perméabilité diélectrique du vide gp et la perméabilité magnétique du vide o ; il est possible
de définir le déplacement électrique D (7) et le champ magnétique auxiliaire H (8):

D=¢E+P (7)

— 1—> —

H=—B-M (8)
Mo

D =¢E (9)

B=puH (10)
€ et u sont alors respectivement la permittivité relative et la perméabilité relative. Ces deux
grandeurs sont des tenseurs 3x3 qui sont dans le cadre de matériaux homogénes anisotropes
diagonalisables dans un espace de vecteurs propres.

Cependant, dans la cadre de cette thése, le milieu considéré est un milieu bi-anisotrope c’est-
a-dire qu’il existe un couplage entre les composantes électriques et magnétiques du champ.
En 1979, Jaggard & al. [122] ont montré que au sein d’un milieu chiral, un couplage magnéto-
électrique est présent c’est-a-dire que le champ électrique influence I'aimantation tandis que
le champ magnétique influence la polarisation électrique. Il convient [123] alors d’insérer deux
nouveaux tenseurs € et { dans les équations constitutives (11) :
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Si le matériau est réciproque (par opposition aux matériaux a effet Faraday, typiquement), il
faut également considérer les contraintes suivantes sur les tenseurs (12) (13) et (14):

gt=¢ (12)
& =-7 (13)
n'=p (14)

Généralement, ces relations sont représentées en utilisant le formalisme de Tellegen [124],
€0&r —iK,/uosol [E’] (15)
H

B 1"’ H'OSO uO |~lr

On a introduit ici le paramétre de chiralité k qui est un unique tenseur permettant de décrire
le couplage magnéto-électrique. Ce tenseur n’est d’ailleurs pas exclusivement associé aux
objets chiraux méme s’il est souvent dénommé comme étant le « tenseur de chiralité ».

Ces relations constitutives peuvent étre utilisées pour décrire la réponse d’'un résonateur
unique en forme de U montré sur la Figure 10.

Figure 10 : Elément en U de la métasurface considérée pour la détermination des équations
constitutives avec les axes associés.

Dans ce cadre, sans dispersion spatiale, les relations constitutives (16) et (17) peuvent étre
légitimement considérées pour notre structure [96], [97]. Cela est obtenu en s’inspirant des
travaux de Marques & al. [126] et de Saadoun & al. [127] réalisés sur des résonateurs
possédant la forme Q. Les symétries demeurent effectivement identiques dans les deux cas.

gx 0 0 0 0 0 (16)
D=0 &y O0[E+/lel0 0 —ix,|H
0 0 & o 0 0
0 0 0 1 0 0 (17)
ﬁ:m[o o olgx]o 1 old
0 ik, O [0 0 pyy

3. Origine du dichroisme circulaire des nanostructures
Afin de détecter la chiralité de molécules en surface, I'idée principale est de générer un champ
chiral exacerbé proche de la molécule. Cette molécule chirale « verra » alors ce champ et en
champ lointain, il sera possible de détecter I'influence de la molécule.
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La chiralité optique C représenté sur |’équation (18), introduite par Lipkin en 1964 [70],
détermine le degré de chiralité d’un champ : c’est-a-dire 'asymétrie entre les lignes de champ
autour de I'axe de propagation.
—9EVE+-~BVE (18)
2 AT

Les travaux de Tang & Cohen en 2010 [71], permettent d’exprimer le dichroisme circulaire ou
asymétrie chirale en fonction d’une partie dépendante de la structure considérée et d’'une
autre dépendante du champ.

En I'occurrence, une structure (ou molécule) chirale soumise a un champ électromagnétique
va générer un moment dipolaire électrique p et un moment dipolaire magnétique m. La
théorie dipolaire qui permet classiquement de relier les moments dipolaires électriques et
magnétiques aux champs électriques et magnétiques est correcte pour des particules
relativement symétriques. Classiquement, la relation suivante permet de définir les dipoles
électriques p et magnétiques m induits pour un matériau bi-anisotrope avec
a®®, a™™ et a®™correspondant aux tenseurs de polarisabilité électrique, magnétique et

magneto-électrique (19) :
LR
_(aem)t amm §

Les tenseurs de polarisabilité sont des valeurs complexes et sont notés ici (20) :

3l ol

al=a'V+ia'V (20)
Le taux d’excitation de la structure (ou de la molécule) A* est connu depuis 1965 et les travaux
de Harris [128] (<> pour exprimer le moyennage temporel) (21):

A* =< Ep + B > (21)
Il est donc possible d’exprimer le taux d’excitation uniguement en fonction des champs (en
ne considérant que la partie réelle) et des tenseurs de polarisabilité (et w la pulsation
temporelle associée a la lumiere incidente) (22) :

w
AT = E(O(// eelElz + O(”mm|B|2) + o'€m ¢y Im(E*B) (22)

Pour une molécule, le terme a™™associé au dipéle magnétique est négligeable, de plus on
reconnait en w Im(E*B) et la moyenne temporelle de la chiralité optique définie en (18). On
peut alors ré-exprimer (22) par (23) :

2 23
AT = — (wUqa”" +< C > a''e™) (23)
€
Avec U, = % |[E|?la moyenne temporelle de la densité associée a |'énergie électrique.
. e . . ) ) . ) . At-A-
Finalement, on définit le facteur de dissymétrie ou bien dichroisme circulaire CD = 2A++A_

tel que (24) :

42



a'’*™\ / 2C (24)
p = - (S (29)
a ¢/ \wU,

Par conséquent pour avoir un CD non nul, deux conditions de non nullité sont nécessaires :

arr€m , , . N S s s
. ( ) # 0 : un couplage magnéto électrique non nul pour le systéme considéré

ourr €€

( 2¢ ) # 0 : un champ chiral

wUe

La chiralité de la molécule et de la lumiére sont nécessaires pour observer du dichroisme
circulaire.

En considérant une nanostructure, la disparition du terme oa™™ semble abusive mais la
conclusion reste la méme c’est-a-dire la nécessité de considérer un champ chiral et un
couplage magnéto-électrique non nul pour I'antenne afin de générer du dichroisme circulaire
localement. Ainsi la biomolécule chirale sera excitée par le champ chiral généré par le
résonateur en U. Ceci permettant d’observer du dichroisme circulaire en champ lointain qui
dépendra conjointement du résonateur et de la molécule. Une autre facon d’exciter les
molécules chirales est via les gradients de champs qui existent a proximité des résonateurs
[129].

Ainsi, le dichroisme circulaire va dépendre de tous les modes de résonance associées aux
structures considérées. Sur les résonateurs en U, il est possible dans une certaine mesure
d’isoler chacun de ces modes spectroscopiquement et d’étudier leurs variations de réponse
polarimétrique lorsqu’une molécule est présente ou non au voisinage de I'antenne.

Afin d’étudier ces modes indépendamment les uns des autres, I'utilisation de la matrice de
Mueller est d’intérét afin d’obtenir une cartographie polarimétrique d’'un échantillon comme
expliqué dans le Chapitre 1. Ce formalisme sera brievement décrit dans le paragraphe suivant.

4. Le formalisme de Stokes-Mueller

Classiquement, la lumiere, et donc le champ électromagnétique, est décrit via le formalisme
de Jones. En effet, ce formalisme permet de décrire le champ et ses différentes orientations
dans I'espace. Plus particulierement tous les états de la lumiere polarisée sont décrits dans
cet espace complexe a deux dimensions et la réponse d’un objet a une lumiére polarisée est
donnée par la matrice de Jones. Les valeurs des matrices de Jones sont complexes ce qui
implique en fait d’avoir sept parameétres indépendants a déterminer (a une phase arbitraire
pres). En outre, et surtout, la lumiére non-polarisée n’est pas descriptible dans ce cadre. Enfin,
il considére I'amplitude du champ et non I'intensité lumineuse qui est la quantité directement
mesurée par une caméra ou un détecteur CCD par exemple. C'est pourquoi il semble
intéressant ici d’utiliser le formalisme de Stokes-Mueller. Il contient une base réelle qui décrit
tout type de lumiére. Pour ce faire, on utilise un espace a quatre dimensions pour décrire
I'intensité lumineuse comme dans |'équation (25). Le champ électromagnétique est
maintenant décrit par S le vecteur de Stokes.

43



I + I o 4+ (25)

- o —

5= [145o I 45 J lf—

-0

Il est alors possible de décrire une polarlsatlon elliptiqgue quelconque (Se pour le vecteur de
Stokes associé a cette polarisation est présenté sur I'équation (26)) ou { est I'angle de I'axe
de I'ellipse et x I'ellipticité. On retrouve I'ellipticité présentée dans le Chapitre 1 qui est reliée
au dichroisme circulaire CD tel que CD=sin(2y).

7Aoo

1 (26)
—  |cos(2¢y)cos(2y)
e = sin(2y)cos(2x)
sin(2y)
Enfin, la réponse d’un objet a la lumiére est donnée par la matrice de Mueller qui est de
dimension 4x4 afin de respecter la base choisie. Et donc, on obtient I’ expression d’un vecteur
de Stokes Sirans aprés transmission a travers un échantillon détenant la matrice de Mueller

Mirans (27) .
S,e (27)

Strans = MtransSinc
La transition du formalisme de Jones au formalisme de Mueller est réalisée sans problémes
mais ce sans bijection. En effet, toute matrice de Mueller n’est pas forcément exprimable dans
le formalisme de Jones : un échantillon qui dépolarise en partie ou totalement la lumiere se
représente dans le formalisme de Mueller et non pas en formalisme de Jones. Le passage de
la matrice de Jones a la matrice de Mueller se fait selon les équations (28) et (29) (®
correspond au symbole de Kronecker) ou M est la matrice de Mueller associée a la matrice de
Jones J et A la matrice de passage d’un formalisme a I'autre. Ce passage est utilisé lors du
calcul de la matrice de Mueller en simulation numérique qui donne accés aux valeurs

complexes des champs électromagnétiques.

M=A(J®J)HA™ (28)

1 0 0 1 (29)
_{t 0 0 -1
A= 0 1 1 O
0 —i —-i O

Dans le cas de la transmission et pour des valeurs faibles, assez pour réaliser un
développement exponentiel au premier ordre, chaque élément de la matrice a une
signification physique décrite par Azzam dés 1978 [130] selon la matrice donnée par I’équation
(30) :

T, LD LD CD (30)
M= [LD T,, CB —LB

LD’ —CB Tis LBJ

CD LB -LB T,

Ou ici chaque abréviation a la signification suivante :

e Tii:latransmission (ou la réflexion) isotropique
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e LD le dichroisme linéaire selon les axes 0-90 °

e LD’ :le dichroisme linéaire selon les axes 45-135 °

e LB :la biréfringence linéaire selon les axes 0-90 °

e LB’ :labiréfringence linéaire selon les axes 45-135 °
e CB:la biréfringence circulaire

e CD:le dichroisme circulaire

On voit ici un avantage supplémentaire du formalisme de Mueller dans notre cas qui est de
fournir directement un accés aux parameétres qui nous intéressent, en particulier le CD (MMaa
ou MMai1). On voit aussi que la matrice de Mueller donne accés aux grandeurs conjuguées
d’un méme effet, notées ici dichroisme et biréfringence. Enfin, on fera attention au fait que
les relations entre les éléments donnés dans I’équation (30) sont valides en transmission, en
particulier certains éléments de la premiere ligne et de la premiére colonne deviennent
opposés en réflexion.

Partie 2. Caractériser les différents modes de résonance et le
champ proche : une simulation par éléments finis

1. Les différents modes de résonance
Les résonateurs considérés sont sujets a des phénomenes de résonance pour lesquelles le
champ est exacerbé au voisinage de I'antenne métallique. Ces résonances dépendent de
plusieurs facteurs :

e Lalongueur d’onde : il y a une dépendance spectroscopique des résonances reliées au
profil lorentzien des tenseurs associés aux structures étudiées. Le champ sera exacerbé
lorsque l'oscillation des électrons libres du métal sera en résonance soit magnétique,
soit électrique ou bien magnéto électrique.

e Lataille des résonateurs : assez naivement, la valeur de la fréquence de résonance est
directement reliée a la taille d’'une antenne. Ainsi, dans le cas d’un U, la taille des bras
ou de la base sera cruciale dans le positionnement des résonances sur le spectre
électromagnétique de la lumiére.

e La polarisation incidente de la lumiere: [Iorientation du champ et plus
particulierement la polarisation de ce champ joue sur la I'excitation de certaines
résonances ou d’autres.

Dans le cadre de résonateurs en U, c’est bien 'oscillation des électrons libres du métal qui va
permettre de faire « résonner la structure ». La Figure 11 présente schématiquement les
guatre modes de résonance c’est-a-dire [96] :

a) Un mode avec une forte contribution de type quadrupodle électrique

b) Un mode « magnétique » avec un fort couplage magnéto-électrique

c) Un mode électrique, principalement dipolaire électrique

d) Un mode magnétique appelé comme cela mais qui comporte en fait un fort moment
dipolaire électrique [96]
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(a) {b) (d)

Figure 11 : Représentation des déplacements macroscopiques des électrons libres pour les
résonances associées aux modes dits (a) quadrupolaire électrique (b) magnéto-électrique (c)
dipolaire électrique et (d) dipblaire magnétique.

2. Cadre de la simulation numérique
Ces modes sont associées a des longueurs d’ondes et des polarisations incidentes du champ
particuliéres. Des simulations numériques réalisées grace a un logiciel d’éléments finis (ANSYS
Electronics Suite 2020 en collaboration avec le LEME — U. Paris Nanterre) permettent de
connaitre la gamme spectrale ainsi que la polarisation associée a chacune de ces résonances.

Les résonateurs sont positionnés sur un substrat et plongés dans un milieu ambiant. Le métal
choisi a les constantes optiques de I'or, le substrat de 1000 nm d’épaisseur a les constantes
optiques de la silice et le milieu ambiant est ici I'’eau (n=1.33, constant). La Figure 12 présente
la cellule unité utilisée pour le calcul. Cette cellule fait 400 nm de c6té et est rendue périodique
suivant les directions x et y en utilisant des ports de Floquet comme source suivant z. Ces ports
de Floguet sont situés a 1000 nm des résonateurs. Les ports de Floquet servent aussi de
conditions radiatives, c’est-a-dire qu’ils ne réfléchissent pas les champs : le milieu dans lequel
ils sont plongés peut étre considéré comme semi-infini.

H,0

100 nm

X Substrat de verre

Figure 12 : Cellule unité associée a la simulation numérique réalisée sur Ansys-HFSS.
L'illumination considérée est réalisée depuis le substrat de verre.

Les simulations ont été réalisées pour des résonateurs en U qui possédent les dimensions
montrées dans la Figure 13 .

46



220nm

==

ry
L4

nm
— 220nm ) 400nm

-

= 5 A A

Figure 13 : (a) Dimensions du résonateur en U utilisé pour la simulation numérique, (b) les
résonateurs sont placés sur un réseau carré de pas 400 nm.

Les antennes sont positionnées sur un réseau donc l'influence de la diffraction est importante.
Ce qui donne des anomalies de Rayleigh [131] en I'occurrence des pics parasites dans les
conditions ou le réseau génére une onde diffractée se propageant parallélement a l'interface
verre/air, soit dans le verre, soit dans I’air. Afin de s’affranchir de ce souci, une des solutions,
sans réaliser une interpolation ou bien un fit grossier de la courbe, est de réaliser le calcul pour
différents angles d’incidence et différents pas du réseau puis de moyenner indépendamment
chaque résultat. Ceci est possible dans le cas ou le résultat est une intensité (ou bien un
coefficient de transmission ou de réflexion associé a une intensité) car la somme cohérente
des différentes intensités représente bien la résultante de la superposition incohérente de
signaux qui proviendraient de différentes configurations de réseau ou de mesure. On pourra
toujours arguer du fait que les imperfections de la réalisation expérimentale et de I'ouverture
numérique du faisceau entre autres contribuent a conduire a la superposition incohérente de
signaux provenant des zones ayant des propriétés géométriques différentes.

3. Résultats en transmission

Il est possible de tracer la transmission associée a une lumiére en incidence normale avec une
polarisation linéaire paralléle ou perpendiculaire aux bras du U. Ceci permet de repérer les
différents modes de résonance décrits précédemment. Ensuite, pour imager ces quatre
modes, il convient d’observer les cartes de champ sur la surface des résonateurs pour
observer I'’exacerbation du champ au voisinage des antennes. La Figure 14 montre les résultats
obtenus pour les deux polarisations linéaires étudiées et en particulier comment I'effet de
moyenne en intensité des réponses de différentes configuration permet de réduire la
signature des anomalies de Rayleigh dans les spectres calculés.
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Figure 14 : Transmission simulée d'un réseau de résonateurs en U avec le résultat pour (a) un
angle d'incidence de 0 ° et un pas de réseau de 400 nm (b) une moyenne sur 5 pas du réseau
autour de la valeur centrale (360 nm, 380 nm, 400 nm 420 nm et 440 nm) (c) une moyenne
sur 3 angles d'incidence autour de I'incidence normale (-2 °, 0 ° et +2 °) et (d) une moyenne
simultanée sur I'angle d’incidence et le pas du réseau. (e) présente |'orientation relative des
polarisations par rapport a un résonateur ainsi que le code de couleur des modes excités.

La Figure 14 (a) présente le résultat pour I'incidence normale et un pas de réseau de 400 nm,
comme attendu l'influence des anomalies de Rayleigh est forte dans la zone du visible proche
UV. Pour éviter cela, une moyenne des courbes obtenues en intensité moyennées pour
différents pas du réseau (5 courbes) (Figure 14 (b)), différents angles d’incidence (3
courbes) (Figure 14 (c)) et pour ces deux paramétres ensemble (15 courbes) (Figure 14 (d))
permet de « lisser » ces pics parasites. Entre (b) et (c), la moyenne la plus efficace semble étre
celle associée au pas du réseau. Cependant, le choix va se porter sur la derniére courbe pour
laquelle les résultats obtenus sont bien plus interprétables.

Ceci étant, le point crucial de cette Figure n’est pas la mais plutét dans la mise en évidence de
différents modes de résonance : en associant une couleur a chaque mode il est possible de les
repérer sur les spectres en transmission associés a chaque polarisation.

Lorsque la polarisation est perpendiculaire aux bras latéraux du résonateur, chacun peut
observer ces modes dans différentes zones du spectre :

e Le quadrupdle électrique vers 620 nm
e Le couplage magnéto-électrique vers 890 nm
e Le dipGle magnétique vers 1930 nm

En revanche pour I'autre polarisation (paralléle au bras du bas du U), le dipole électrique est
le mode principalement observé vers 960 nm ainsi qu’'un mode quadrupoélaire électrique
beaucoup plus faiblement vers 550 nm (associé a un courant transverse dans le bras latéral
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du U). Ces observations en champ lointain sont associées a une répartition du champ
électrique en champ proche propre a chaque mode de résonance.

Il est possible, grace au logiciel de calcul par éléments finis, de montrer les cartes de champ
associées a ces modes de résonance. Ces cartes sont intéressantes au voisinage des
résonateurs car c’est a cet endroit que les molécules a sonder seront présentes. Par
conséquent, le calcul des champs électromagnétiques pour une polarisation et une longueur
d’onde donnée sur une surface située au milieu du U (a 20 nm de hauteur) permet de visualiser
les propriétés des modes. Par soucis de clarté, il sera montré des exacerbations de champ
apres normalisation par un champ Eg calculé en I'absence de structure. La représentation de

IE| /}sxz+lsyz+}zz2

cette exacerbation ol pour chague mode rend compte des différences en
0 0

champ proche (Figure 15).

10

DE (930nm)

Figure 15 : Représentation de I'exacerbation du champ électrique (E/Eo) associée a chacun
des modes en transmission au voisinage d'une résonateur en U avec une illumination en
incidence normale.

En polarisation perpendiculaire aux bras latéraux, pour le mode associé au quadrupdle
électrique, le champ est exacerbé localement au niveau de la base du U alors que pour le
mode associé au couplage magnéto-électrique le champ est exacerbé dans les coins du U et
enfin pour le mode magnétique, il est principalement localisé au bout des bras. De méme les
valeurs d’exacerbation sont différentes : I'exacerbation maximale pour le mode associé au
qguadrupole électrique est de 9.2, celle pour le mode associé au couplage magnéto-électrique
est de 10.2 et enfin celle associée au mode magnétique est de 17.3. Pour le mode électrique
(généré via une polarisation incidente linéaire parallele aux bras latéraux), le champ est
principalement localisé dans certains coins de I’'antenne avec une exacerbation maximale de
8.9.
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Ces simulations permettent d’avoir une idée de la dépendance spectroscopique et
polarimétrique des modes en champ proche et en champ lointain. Cependant, I'approche
jusqu’ici considérée c’est-a-dire pour des polarisations incidentes uniquement linéaires n’est
pas suffisante. En effet, une génération de polarisations plus complexes permettrait
d’exacerber plus fortement et plus précisément ces modes. Par conséquent, I'utilisation du
formalisme de Stokes-Mueller et non plus celui de Jones permet de réaliser une étude
polarimétrique plus approfondie de ces modes de résonance.

Partie 3. Matrices de Mueller des résonateurs en U et

caractérisation au changement de milieu

Il est possible de tracer les matrices de Mueller théoriques obtenues pour une onde réfléchie
en incidence oblique sur des résonateurs en U.

1. Matrices de Mueller simulées en incidence oblique

En réalisant une simulation numérique avec les mémes parameétres que précédemment
(méme cellule unité, mémes dimensions et mémes matériaux), une matrice de Mueller en
réflexion est calculée. L'étude est réalisée en réflexion et non pas en transmission car
expérimentalement pour réaliser un suivi de I'adsorption de molécules, la mesure en
transmission est impossible pour cause d’encombrement stérique : la cellule liquide qui
permet de mesurer les antennes n’est utilisable qu’en réflexion. Le calcul est réalisé pour un
angle d’incidence de 45 ° car expérimentalement, c’est I'angle pour lequel les éléments MM14
et MMa1 (caractéristiques du dichroisme circulaire) sont maximaux [100]. Toujours pour
réduire la signature des anomalies de Rayleigh dans les spectres calculés, 25 simulations
numériques ont été réalisées et moyennées. Le Tableau 2 montre les parametres utilisés avec
en bleu la valeur utilisée lors des expériences et donc la valeur centrale pour la simulation
numérique :

Tableau 2 : Angles d'incidence et pas du réseau utilisés lors de la simulation numérique
réalisée en incidence oblique. En bleu, la valeur centrale utilisée lors du travail expérimental.

Angle d’incidence | 41° 43° 45° 47 ° 49°
Pas du réseau I[dem I[dem 360 | 380 | 400 | 420 | 440 Idem I[dem
(nm)

Finalement, la matrice de Mueller associée est obtenue, elle est présentée sur la Figure 16. En
bleu, la matrice calculée pour I'angle d’incidence de 45 ° et le pas du réseau de 400 nm et en
rouge, la matrice moyenne des vingt-cing simulations. Le lissage des pics associés aux
anomalies de Rayleigh s’observe directement sur la Figure 16.
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Figure 16 : Matrices de Mueller calculées grace a la méthode des éléments finis pour un
angle et un pas du réseau (en bleu, 45 ° et 400 nm) et pour une moyenne de 25
configurations (en rouge).

Pour plus de clarté, la Figure 17 montre la matrice apres la réalisation de la moyenne et
appelée « matrice de Mueller moyenne » dans toute la suite.

| Quadrupdle électrique I

| Couplage magnéto-électrique I 1

ji/MMﬂ
0 ra)
| _

Dipble magnétique

- - .
500 1000 1500

1 1 1 1
MM, ~N My
0‘ fal

MM, MM,
o 0

2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000

0 0 0
k MMz m
500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
1 1 1 1

MM31 M32 MM34
0 0 0 0 \
MM
-1 R -1 -
500 1000 1500 2000 500 1000 1500

1 1
MM,

1 - - L - -
500 1000 1500 2000 500 1000 1500

1
MM
'\99\J/ v 2o
=

-1 - - A5 - - -
2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
Longueur d'onde (nm)

MM,,

o

2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000

Figure 17 : Matrice de Mueller moyenne calculée a I'aide de la méthode des éléments finis
pour une incidence oblique de 45 ° en réflexion : les structures dans les éléments de la
matrice de Mueller associées aux différents modes sont repérées selon le code de couleur
présenté.
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Les relations de symétrie entre les éléments (équation (30)) sont obtenues et visualisables
directement. Ces relations seront étudiées plus finement dans le Chapitre suivant pour des
mesures expérimentales. Sur cette matrice de Mueller moyenne, les modes de résonance
s’observent assez bien : les résonances trouvées en transmission sont retrouvées pour les
mémes longueurs d’ondes. Plus particulierement, les modes sont retrouvés pour certains
éléments associés aux polarisations qui permettent de les générer. Le quadrupdle électrique
et le dipole électrique correspondent a des maximums de MM1, et MMy et a des points
d’inflexion de MMass et MMas (les éléments conjugués par Kramers-Kronig). De méme, le
couplage magnéto-électrique est visible sur un maximum de MM33 et sur une inflexion de
MMa1a. C’est attendu car en premieére approximation un élément associé au dichroisme
(comme MMs; qui est le dichroisme linéaire) correspond a la partie imaginaire de 'indice et
un autre élément associé a la biréfringence (comme MMas qui est la biréfringence linéaire)
correspond a la partie réelle de I'indice. Cette propriété permettra, lors des mesures, d’étudier
un mode soit sur le pic d’un premier élément soit sur le point d’inflexion d’'un second élément,
Kramers-Kronig du premier. L’observation de la matrice permet donc de découpler les modes
et de cartographier polarimétriqguement et spectroscopiquement I'antenne étudiée. De plus,
comme lors de I'étude en incidence normale, il est possible de représenter (Figure 18) les
cartes de champ associées aux différents modes. Pour mettre en évidence le mode associé au
couplage magnéto-électrique, I'onde incidente est polarisée circulairement.

10

DE (930nm) ﬁ

-

Figure 18 : Représentation du champ électrique normalisé (E/Eo) associé a chacun des modes
en réflexion au voisinage d'une résonateur en U avec une illumination a 45 °.

Les mémes dynamiques qu’en incidence normale sont observables c’est-a-dire la dépendance
spectroscopique et polarimétrique de la distribution d’énergie en champ proche avec des
asymétries qui s’ajoutent, certaines zones devenant moins actives en incidence oblique. Les
zones les plus exaltées en fonction du mode sont similaires ainsi que les valeurs
d’exacerbation maximales : le champ électrique au voisinage des antennes est exacerbé d’un
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facteur maximal égal a 9.2 pour le quadrupbdle électrique, a 10.7 pour le couplage magnéto-
électrique, a 9.1 pour le dip6le électrique et enfin 21.1 pour le dipble magnétique.

L’objectif final étant de repérer les effets de la chiralité d’une biomolécule au voisinage d’un
résonateur en U, I'idée est de maximiser le dichroisme circulaire au voisinage de I'antenne.

Dong, le calculde < C >= — %Im(ﬁ*._B)) représentant la chiralité du champ au voisinage du

résonateur plasmonique semble approprié. C est calculé pour une polarisation incidente
perpendiculaire aux bras du résonateur au niveau du mode associé au couplage
électromagnétique pour deux angles azimutaux opposés (90 ° et 270 °) ce qui revient a
observer I'antenne selon deux angles d’incidence opposés: +45 ° et -45 °. La Figure 19
présente la chiralité <C> normalisée par <Co> qui correspond a la chiralité d’'un champ polarisé
circulairement et qui se propage dans le milieu d’étude. On voit donc que pour le mode
magnéto-électrique <C> change de maximas localement en changeant I'angle d’incidence de
+45 ° a -45 ° tout en maintenant le signe de <C> constant. On peut alors s’attendre a la fois a
une réponse différente en dichroisme circulaire (mesuré sur les éléments MMa1/MMji4) mais
peut-étre aussi dans le dichroisme linéaire du résonateur puisque I'extrémité des bras sonde
un indice différent.

Figure 19 : Représentation de la chiralité normalisée (<C>/<Co>) associée au champ
électromagnétique pour deux angles azimutaux de 90 ° et 270 ° ce qui est équivalent a deux
directions d’illumination opposées.

2. Caractérisation de la métasurface : vers un facteur de mérite alternatif
Le greffage des molécules a la surface s’accompagne tout d’abord d’'une modification de
I’environnement diélectrique de la structure plasmonique.

Le milieu ambiant, et plus particulierement son indice de réfraction, influence la position
spectrale de la résonance de plasmon de surface en la décalant vers le rouge d’une valeur dA,
en supposant que la variation d’indice dn est positive, sinon le décalage est vers le bleu. Afin
de quantifier I'influence du milieu sur la structure, la sensibilité en indice de réfraction Sg =

da , p . \ S g .
5, Présentée dans le Chapitre 1 est un parameétre souvent utilisé dans le domaine des

biocapteurs plasmoniques. Cette sensibilité permet de quantifier la performance de I’'antenne
via le décalage en longueur d’onde d’une résonance de plasmon pour une variation d’indice
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donnée. Pour obtenir cette valeur, il faut donc connaitre les décalages en longueur d’onde
induits par le changement de milieu. On fait aussi souvent intervenir d’autres valeurs comme
le facteur de mérite FOM [67], [68] qui permet d’inclure I'acuité des résonances associées.

Ceci étant dit, il est raisonnable d’étudier les antennes dans deux milieux aux indices de
réfractions bien connus : I'eau et I’éthanol. Théoriqguement et grace a la simulation numérique
précédente, il est possible de représenter sur la Figure 20 les deux matrices de Mueller
moyennes superposées pour un milieu ambiant simulant de I'eau (n=1.33) ou de I’éthanol
(n=1.36).

1 1 1
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EtOH y

500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
1 1
0 0

500 1000 1500 2000 _1500 1000 1500 2000
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500 1000 1600 2000

“1500 1000 1500 2000 ~ 500 1000 1500 2000 1500 1000 1500 2000
1 | 1
0 =X

-1 1

1 1
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A (nm)
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Figure 20 : Matrices de Mueller moyennes déterminées en simulation numériques pour deux
indices de réfraction différents en |I'occurrence ceux de I'eau (bleu) et de I'éthanol (rouge).

Le décalage est clairement observable, a titre d’exemple, I'élément MM, le démontre (Figure
21 (a)). Qualitativement, le décalage spectral semble augmenter avec la longueur d’onde. Par
la suite, dans cette partie, par soucis de clarté seul I'élément MMi; sera montré, la matrice
moyenne compléte pour chacun des résultats est en Annexe 1.
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Figure 21 : (a) Elément MM, de la matrice de Mueller moyenne en fonction de la longueur
d’onde (nm) pour deux indices de réfraction différents en I'occurrence ceux de I'eau (bleu) et
de I'éthanol (rouge) et (b) Elément MM12 en fonction de I'énergie (eV) pour I'eau (bleu),
I’éthanol (rouge) et la courbe de I’éthanol (pointillés noirs) aprés une translation constante
en énergie de 0.04eV.

Vient ensuite la détermination du décalage spectral associé a chaque longueur d’onde Lorsque
I’on trace MM, en fonction de I'énergie Figure 21 (b), il semble que le décalage soit constant
en énergie (du moins jusqu’a 800 nm) ce qui conduit a choisir une variation linéaire du
décalage en longueur d’onde. En choisissant une évolution linéaire pour le décalage, des
dynamiques pour AA(A) sont observables pour chacun des éléments. Ce décalage est bien
croissant en fonction de la longueur d’onde. L'exemple montré pour I'élément MM, est
présenté sur la Figure 22. Afin de déterminer ce décalage, les courbes ont été lissées en plus
d’étre moyennées par la simulation. En appliquant un décalage linéaire, les courbes se
superposent.

AN=-7,1(£1,5) + A*0,033(£0,002)
1

= 0
500 1000 1500 2000
A (nm)

Figure 22 : Superpositions des courbes de MM, calculées numériquement pour un milieu
ambiant avec un indice de I'eau et de I'éthanol aprés application d’un décalage spectral
linéaire pour la courbe obtenue pour I'éthanol. Le décalage appliqué en fonction de la
longueur d’onde est présenté par la courbe en noir. L’équation de la droite avec les
intervalles de confiance a 95 % est présenté également au-dessus du graphique.
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L'équation de droite associée est AA=-7.1(+1.5)+0.033(+0.002)A. Les barres d’erreur
correspondent a un intervalle de confiance de 95 % calculé a I'aide de la matrice jacobienne
du fit. Il est possible de réaliser ce fit pour chacun des éléments de la matrice et les équations
obtenues sont résumés dans les tableaux suivants (Tableau 3 pour les équations de droite et
Tableau 4 pour les intervalles de confiance associés au fit):

Tableau 3 : Décalages spectraux calculés a partir des matrices de Mueller moyennes
obtenues numériquement pour I'eau et I'éthanol apres ajustement par une variation

linéaire.
MMz MMzi3 MMai4
AN=-7.1+0.033A AA=-20.7+0.051A AA=-9.5+0.033A
MM21 MM22 MM23 MM24
AN=-7.1+0.03A AN=-0.8+0.020A AA=-5.3+0.031A AA\=-11.3+0.036A
MM3s; MMs, MM33 MM3s4
AA=-1,5+0.020A AA=-5.6+0.032A AN=-3.8+0.028A AN=6.2+0.016A
MMay MMa2 MMas MMaq
AA=-9.7+0.033A AA=-10.3+0.034A AA=6.1+0.017A AN=-8.6+0.034A

Tableau 4 : Intervalles de confiance a 95 % sur le fit pour le décalage spectral associées aux

courbes pour l'eau et I'éthanol.

Ordonigzl:érl'ssrrigine/ MM, MM1s MMa
Coefficient directeur +1.5 /+0.002 +0.4 / £0.001 +2.7 / £0.004
MM21 MM22 MM23 MM24
+1.5 /+0.003 +4 / +0.005 +3.3 /+0.004 +2.1/+0.003
MM3s; MM3s; MM33 MM3z4
+3.2 / +0.006 +3.3 /+£0.004 +2.7 / £0.004 +1.6 / £0.003
MMay MMa2 MMas MMaq
+2.7 / £+0.004 +2 / +0.003 +1.6 / £0.003 +2.3 /+0.003

On observe tout d’abord que les variations observées sont symétriques par rapport a la
diagonale de la matrice de Mueller, ce qui est attendu suite aux relations de symétries entre
les éléments de la matrice de Mueller. Les coefficients directeurs des droites sont proches et
valent approximativement 0.03 mais different [égérement selon I’élément observé. La grande
différence qui s’observe pour les ordonnées a |'origine est en partie certainement due a des
corrélations croisées entre la pente et 'ordonnée a l'origine. On notera cependant des
différences significatives des pentes pour les éléments MMzs et MMaz d’'une part et MM2;
d’autre part. Pour MMy, il est trés possible que les variations spectrales ne soient pas assez
marquées pour que la pente soit bien déterminée pour la partie infrarouge du spectre. Pour
MMs4 et MMas par contre, les valeurs de décalage sont significativement plus faibles que pour
les autres éléments. Nous n’avons pas d’explication bien claire pour expliquer I'origine de
cette observation. Cette estimation de décalage est faite sur chaque élément de la matrice de
Mueller moyenne pour toute les longueurs d’ondes, on ne peut donc empécher que certaines
erreurs dans un sens a certaines longueurs d’ondes en compensent d’autres a d’autres

56



longueur d’onde. Une autre lecture consiste a regarder autour d’'un mode quel est le décalage
observé en fonction de I'élément de matrice.

Par exemple, le décalage spectral a 600 nm est de 12.7 nm pour MM13, de 10.3 nm pour MM14
et de 15.8 nm pour MMzs4. Chaque mode de résonance est associé a un décalage qui lui est
propre. De méme, au niveau du point d’inflexion associé au mode du quadrupdle électrique
sur MMz, le décalage est de 15.8 nm alors que pour le point d’inflexion associé au mode du
couplage magnéto-électrique sur MMz3, le décalage est de 20.7 nm. Ces différences sont
supérieures au barres d’erreurs associées.

Par soucis de vérification, en appliquant le méme décalage partout, les courbes ne se
superposent pas ce qui assure la faible influence de corrélations croisées pendant le fit.

On notera une absence de symétrie pour les éléments MM13 et MMs; de la matrice : ceci est

d{ aux faibles variations de ces éléments ce qui rend le fit difficile.

La dépendance spectroscopique et polarimétrique se répercute sur la sensibilité associée a la
. et s e 1 , . AX , o

métasurface. Cette sensibilité a I'indice de réfraction, Sg = v est déterminée en prenant en

compte le décalage spectroscopique ainsi que le caractere dispersif du milieu considéré, c’est
a dire la dépendance en longueur d’onde des indices de réfraction de I'eau et de I’éthanol. La
Figure 23 présente donc la sensibilité a I'indice de réfraction pour I'élément MM, de la
matrice.

S_max=1186nm.RIU, A =1764nm
B max
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Figure 23 : Sensibilité Sg associée a I’élément MM1, de la matrice en fonction de la longueur
d'onde du champ incident.

Ssmax correspond a la valeur maximale de sensibilité, elle est ici de 1186 nm.RIU™ et elle est
atteinte pour A= Amax=1764 nm. Il est également possible de résumer dans le Tableau 5 les
résultats obtenus pour la matrice entiere.
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Tableau 5 : Valeurs de sensibilité maximale et longueur d’onde de cette valeur pour les
éléments de la matrice de Mueller.

Ssmax (nm.RIU?) 1186 1615 1128
1186 807 1166 1195
792 1164 1046 834
1132 1158 843 1180

Une sensibilité est associée a chaque longueur d’onde et chaque élément de la matrice. Un
maximum est atteint entre 1500 nm et 1850 nm suivant I'élément considéré. La valeur
maximale est bien différente. Par exemple, elle est de 1186 nm.RIU! pour MMi; et 834
nm.RIU? pour MM3a.

L’objectif final est de choisir des zones sur la matrice ou les variations de la matrice de Mueller
sont significatives lorsque I'indice change au voisinage de chaque résonateur. Par exemple, il
semble approprié de se placer sur un point d’inflexion et non sur un maximum local afin
d’observer I’évolution d’'un mode.

Comme décrit dans le Chapitre 1, j'utiliserai un Facteur de Mérite adaptée a la matrice de

dMM eres ,
- La sensibilité de la métasurface est

Mueller dont je rappelle la définition : FOM** = S, *

bien prise en compte ainsi que I'acuité de la résonance. Cette fois, les extremums de FOM**
correspondent aux zones d’intérét de la métasurface : c’est-a-dire les zones (spectroscopiques
et polarimétriques toujours) ou I'expérimentateur souhaite mesurer afin de détecter le plus
efficacement I'environnement diélectrique. En I'occurrence, dans le cadre des recherches
menées dans cette these : le décalage spectral induit par le greffage de biomolécules sera
étudié dans les zones ou le facteur de mérite alternatif correspond a un extremum local. La
dérivée de la matrice est calculée apres un lissage de la courbe afin d’éviter les problemes de
discontinuité dues aux bruits de la simulation et de la mesure. Via les simulations numériques,
FOM** est observable sur la Figure 24 pour un réseau de résonateurs en U pour les éléments
MM12 et MM3a.

Le graphe est bruité lorsque I'on se rapproche de la zone UV du spectre : les anomalies de
Rayleigh sont toujours présentes autour de 500 nm et le calcul de la dérivée induit certaines
discontinuités. Cependant, des extremums locaux sont clairement observables pour ces
éléments. L'idée est d’observer les décalages spectraux au niveau des modes de résonance
des résonateurs en U. Ici, la zone verte correspond au quadrupdle électrique et la zone jaune
au dipole électrique. On remarque que les modes de résonance correspondent a des valeurs
faibles de facteur de mérite alternatif pour MM1 alors que ce sont des extremums locaux
pour MMs4, ceci est attendu dans la mesure ol sur la matrice les résonances sont positionnées
sur les extremums de MM, et les points d’inflexion de MMasa (relations de Kramers-kronig).
Par conséquent, I'observation de la modification du signal peut étre réalisée au niveau de
MMs3a pour les modes associés au quadrupodle électrique et au dipdle électrique. Ceci montre
un intérét de la mesure de la matrice de Mueller qui est de rapporter la sensibilité maximum
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au niveau des résonances et non pas de leur point d’inflexion grace a la détermination des
valeurs conjuguées, MM1; et MMa3;4 ici.

Les expériences et |'interprétation associées sont réalisées au sein de ce cadre : c’est-a-dire
que pour chaque mesure effectuée, une calibration H,O/EtOH doit étre effectuée et ensuite
apres en avoir déduit une sensibilité Sg, les zones d’intérét ol sont observables les modes
sujets a étude sont déterminées grace au facteur de mérite alternatif. Il faut réaliser cette
calibration pour chaque expérience pour éviter le probléeme de non reproductibilité entre les
différentes expériences méme si dans les faits les gammes spectrales (ce sera vu par la suite)
restent les mémes et heureusement.
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Figure 24 : Facteurs de mérite alternatifs déterminés pour les éléments (a) MM et (b)
MMz34 en fonction de la longueur d'onde. La position spectrale des différents modes de
résonance sont représentés suivant le code couleur habituel.

Partie 4. Conclusion et perspectives du Chapitre
L'étude théorique des métasurfaces en U a permis de caractériser I'origine du dichroisme
circulaire associé a ces résonateurs.

Quatre modes de résonance ont été mis en évidence a l'aide d’'une simulation numérique par
éléments finis. Un mode en particulier, celui associé au couplage magnéto-électrique, induit
au dichroisme circulaire et semble étre le mode le plus intéressant pour obtenir des
informations sur la structure secondaire de biomolécules adsorbées.

L'influence du changement de milieu au voisinage d’un résonateur a été étudié. Il induit un
décalage des résonances de la métasurface qui se reflete dans le décalage des spectres des
éléments de la matrice de Mueller. Ce décalage augmente linéairement avec la longueur
d’onde. Le choix des gammes spectrales les plus favorables pour quantifier le décalage, et la
modification potentielle des variations spectrales associées au modes de la métasurface, se
fait via le facteur de mérite. Un facteur de mérite alternatif adapté aux matrices de Mueller a
également été présenté.

Apres avoir décrit théoriquement et numériquement les métasurfaces utilisées dans ce travail,
il faut maintenant se préoccuper de la réalisation expérimentale et des résultats optiques
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obtenus avec ces surfaces. La caractérisation sera faite en suivant le protocole établi grace a
ce travail numérique :

1. Mesure des matrices de Mueller dans I’eau et I’éthanol
2. Détermination du facteur de mérite alternatif
3. Greffage du peptide et suivi sur les zones d’intérét prédéterminées

60



61



62



Chapitre 3 : Caractérisation expérimentale
des métasurfaces étudiées
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Partie 1. Elaboration des échantillons en lithographie et

spectres de transmission associés
Les échantillons composés de U en or sont réalisés dans la salle blanche de I'INSP. Le processus
expérimental ainsi que des mesures de transmission permettant de caractériser les modes
déja présentés dans le Chapitre 2 seront présentés dans cette partie.

1. Lalithographie électronique comme méthode de fabrication
La réalisation des métasurfaces composées de U en or est réalisé en lithographie électronique
dans la salle blanche de I'INSP. Toutefois, au début de la these, certaines surfaces ont été
réalisés dans la salle blanche du Laboratoire Matériaux et Phénomenes Quantiques de
I’'Université Paris Cité pour des raisons d’entretien de matériel au sein de la salle blanche de
I"INSP.

Le protocole utilisé est grandement inspiré de travaux précédents au sein du laboratoire et
méme au sein de I'équipe. Pour réaliser un échantillon, il faut procéder a ces différentes
étapes qui sont schématisées sur la Figure 25 :

1. Un substrat de silice fondue (9x9mm? de surface et 1mm d’épaisseur) est rincé (1
minute sous Ultrasons dans de I'acétone puis rincage a I'lsopropanol), séché a I'azote
sec puis mis sous plasma d’oxygene a une puissance de 30W pendant 5 minutes.

2. Un revétement par centrifugation (spin-coating), avec un Polos Spin 150 i, de
Polyméthacrylate de méthyle (PMMA) pendant 30 secondes a 4000 tours par minutes
est réalisé pour obtenir une couche d’environ 150 nm d’épaisseur de résine apres
recuit a 150 °C pendant 15 min. Cette résine sera la résine insolée par les électrons.

3. Un autre revétement, d’environ 40 nm, obtenu dans les mémes conditions de spin-
coating mais recuite 1 min a 90 °C, d’Electra92. Cette résine conductrice permet
d’éviter les effets de charge lors de I’exposition au canon a électrons.

4. L’exposition est réalisée sur un microscope électronique a balayage (MEB Zeiss Supra
40) associé a un systeme de lithographie électronique (Raith Elphy Quantum) avec un
diaphragme de condenseur de 10 um, une tension accélératrice de 20 keV, et un
courant d’environ 20 pA. Une dose de 150 uC.cm™ a été utilisée. Le grandissement
utilisé de 490x permet de réaliser des zones de 100 um de c6té maximum avec une
résolution suffisante pour nos échantillons. Afin de réaliser des surfaces plus
importantes, des zones sont faites les unes a c6té des autres. Le déplacement
mécanique de notre platine porte-échantillon ne permet pas un raccordement de
champ précis et les zones lithographiées ont été espacées de 5 um afin d’éviter tout
recouvrement entre les résonateurs tout en maintenant une densité de résonateurs
satisfaisante.

5. Apres I'exposition, la résine d’Electra est retirée grace a de I'eau déionisée pendant 1
minute. L'étape de développement afin de révéler les zones exposées se déroule
pendant une exposition a un mélange 1:3 de méthylisobutylcétone et d’isopropanol
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pendant 50 secondes, avant un bref ringcage a I'isopropanol pendant 30 secondes suivi
d’un séchage a I'azote sec.

6. Ensuite, a I'aide d’un évaporateur par effet Joule Vinci PVD-4E, une épaisseur de 5 nm
de Titane (couche d’accroche), est déposé avant une épaisseur de 40 nm d’or. Il est
crucial ici de faire attention aux angles de dépo6t sous peine d’obtenir des dimensions
différentes pour les bras des U. Pour éviter ce genre de mésaventure, il est nécessaire
de positionner I’échantillon le plus en face possible des sources de métaux déposés.

7. Enfin, une derniéere étape, afin d’enlever la résine (lift-off) et donc de laisser le couple
Titane/Or uniqguement au niveau des zones exposées électroniquement, comprend
une période de deux heures durant laquelle I’échantillon baigne dans de I'acétone a
40 °C puis quelques secondes d’Ultrasons toujours dans le méme milieu. Aprés un
dernier rincage a I'isopropanol et séchage a I'azote sec, I'échantillon est prét.

4. Lithographie
2. Dépot centrifugé 3. Dépdt centrifugé électronique
de PMMA d’Electra 92 au MEB

PMMA Electra92 ﬁe n
Verre 150nm 40nm
) ) )

1. Nettoyeur Plasma

Titanium,

Al e [

7. Développement 6.bis Evaporation 6. Evaporation 5. Développement
sous acétone d'or de Titane Eau déionisée
MIBK:Isopropanol

Figure 25: Schémas illustrant le processus de lithographie.

La Figure 26 comprend deux photographies réalisées au microscope optique avec un
grandissement x10 apres I'étape de développement (a) (étape 5) et apres I'étape de révélation
(b) (étape 7). Chaque petit carré fait 100 um de co6té, les décalages d’alignement liés au
déplacement mécanique de la platine sont bien visibles. Il est important de noter que les
décalages sont latéraux mais pas angulaires.
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Figure 26 : Photographies réalisées au microscope optique avec un grandissement x10 apres
les étapes (a) de développement et (b) de lift-off. Les lettres et nombres sont simplement
des repeéres réalisés lors de la lithographie.

La Figure 27 ((a),(b) et (c)) montre des images MEB réalisées aprés une lithographie
électronique. Quatre grandissements sont ici montrés. L’échantillon montré présente une
métasurface composée de 10x7 patchs qui font chacun 95 pm? (afin de ne pas dépasser la
zone d’écriture de champ de la machine utilisée). Les U font 220 nm de hauteur et 220 nm de
largeur les bras eux font 70 nm et la base fait 90 nm comme montré Figure 27 (d). Il faut noter
que l'organisation des résonateurs n’est pas un réseau carré. En effet, afin de limiter la
signature des anomalies de Rayleigh dans les spectres optiques, j’ai introduit un désordre
pseudo-aléatoire dans les positions de chaque résonateur. Ce désordre a été obtenu en
déplacant de facon aléatoire chaque résonateur dans sa cellule de 400 nm x 400 nm tout en
évitant qu’ils ne se touchent. Ce point sera abordé plus précisément ultérieurement.

MublE gHyuuy,
My gyuuyu

Mage 85X Signal = Inl e Daty 3 Now 2021 e Sigrab A= InLeers Date 2 Now 2021
WD =127 mm ENT = 10.00 KV Stage . k WD =127 mm EMT = 10,00 W Stageat T= 007

— ]

220nm (d )
-—
70
220nm
nm ——
90nm
$40nm

Mags 2000KX Sigal A = InLans Date 3 Now 2021
WD = 127 mm EHT = 10.00 KV Stage#T= 00"

Figure 27 : Images MEB d'un échantillon réalisé par lithographie électronique. Différents
grandissements sont ici montrés (a) X65 (b) X10.000 et (c) X20.000. (d) Dimensions d'un U
(théorique c'est a dire donnée au logiciel de lithographie électronique).

Apres avoir expliqué la méthode de réalisation des surfaces lithographiées, leurs différentes
caractéristiques vont étre étudié en I'occurrence les courbes de transmission pour différentes
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polarisations afin de mettre en évidence relativement facilement les différents modes de
résonance. Ensuite, les matrices de Mueller des échantillons mesurées en ellipsométrie
généralisée seront discutées et notamment la sensibilité associée a ces métasurfaces.

2. Mesure de transmission mettant en évidence les différents modes de

résonance

Il a été vu précédemment que les différents modes de résonance de la surface considérée
étaient a la fois dépendants de la longueur d’onde et de la polarisation incidente. Cette
dépendance spectroscopique et polarimétrique peut étre mise en valeur a I'aide d’un simple
spectre de transmission. Pour ce faire, en utilisant un microscope optique couplé a deux
spectrometres CCD Avantes (un pour la gamme 400-1100 nm et un pour la gamme 1000-1600
nm), il est possible d’obtenir les courbes de transmission souhaitées. Les deux spectrometres
sont nécessaires afin d’étudier une large gamme spectrale ce qui permet d’observer les quatre
modes de résonance recherchés. La Figure 28 montre les spectres obtenus pour les deux
polarisations étudiées. Une goutte d’eau a été préalablement déposé sur la surface des
résonateurs pour mesurer dans ce milieu. Pour cette expérience, un polariseur linéaire est
placé en entrée au niveau de la source lumineuse et positionné manuellement ce qui donne
une incertitude sur la position du plan de polarisation par rapport a I'antenne étudiée.
Cependant, ici, ce n’est pas la précision qui est recherchée mais uniquement la mise en
évidence des modes de résonance et la méthode manuelle suffit amplement.

— 100
o<
N
g Couplage Polarisation incidente associée
B 80 e, —
840nm
= drupbl
= ectique. -
72} 600nm Dipdle
(- magnétique
o 60 - 1600nm
i N N
H | w’ |
500 1000 1500

Longueur d'onde (nm)

Figure 28 : Spectre de transmission d'une métasurface composé de U La transmission est
donné pour deux polarisations incidentes en I'occurrence en rouge paralléle aux bras du U et
en bleu perpendiculaire aux bras du U.

Quatre modes de résonance spectroscopiques et polarimétriques sont bien visibles sur le
spectre mesuré. En I'occurrence :

e La quadrupdle électrique aux alentours de 600 nm (visible en polarisation horizontale
et faiblement en polarisation verticale)

e Le couplage magnéto-électrique aux alentours de 840 nm (visible uniquement en
polarisation horizontale)
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e Le diplle électrique aux alentours de 930 nm (visible uniquement en polarisation
verticale)
e LedipGle magnétique aux alentours de 1600 nm (visible en polarisation horizontale et
faiblement en polarisation verticale)
Il est alors possible de superposer les courbes théoriques et expérimentales (Figure 29):
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Figure 29 : Comparaison des courbes de transmission obtenues expérimentalement (lignes
pleines) et en simulation numérique (lignes pointillées) pour deux polarisations linéaires
incidentes.

Les mémes tendances sont observées, c’est-a-dire les modes de résonance sont visibles pour
les mémes polarisations et dans les mémes zones spectroscopiques. Les hiérarchie
d’amplitudes et de largeurs a mi-hauteur sont bien respectées. En revanche, la simulation
numeérique a tendance a décaler les résonances dans le rouge. Ceci s’observe particulierement
pour le mode associé au dip6le magnétique. Cependant les calculs sont faits sans prendre en
compte la couche d’accroche et les dimensions sont les dimensions nominales. L’accord reste
tres satisfaisant.

Afin de caractériser les métasurfaces composées de U, le formalisme de Mueller est utilisé
pour des raisons abordées dans les Chapitres 1 et 2. La partie suivante traitera de la
caractérisation complete de ces métasurfaces en analysant une matrice de Mueller mesurée
en ellipsométrie généralisée.

Partie 2. Caractéristiques de la métasurface via sa matrice de

Mueller compléte dans I’air mesurée a NTNU

Au cours de son post-doctorat a I'INSP et au LRS, Lu Zhang a réalisé une série de mesures a
NTNU en Norvege dans le cadre d’une collaboration avec Morten KILDEMO. L’appareil utilisé
est un ellipsometre J.A. Woollam RC2-VVASE, avec deux compensateurs tournants. |l permet
de mesurer toute la matrice de Mueller dans la gamme 190 nm- 1800 nm. Les échantillons
étaient tres similaires a ceux que j’ai présenté jusqu’ici et contenaient des résonateurs en U.
Les mesures réalisées a différents azimuts permettent de rendre compte de plusieurs
parametres associés a la métasurface :

e Les symétries de la matrice de Mueller
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o Les propriétés polarimétriques de la surface qui seront déterminées ici grace a la
décomposition logarithmique qui permet d’accéder a I'origine du dichroisme circulaire
e L’influence de la diffraction

1. Les symétries de la matrice de Mueller : le théoreme de réciprocité et

le retournement temporel
L'objectif des mesures réalisées dans le cadre de ce travail est d’observer, ou non, une certaine
signature dans les variations spectrales des éléments de la matrice de Mueller lorsque I'on
change le milieu environnant les résonateurs. En conséquence, il est convénient de partir d‘un
systeme symétrique afin d’en observer les modifications. Certaines symétries entre les
éléments de la matrice seront utilisées afin de réaliser un alignement reproductible lors du
travail expérimental. Une premiere origine des symétries provient des contraintes imposées
par le théoréme de réciprocité qui induit certaines relations entre les éléments de la matrice.
Les relations dépendent en I'occurrence de la topographie des résonateurs [132] ainsi que des
symétries des tenseurs constitutifs [133]. Des travaux réalisés en 2012 au sein de I'équipe a
I'INSP [97] ont résumé ces relations en fonction de I'angle azimutal et de la dispersion spatiale.
Ici, 'angle azimutal considéré est de 90 ° afin d’obtenir les relations suivantes entre les
éléments pour une mesure en réflexion :

e MMi1,=MM21
¢ MMi3=MM31
e MM23=MM3;
e MMis=-MMa1
e MM2=-MMas,

La symétrie de la matrice de Mueller n’est obtenue que lorsque le plan de symétrie de la
matrice des U sera paralléle au plan d’incidence de polarisation du champ électromagnétique
(ie azimut de 0 °,90 °,180 ° ou 270 °) comme montré sur la Figure 30 pour un azimut de 90 °.

Plan de polarisationdu
champ incident

Figure 30 : Schéma montrant I'influence de I'angle azimutal sur la symétrie de la matrice de
Mueller associé a un résonateur en U. L'image de droite correspond a un azimut de 90 °.

Des mesures permettent d’étudier plus précisément ces symétries. Un angle d’incidence de
50 ° a été choisi avec une gamme spectrale allant de 400 a 1500 nm. Les échantillons ont été
placés sur un support permettant de réaliser la mesure pour tous les angles azimutaux en
conservant I'angle d’incidence constant. L’angle azimutal choisi va de 0 ° a 360 ° par un pas de
2.5 °. La matrice de Mueller mesurée est représentée Figure 31.
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Figure 31 : Matrice de Mueller pour différents azimuts et longueurs d'onde en réflexion pour
un angle d’incidence de 50 °.

Il est possible de vérifier les symétries attendues. En observant MM;jzMMj;, les symétries sont
obtenues pour certains azimuts et pas d’autres. Ceci se voit bien sur la Figure 32 ou par
exemple pour MM14+MMas, la nullité est obtenue pour les azimuts 90 ° et 270 ° (ligne blanche
sur la figure). Ceci s’observe assez rapidement pour tous les éléments.
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Figure 32 : MM;jtMM; pour différents azimuts et longueurs d'onde.
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Une seconde origine des symétries entre les éléments de la matrice de Mueller provient du
théoreme de retournement temporel qui permet d’obtenir la relation suivante pour tous les
angles azimutaux ¢ : Mj($)=% Mji(d+mt) (ceci revient a observer I'échantillon selon deux angles
d’incidence opposés). La Figure 33 illustre cette propriété a partir de la matrice de la Figure
31. Seule la premiére diagonale et les éléments au-dessus sont présentés puisque ceux sous
la diagonale sont parfaitement égaux a leur symétrique. Attention, les valeurs obtenues, et
donc les échelles de couleur, sont comprises entre -0.05 et +0.05 contrairement a la Figure 31
afin de rendre visible les variations résiduelles. Cette propriété se vérifie sur toute la matrice
cette fois et quel que soit 'azimut. On peut prendre ces variations résiduelles comme une
limite de précision sur les éléments de la matrice de Mueller. Elles trouvent leur origine
principalement dans la difficulté a aligner parfaitement I’échantillon sur la platine de rotation
automatique utilisée pour ces mesures. En particulier, on pensera a I'eucentricité de la
rotation, a I'alignement des lentilles de focalisation et a de la dépolarisation (largeur spectrale,
ouverture angulaire du faisceau focalisé).

0 1500 _
90 270 \ )
— N o Y '
180 Azimut (°)
0.05
SN\ N
,:‘ - - §
0
-0.05 \ _-—?
. | =
MM;(d+rt)tMM; (D)

Figure 33 : Matrice montrant les symétries par retournement temporel. Représentation de
MMij(b+m)EMMij(d) pour différents azimuts et longueurs d'onde. Attention aux échelles de
couleurs qui sont [-0.05 0.05] et pas [-1 1] comme pour la matrice de Mueller de la Figure 31.

L'observation des propriétés de symétrie et de retournement temporel est réalisé sur la
Figure 34 ou est représenté la méme mesure que précédemment mais pour des azimuts fixés.
Il est ici représenté les couples des éléments (a) MM14/MMa; et (b) MM2a/MMa4; de la matrice
pour les azimuts de 90 ° et 270 °. Les symétries de la matrice de Mueller données au début de
cette section ne sont pas observées. On verra juste aprés qu’une origine trés probable se
trouve dans les légeres asymétries des résonateurs eux-mémes. En revanche, la symétrie
imposée par le retournement temporel est bien respectée (dans les incertitudes acceptées).
C’est particulierement visible sur MM24 et MMaa,.
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Figure 34 : Eléments (a) MM14/MMa; et (b) MM24/MMa4; pour un échantillon avec I'air
comme milieu ambiant pour deux azimuts en I'occurrence 90 ° et 270 °.

L'absence de symétrie attendue par réciprocité de la matrice trouve son origine dans la
fabrication des métasurfaces Les U obtenus en lithographie électronique ne sont jamais
parfaits ce qui induit fatalement une certaine dissymétrie dans la matrice de Mueller méme
sans molécules. Par exemple, un bras peut étre plus petit de quelques nm par rapport a un
autre ce qui ne se voit pas au MEB. Une simulation numérique réalisée avec HFSS présentant
la matrice de Mueller pour un réseau de résonateurs possédant un bras inférieur a un autre
de 4 nm pour deux angles azimutaux de 90 ° et 270 ° montrent que I'on perd la symétrie
souhaitée entre les éléments de la matrice comme le montre la Figure 35. Les symétries
attendues MM;(90 °) = £ MM;(270 °) ne sont plus présentes. Ceci se voit bien pour les
éléments supposément égaux comme MMi3/MMs1 ou bien MMa3/MMs,.
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Figure 35 : Matrice de Mueller pour un réseau de résonateurs possédants un bras plus petit
gue l'autre de 10 nm. En rouge, la matrice a un azimut de 90 ° et en bleu la matrice a un

azimut de 270 °.
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On imagine que dans le cas d’une métasurface composée de ces résonateurs asymétriques,
les tenseurs constitutifs ne sont plus diagonaux dans le repére Cartésien (x,y,z). Un tenseur
avec une symeétrie triclinique pourrait décrire cette métasurface. En conséquence, les
symétries proposées par considération de réciprocité, ne s’appliquent plus dans ce cas.

La logique initiale était de fonctionnaliser la métasurface avec les molécules biologiques
d’intérét puis de réaliser la méme mesure aux deux azimuts et d’observer si une dissymétrie
apparaissait de par la présence de molécules chirales. Ceci est en fait irréalisable pour cette
étude car les métasurfaces possedent des matrices non parfaitement symétriques et d’une
mesure a l'autre la reproductibilité de I'alignement n’est pas totalement respectée en tout cas
pas suffisamment pour pouvoir comparer deux mesures. Par contre, en utilisant la propriété
du retournement temporel, il semble suffisant de mesurer les antennes a un seul azimut, la
comparaison de réponse entre deux azimuts opposés s’obtient en comparant deux élément
symétriques.

Cette derniere considération est cruciale puisqu’elle permet d’envisager un suivi du greffage
in-situ grace a l'utilisation d’une cellule liquide qui ne permet pas facilement de changer les
conditions de mesure.

2. La décomposition logarithmique
Une hypothése des surfaces pseudo-chirales est leur chiralité justement, ce qui veut dire que
la mesure de MM1a ou MMa1 reflete une activité optique et n’est pas simplement une
combinaison de diatténuation et retard linéaire (Chapitre 1). En 1977, Azzam [130] a proposé
un formalisme matriciel différentiel pour les milieux optiquement anisotropes linéaires. A la
suite, différents travaux [115]-[117] ont permis d’analyser une matrice de Mueller en
séparant les effets polarisants de ceux dépolarisants afin d’en obtenir une interprétation plus
fine. Il faut considérer une équation différentielle linéaire de propagation pour une matrice
de Mueller M(z) (ou z est la direction de propagation de la lumiére) telle que :
dM(z)

e mM(z)
m est ici la matrice différentielle qui est décomposable en deux parties : une symétrique (mm)
(32) et une antisymétrique (my) (33) en utilisant la métrique de Minkowski G=diag(1, -1, -1, -
1) telle que :

(31)

m,, = %(m - GmTG) (32)

1
m, = (m + Gm™G) (33)
Dans les faits, pour calculer mm et my, il convient de calculer le logarithme de M, L, qui est

proportionnel a m via la distance d traversée par la lumiére a travers le milieu (34).

md = log(M) =L (34)
Sile milieu est uniformément dépolarisant et que ses propriétés sont uniformément distribués
suivant d alors m est indépendant de z et donc il est possible d’étudier L et non plus m [116].
Il vient alors Lm (35) et L, (36) :
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0 LD LD CD (35)
LD 0 CB LB
LD’ —CB 0 -LB
CD -LB" LB 0
0 ALD ALD' ACD (36)
[ALD a, ACB ALB’]

ALD' ACB  a, ALBJ

ACD ALB' ALB a3
Lm contient les propriétés polarimétriques intrinseques du matériau (en I'occurrence les

valeurs moyennes), en particulier le CD est séparé des effets de diatténuation (LD,LD’) et
retardation (LB, LB’) linéaires. Par ailleurs, cette décomposition est uniqgue mais n’est
applicable qu’en transmission. La matrice L,, en revanche correspond aux incertitudes de ces
propriétés, celles-ci proviennent de la dépolarisation. Les a; sont les absorptions
anisotropiques apres soustraction de I'absorption isotropique a.

1
Ly = E(L —GLTG) =

1
Ly =§(L+GLTG) =l

Il faut retenir que si M est la matrice d’'un matériau parfaitement polarisant (ie qui ne
dépolarise pas) alors L,=0.

En I'occurrence, ce modele de décomposition a été appliqué a une mesure réalisée en
transmission avec un angle d’incidence de 15 °. La matrice de Mueller est présenté sur la
Figure 36 ou les symétries habituelles sont présentes.
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Figure 36 : Matrice de Mueller d'un échantillon composé de résonateurs en U mesuré en
transmission avec un angle d'incidence de 15 °.

Ensuite, il est possible de représenter Ly Figure 37 et L, Figure 38. Au regard des valeurs
associées a Lm, les valeurs les plus élevées sont les dichroismes et biréfringences linéaires.
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Pour obtenir une valeur de dichroisme circulaire plus importante, il faudrait travailler a un
angle d’incidence plus élevé mais la décomposition logarithmique ne serait sans doute plus
valide. En outres les incertitudes dues a la dépolarisation sont généralement de I'ordre de
quelques 1073 (a part pour MMs2/MMys ou c’est un peu plus important) ce qui assure une
interprétation non abusive de la mesure. On remarquera qu’on retrouve |'ordre de grandeur
des valeurs résiduelles trouvées pour les symétries de retournement temporel.
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Figure 37 : Partie antisymétrique Ln de la décomposition logarithmique de la matrice de
Mueller de la Figure 36.
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Figure 38 : Partie symétrique L, de la décomposition logarithmique de la matrice de Mueller
de la Figure 36. Attention aux échelles qui sont différentes pour chaque élément.
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Principalement, les matrices Ln et L, permettent de calculer des grandeurs qui nous
intéressent tout particulierement a savoir la polarisance et la différence d’absorption optique
circulaire (CDOA).

La polarisance P (Equation (37)), déduite des valeurs de la premiére colonne (ou la premiere
ligne) de la matrice de Lm, nous informe sur la capacité du matériau a polariser la lumiere. Une
polarisance nulle correspond a un élément qui ne polarise absolument pas de la lumiére non
polarisée, c’est le cas de tous les retardeurs purs, une lame quart d’onde par exemple, mais
aussi d’'un dépolariseur pur. A contrario, une polarisance de 1 correspond a un élément qui
polarise parfaitement la lumiere, c’est le cas d’un polariseur linéaire par exemple.

P =+/LD? + LD'? + CD? (37)
Dans le cas des résonateurs en U, la Figure 39 (a) montre celle-ci. Elle est égale en moyenne a
0.23 ce qui montre le caractere relativement polarisant de la métasurface avec une
contribution importante des effets de retard a la réponse optique, puisque la dépolarisation
est négligeable (Figure 38).

Enfin et c’est le résultat le plus important issu de cette décomposition logarithmique, il est
possible de calculer une différence d’absorption optique circulaire (CDOA). Celle-ci est
classiqguement définie telle que (38) :

ILcp — Ircp (38)

1
5 (Ircp + Ircp)

C'est la grandeur qui est mesuré par exemple lors d’'une mesure sur un spectrometre de
dichroisme circulaire commercial comme ceux notamment utilisés en biologie. Cependant,
dans cette grandeur, il n’y a pas que du dichroisme circulaire pur. En effet le retard induit par
I’échantillon entraine une valeur non nulle de CDOA. Cette influence du retard est présente
dans les grandeurs LD’, LB, LD et LB’. En 2019, Wilson & al. [86] montrent qu’il est possible de
calculer une CDOA apparent (39) et une CDOA issue de la retardance (40). La comparaison des
deux valeurs obtenus permet de conclure sur I'origine de la différence d’absoprtion détectée.
Ceci permet de savoir si on observe une différence d’absorption entre les composantes
circulaire droite et circulaire gauche de la lumiére car du dichroisme circulaire est présent ou
si elle est uniguement due aux propriétés retardantes de la métasurface.

CDOA classique =

1
CDOA apparent = 5 (CD + LD’ * LB — LD * LB") (39)

1
CDOA issue de la retardance = > (LD" * LB — LD = LB') (40)

La Figure 39 (b) montre la CDOA apparente et la Figure 39 (c) montre la CDOA issue de la
retardance. Au regard de I'échelle associée a chaque figure il est directement visible qu’un
facteur 10 est présent entre les deux valeurs. Ceci justifie que la CDOA observée est
majoritairement due a du dichroisme circulaire et donc certainement a un champ chiral
généré localement par la structure pseudo-chirale. Ceci veut aussi dire qu’il est possible
d’associer I'’élément MMa1 de la matrice de Mueller au dichroisme circulaire au sens CDOA.
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Figure 39 : Propriétés déduites de Lm avec (a) la polarisance (b) la CDOA apparent et (c) la
CDOA issue uniquement des caractéristiques retardantes.
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3. L’influence de la diffraction

En faisant le choix de considérer des antennes positionnées sur un réseau. Les différentes
structures sont couplées et ainsi la réponse spectroscopique des échantillons s’en trouve
modifiée. En particulier, la diffraction se manifeste sous la forme des anomalies de Rayleigh,
c’est-a-dire des variations tres localisées et importantes des propriétés optiques qui ont lieu
lorsque les conditions d’angle d’incidence et de longueur d’onde permettent de coupler I'onde
incidente a un mode propagatif diffracté se propageant paralléelement a la surface (soit le long
de linterface résonateurs/substrat, soit résonateurs/air). Ces anomalies qui sont
généralement non souhaitées sont évitables ou tout du moins réduites en simulation
numeérigue en moyennant différents angles d’incidence et pas du réseau (Chapitre 2). C'est-a-
dire que la réponse spectroscopique est moyennée pour plusieurs angles et plusieurs pas.
Dans le cadre expérimental, ce travail serait long pour la variation de I'angle d’incidence et
impossible pour la variation du pas du réseau.

Sur les mesures réalisées par Lu Zhang, les anomalies de Rayleigh sont bien reconnaissables
sous la forme de structures circulaires. La Figure 40 montre I'élément MMs4 de la matrice
mesurée en réflexion pour différents azimuts et longueurs d’onde a un angle d’incidence de 50
° dans l'air. La position des anomalies de Rayleigh d’ordres <1,0,0>, <1,1,0> et <1,1,1> a été
calculée pour montrer la concordance entre les pics observés expérimentalement et la
position théorique des anomalies. On a supposé un réseau carré de pas et deux indices
possibles en l'occurrence n=1.45 pour le verre et n=1.00 pour l'air. Les discontinuités
observées sur I’élément de la matrice se superposent parfaitement avec les lignes calculées.
La méthode utilisée est équivalente a celle montrée dans la littérature par I’équipe de Morten
KILDEMO [131].
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Figure 40 : Elément MMs34 de la matrice de Mueller mesuré pour différents azimuts et
longueurs d'onde, les anomalies de Rayleigh calculés théoriquement pour I'air (en rouge) et
le verre (en bleu) sont superposés.

Afin de réduire l'influence de la diffraction et des pics trop brutaux non souhaités dans les
spectres, les derniers échantillons réalisés I'ont été en déplacant aléatoirement la position des
U sur a partir des positions prédéterminées par un réseau. Ceci permet alors de minimiser
certains pics de diffraction dans les signaux obtenus et donc un traitement de donnée
fastidieux et complexe pour s’astreindre de I'influence de la diffraction. La Figure 41 montre
les différents cas possiblement réalisables en lithographie électroniques: (a) un réseau
régulier, (b) un réseau avec un désordre pseudo-aléatoire et (e) des U avec un désordre en
position complétement aléatoire (mais orientés et sans recouvrement). Dans ce dernier cas,
le taux de recouvrement atteignable sur la surface n’est que de 77 %. Des patchs réguliers (c)
et pseudo-aléatoires (d) ont ainsi été réalisés avec ce taux de recouvrement. Pour des raisons
de comparaison et de niveau de signal, j’ai préféré utiliser des réseaux ordonnés ou pseudo-
aléatoires (que j'appellerai aléatoire par la suite).
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(a) Régulier:100% - ' 2 (b) Pseudo-aléatoire 100%

Figure 41 : Images MEB d'échantillons réalisés en lithographie électronique pour un réseau
de positionnement des résonateurs en U (a) régulier (recouvrement 100 %), (b) pseudo-
aléatoire (recouvrement 100 %), (c) pseudo-aléatoire (recouvrement 77 %), (d) régulier
(recouvrement 77 %) et (e) aléatoire (recouvrement 77 %).

Le positionnement aléatoire permet de réduire I'influence des anomalies de Rayleigh, c’est
observable sur la Figure 42. Sur I'élément MM1, de la matrice de Mueller un pic di a la
diffraction est clairement visible autour de 500 nm pour I’échantillon ordonné (Figure 42 (a))
tandis qu’il disparait pour I’échantillon désordonné (Figure 42 (b)). La présence de ces
anomalies de Rayleigh rend difficile I'interprétation des données. La réduction de I'influence
de la diffraction est cruciale pour déterminer des décalages spectraux (autour de 500 nm ici).
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Figure 42 : Elément MM1, de la matrice de Mueller associée a un positionnement des U dans
un réseau de maniere (a) ordonné et (b) désordonné.
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Partie 3. L’ellipsométrie généralisée a I'INSP : un

environnement liquide
Les mesures réalisées durant ce travail ont été réalisés a I'INSP en utilisant une cellule liquide.
Les caractéristiques de ce travail expérimental sont présentées dans cette partie notamment :
la cellule pou environnement liquide, la procédure d’alignement et la stabilité de la mesure.

1. Le milieu dans lequel est réalisé la mesure
L'ellipsometre utilisée dans le cadre de la these est un V-VASE (J. A. Woolam). La plage
spectroscopique du monochromateur associé s’étend de 190 nm a 2500 nm; les angles
d’incidence disponibles sont dans une gamme comprise entre 17 ° et 89 ° et enfin il est
possible de focaliser le faisceau a I'aide de lentilles ce qui donne un spot d’approximativement
260 um?. La source est une lampe a Xenon. Le logiciel associé permet de calculer directement
les éléments de la matrice de Mueller sans traitement de données de notre coté.

Dans le cas de notre appareil, il n’est possible de mesurer que les trois premieres lignes de la
matrice de Mueller. Ceci est d( a la présence d’'un compensateur uniquement dans le bras
source de 'appareil.

Au début de lathése et dans le cadre du contrat post-doctoral de Lu Zhang, les mesures étaient
réalisées pour différents angles d’incidence et différents angles azimutaux ce qui a permis de
faire les choix présentés jusqu’ici. De plus ces mesures étaient réalisées a I’air. L'idée principale
était d’observer la matrice de Mueller d’un échantillon, de fonctionnaliser cet échantillon avec
des molécules biologiques (principalement des protéines) puis de répéter la mesure en
essayant de reproduire les conditions expérimentales. Ces mesures donnaient des résultats
probants mais ont soulevé trois problemes majeurs :

e Ladifficulté de reproduire la méme expérience avant et apres fonctionnalisation
e L’impossibilité de suivre in-situ le greffage des molécules
e L'impossibilité d’étudier I'influence de solvants

C’est pourquoi, un protocole qui permet de mesurer un échantillon a un azimut et a un angle
d’incidence fixé au sein d’une cellule liquide permettant de faire une expérience in-situ existe
désormais. La cellule liquide permet a la fois d’étudier I'influence de différents milieux mais
aussi de réaliser un suivi cinétique lors de I'adsorption de biomolécules. La mesure de la
matrice de Mueller dans un environnement liquide permet de modifier I’'environnement
diélectrique sans modifier les réglages optiques.

Une cellule a été développée et imprimée en 3D au LRS (Figure 43) avec Axel Wilson. La cellule
se compose d’un corps, d'un couvercle et d’un joint torique. L’échantillon est placé entre le
couvercle et le joint torique, et serré a I'aide de trois vis M3. L'étanchéité est assurée par
compression du joint torique entre I'échantillon et le corps de la cellule. Les deux orifices
latéraux comportent un canal menant a une cavité d’environ 0,3 cm3. Ils sont taraudés afin de
visser des connections standards en PEEK (Polyétheréthercétone) permettant la circulation du
liguide a I'aide de seringues standards.
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Figure 43 : Cellule utilisée pour réaliser les mesures. Cellule imprimée en 3D au LRS en ABS et
en acide méthacrylique.

Une premiere version de la cellule a été imprimée en 3D en acrylonitrile butadiene styrene
(ABS) par dép6t de filament fondu (FDM) sur une Ultimaker 3. Un test de stabilité de I’ABS
dans différents solvants a été réalisé par immersion de chutes d’ABS pour une durée de 24
heures. Le test a démontré que la cellule était stable dans I'eau, I'éthanol et I'acétone mais
pas dans du TFE 40 % (dans H20). Ce solvant est d’intérét car il permet de donner une structure
aux peptides étudiés en solution (Chapitre 4). Pour les mesures avec le TFE une seconde
version de la cellule a été imprimée par stéréolithographie laser (SLA) sur une Formlabs Form3.
Cette méthode d’impression 3D avancée utilise une résine visqueuse composée d’'un
polymere (acide méthacrylique) et d’'un photoinitiateur. La polymérisation est initiée grace a
un laser UV balayant couche par couche les régions a durcir. La résine polymérisée a passé le
test de stabilité dans le TFE validant son usage pour les mesures.

Pour mesurer les métasurfaces, I'alignement optique est bien évidemment primordial et
I’élaboration du processus d’alignement a pris un certain temps afin de déterminer les
conditions optimales pour mesurer un échantillon. En effet, depuis les premieres mesures de
résonateurs en U réalisées a I'INSP sur I’ellipsometre [97], les conditions expérimentales sont
bien différentes. En particulier, la procédure a d{i étre adaptée a la présence d’'une mesure en
cellule liquide ce qui implique qu’il n'est pas possible d’effectuer des mesures suivant
différents azimuts et que celui-ci doit étre déterminé soigneusement une fois pour toute dés
le début des expériences. On essaiera de se placer suivant I'azimut 90 °, ou 270 °, ce qui permet
de minimiser les différences entre les éléments de matrice de Mueller symétriques et
d’espérer une plus grande sensibilité a des différences qui pourraient apparaitre.

2. Alignement d’un échantillon pour la mesure de résonateurs en U par
ellipsométrie généralisée
La procédure d’alignement a été adapté et est présenté en Annexe 2. Il sera présenté ici
uniquement I'alignement azimutal.

Le réglage de I'angle azimutal est crucial car il permet de déterminer les symétries initiales de
la matrice. La mesure des éléments de la matrice de Mueller pour un échantillon immergé
dans I'eau a une longueur d’onde de 840 nm a différents azimuts permet de rendre compte
de cette calibration comme le montre la Figure 44. Les éléments se rapprochent lorsque
I'azimut est proche d’une valeur centrale correspondant a I'azimut 90 °. Pour les raisons
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présentées plus haut, il est cependant impossible d’obtenir I'égalité parfaite des élémentss
pour chacun des couples Mjj et M;i et pour toutes les longueurs d’onde.

A=840nm
-0.44 (a) . Milieu ambiant: Hzo
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Figure 44 : Obtention de I'égalité des éléments symétriques de la matrice de Mueller en
fonction de I'angle azimutal par rapport au plan de polarisation pour un échantillon de U
dans de I'eau a A=840nm pour (a) MM12/MM31 (b) MM13/MMs3; et (c) MMa23/MMs,. On
gardera a I'esprit qu’avant chaque rotation il est important de vérifier que le faisceau est
toujours centré sur la métasurface.

3. Stabilité de la mesure
Une détermination de la stabilité de la mesure au cours du temps est nécessaire pour
déterminer des seuils d’incertitude acceptables. La Figure 45 (a) présente la matrice de
Mueller (trait en bleu) d’un échantillon mesuré dans de I’eau. La différence entre les éléments
de la matrice pour une mesure a t=20h et une mesure initiale est aussi présentée (trait rouge).
Les différences observées sont inférieures a .02 pour tous les éléments. En outre, il est utile
ici de s’intéresser a I'effet induit en décalage spectral car ce sera la grandeur d’intérét pour
I'interprétation des résultats. Une mesure a été réalisé toutes les heures pendant 20h ce qui
permet de suivre une « cinétique » de stabilité. Sont présentés ici Figure 45 (b) et (c) les
éléments MM1; et MM14 de la matrice pour les 20 mesures et en (d) et (e), les décalages
spectraux associés en fonction du temps au niveau des points d’inflexion des éléments
susnommeés. Le décalage observé est ici inférieur a 0.1 nm pour MMi; et 0.3 nm pour MM14
ce qui donne un ordre de grandeur pour l'interprétation des résultats et I'incertitude de
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mesure associée. Il est certain qu’une partie de ces dérives peut étre attribuée a la variation
de la température au cours du temps de la piece dans laquelle s’effectue la mesure et qu’une
stabilisation de la cellule en température pourrait les réduire. Cependant, ces dérives sont
bien en decga de celles reportées dans la littérature comme caractéristiques de la présence de
molécules chirales sur une métasurface chirale [36]. On verra aussi que les cinétiques suivies
dans ce travail ont une durée caractéristique de I'ordre de 3h, les dérives observées sont bien
plus faibles alors. On peut considérer que la stabilité de la mesure est pour I'instant suffisante
pour caractériser les effets qui nous intéressent.
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Figure 45 : Etude de la stabilité : (a) Matrice de Mueller dans I'eau (en bleu) et différence

entre les matrices apres 20h d'attente (en rouge), (b) MM1, pour 20 mesures pendant 20h,
(c) MM 14 pour 20 mesures pendant 20h, (d) AA a 970 nm (point d’inflexion) pour MM1; en
fonction du temps et (e) AN @ 920 nm (point d’inflexion) pour MM14 en fonction du temps.
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Partie 4. Caractérisation des métasurfaces dans la cellule
liquide
La mesure des décalages spectraux peut étre faite a différentes longueurs d’ondes ou pour
différents éléments de la matrice de Mueller. Cependant, certaines conditions de mesure sont

plus favorables, ce qui est classiguement quantifiable par un facteur de mérite. Dans le cas
des matrices de Mueller, j'ai déterminé un facteur de mérite alternatif.

1. Mesure d’une métasurface dans de I’eau
La Figure 46 montre une matrice de Mueller mesurée entre 400 nm et 2000 nm pour un
échantillon composé de résonateurs en U positionnés sur un réseau pseudo-aléatoire en
contact avec de I’eau. Ceci permet de mettre en évidence les différents modes de résonance
associés aux résonateurs en U (déja décrits précédemment)
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Figure 46 :Matrice de Mueller d’une métasurface dans I'’eau mesurée a I'ellipsométrie : les
structures associées aux différents modes dans les éléments de la matrice sont représentés
selon quatre couleurs.

Les différents modes de résonance sont bien retrouvés. Le quadrupoéle électrique et le dipdle
électrique correspondent a des maximas de MMi; et MM2;1 et a des points d’inflexion de
MMss. De méme, le couplage magnéto-électrique est visible sur les maximas de MM;3 et
MM3s; et sur une inflexion de MMa.

2. Matrices pour les différents échantillons réalisés, reproductibilité
Cette mesure fut reproduite pour plusieurs séries d’échantillons :

e Cing avec un arrangement ordonné des résonateurs en U pour la plupart des
échantillons recyclés qui ont été utilisés lors du contrat postdoctoral de Lu Zhang
e Quatre échantillons avec une disposition pseudo-aléatoire des antennes
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Ceci est présenté sur la Figure 47. Ici, I’échelle va de 400 nm a 1200 nm, car les échantillons
ordonnés n’ont été mesurés que sur cette gamme spectrale.
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Figure 47 : Matrices de Mueller superposées pour 9 échantillons différents et une
simulation.

Les dynamiques se retrouvent d’un échantillon a I'autre, c’est-a-dire que les résonances sont
au méme endroit avec environ la méme intensité pour les deux séries d’échantillons (aléatoire
et régulier). C’est le plus important dans le sens ou cela signifie que les modes a observer sont
dans les mémes zones spectroscopiques et polarimétriques.

Cependant les courbes ne se recouvrent pas parfaitement. Cette non reproductibilité peut
s’expliquer selon différents facteurs classés qualitativement de ceux qui ont la plus grande
influence vers ceux qui en ont le moins :

e L’incertitude sur I'alignement optique et notamment pour ces deux parametres :

1. L'angle azimutal : la recherche de la symétrie entre les éléments est le critére
de choix: ceci est difficile a réaliser pour toutes les longueurs d’onde et
éléments de la matrice simultanément

2. Le plan de focalisation: imprécision sur la recherche du plan focal
principalement a cause de la nécessité de travailler sur la face arriere de
I’échantillon

e La non reproductibilité des échantillons lors de la fabrication et ce a deux moments
cruciaux :

1. Malgré toute I'attention portée a cette étape, le dépot titane/or n’est jamais
réalisé avec le méme angle exactement ce qui peut entrainer des longueurs et
largeurs de bras différentes pour les U

2. L’épaisseur de PMMA n’est pas la méme lors des différents dépots, une
incertitude de quelques nanometres peut suffire a changer la structure des U
(largeur des bras, principalement)
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e Le recyclage des échantillons dits réguliers
e Les facteurs environnementaux non contrélables comme la température

En outre, en noir sur la figure précédente, la simulation réalisée sur HFSS semble concorder
sur les positions des résonances. Par conséquent, ceci valide qualitativement a posteriori la
simulation réalisée dans le Chapitre 2.

3. Vers un facteur de mérite alternatif pour chague métasurface

La caractérisation des métasurfaces réalisés passe par la mesure d’une sensibilité et d’un
facteur de mérite alternatif comme présenté dans le Chapitre 1. Des mesures ont donc été
réalisées pour tous les échantillons en modifiant le solvant au sein de la cellule liquide en
I'occurrence le passage de I'eau a I’éthanol. La méthode pour le calcul d’'une sensibilité Sg et
de FOM** (présentés dans les Chapitres 1 et 2) est le méme que celui adopté pour le
traitement des données obtenues en simulation numérique. C'est-a-dire qu’il faut procéder
aux étapes suivantes :

1. Détermination de A\ en fonction de la longueur d’onde via un fit linéaire
I AA ., . . .
2. Calcul de la sensibilité Sg = ., associée en prenant en compte le caractére dispersif

du milieu
dMM

da

3. Calcul du facteur de mérite alternatif FOM** = S, *
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Figure 48 : Décalage spectroscopique associé a chaque élément de la matrice pour une
moyenne sur des échantillons de type aléatoire.

Sur la Figure 48, les décalages spectraux associés au changement d’indice H20/EtOH sont
croissants pour tous les éléments de la matrice. Cependant, le coefficient directeur est
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différent suivant I'élément considéré. Ceci reflete le comportement différent de chaque
élément pour une méme mesure, la sensibilité au changement de milieu change selon la
polarisation étudiée. La comparaison avec ce qui est obtenu en simulation numérique valide
la dynamique croissante et la différence de comportement. En revanche le décalage plus
important observé via le calcul par éléments finis s’explique par :

e La différence systématique observée entre les mesures et les simulations (pas
vraiment comprise pour l'instant) pour les grandes longueurs d’onde (A>1000 nm)
amene a une surestimation du décalage réel

e ['utilisation de I'indice de réfraction non dispersif pour I'eau

Pour étudier la différence de sensibilité entre les éléments, les valeurs de Sg peuvent étre
comparées a la littérature.
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Figure 49 : Sensibilité associée a chaque élément de la matrice de Mueller pour une
moyenne sur des échantillons de type aléatoire.

Les sensibilités maximales obtenues sont résumés sur les Tableau 6 (U aléatoires), Tableau 7
(U réguliers) et Tableau 8 (Simulation).

Tableau 6 : Sensibilité S maximale moyenne par élément de matrice de Mueller obtenue sur
les métasurfaces aléatoires.

Ss 495 607 432
503 367 433 437
381 391 362 328
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Tableau 7 : Sensibilité Sg maximale moyenne par élément de matrice de Mueller obtenue sur
les métasurfaces réguliéres.

Ss 590 592 339
615 272 581 504
579 509 934 555

Tableau 8 : Sensibilité Sg maximale moyenne par élément de matrice de Mueller obtenue
pour la simulation numérique HFSS.

Ss 1186 | 1615 | 1128
1186 | 807 | 1166 | 1195
792 | 1164 | 1046 | 834

Les valeurs expérimentales peuvent étre comparés a la littérature pour des objets équivalents.
Seront ici considérés les valeurs recueillis dans la revue de 2016 de Spackové & al. [134]. Le
Tableau 9 est ici une reproduction partielle d’un tableau de cette revue permettant de
comparer avec les valeurs de Sg :

Tableau 9 : Valeurs références de sensibilité pour des objets comparables aux métasurfaces
composés de U en or (issu de [134]).

Nanostructure Type d’étude Longueur Ss Référence
(Au) d’onde d’étude (nm.RIU?)
(nm)

Nano-baténnet Théorique 600-1000 200-600 [135]
Nano-prisme Expérimentale 700 647 [136]
Nano-étoile Expérimentale 650-750 218 [137]
Nano-anneau Expérimentale 870 350 [138]
Nano-croix Expérimentale 1400 500 [139]
Bipyramide Expérimentale 900 381 [140]

Les valeurs obtenues pour les métasurfaces composés de U en or sont dans le méme ordre de
grandeur que ceux obtenus dans la littérature pour des objets similaires. Ceci valide a
posteriorila sensibilité satisfaisante de nos structures. La recherche d’'une meilleure sensibilité
n’est pas dans le cadre d’étude du travail présenté ici méme si une étude paramétrique
permettrait sGrement d’optimiser Sg. Ici les dimensions ont été choisies pour obtenir des
résonances dans des zones du spectre électromagnétique mesurables en ellipsométrie et non
pour obtenir le meilleur Sg possible. On notera que la sensibilité est plus faible pour les
métasurfaces aléatoires (bien que satisfaisante). Cependant, on rappellera que la diminution
des signatures des anomalies de Rayleigh nous semble étre un critére plus important que de
gagner en sensibilité a ce stade.

Pour connaitre les zones ou la sensibilité est le meilleure, il convient de calculer le facteur de
mérite alternatif FOM**. Il est présenté Figure 50 pour toute la matrice pour un échantillon
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et a titre de comparaison pour la simulation numérique associée. Les valeurs de facteur de
mérite alternatif sont plus faibles expérimentalement. Ceci provient principalement de la
sensibilité différente suivant que I'on considére la mesure expérimentale ou bien le calcul par
simulation numérique (Figure 49).

10 5 10 5
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0 oi/~~——0 0
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-10 2 10
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Figure 50 : Facteur de mérite alternatif FOM** associé a chaque élément de la matrice pour
un échantillon de type aléatoire entre 400 nm et 2000 nm (rouge) et pour la simulation
(noir).

C’est cette caractérisation qui détermine les zones a étudier lors du greffage des biomolécules.
Pour chaque longueur d’onde et chaque élément, un facteur de mérite alternatif est
déterminé. Les extremums locaux associés a FOM** sont caractéristiques d’une certaine
polarisation et d’'une longueur d’onde. Ceci permet de déterminer les gammes de longueur
d’onde pertinentes pour caractériser la sensibilité d’'un échantillon a une variation d’indice de
son environnement. La détermination des éléments de la matrice de Mueller permet aussi de
tirer parti des relations entre eux comme expliqué dans le Chapitre 2. Ceci est illustré en
particulier sur la Figure 51 (a) MMai2 et (b) MMass. Au niveau des maximums de MMji;, on
retrouve le positionnement des modes de résonances en l'occurrence le quadrupole
électrique et le dip6le électrique. Cependant, les maximums sur MM12 ne correspondent pas
a des extremums pour FOM**, En revanche, sur I'élément conjugué MMass, ces positions
(A=600 nm/930 nm) correspondent a des extremums locaux pour FOM**. Ceci est
principalement di au fait qu’un maximum de MMz, correspond a un point d’inflexion pour
MM3g.
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Figure 51 : Elément de la matrice de Mueller (noir) et Facteur de mérite alternatif FOM**
(rouge) pour les éléments (a) MM1; et (b) MMasa. Le trait en pointillé rouge correspond au
zéro de FOM**. Le quadrupole électrique s'observe au niveau des lignes verticales vertes et
le dipble électrique au niveau des lignes verticales jaunes.

Pour étudier un mode en particulier lors du greffage d’'une biomolécule (considérons par
exemple le quadrupdle électrique), il existe deux solutions :

e La premiere est d’observer sur MM, le décalage spectral associé au greffage sur la
pente qui précede ou qui suit la résonance, FOM** y posséde un extremum local. Ce
sont les pentes avant et aprés la résonance a 600 nm.

e La seconde est d’observer sur MMss le décalage spectral a 600 nm. L'intérét est
double : FOM** y est maximal et I'observation se déroule a la position ol le mode est
résonnant.

Dans le Chapitre suivant, les observations lors du greffage seront réalisés dans ce cadre. C'est-
a-dire que le greffage d’'une biomolécule sera suivi dans ces deux zones.

4. Un test en indice plus précis

Afin de caractériser la métasurface étudiée, il convient donc de mesurer une sensibilité a
I'indice de réfraction et d’en déduire un facteur de mérite alternatif. Pour comparer les
différentes sensibilités associées a chacun des modes étudiés, la matrice de Mueller d’un
échantillon a été mesurée dans différents milieux afin de sonder I'influence de I'indice de
réfraction. Différentes dilutions de mélanges H,O/EtOH ont donc été réalisées et les décalages
spectroscopiques associés ont été mesurés pour 10 mélanges. lls sont présentés sur la Figure
52. La pente associée aux courbes correspond aux sensibilités. On remarque comme
précédemment que la sensibilité n’est pas la méme pour chacun des modes étudiés. En
I'occurrence elle n’est pas uniquement croissante en fonction de la longueur d’onde. Elle vaut
ici 300 nm.RIU pour le couplage magnéto-électrique alors qu’elle est égale a 225 nm.RIU?
pour le dipole électrique. Cette mesure permet également de montrer que la sensibilité reste
constante (illustré ici par le fit linéaire) méme pour des variations faibles d’indice, ce qui sera
le cas lors du greffage de peptides ou d’autres molécules biologiques sur la surface.
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Quadrupdle électrique : MM,,(600nm)
Couplage magnéto-électrique : MM,,(840nm)
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Figure 52 : Sensibilités associées a trois modes de résonances. Les sensibilités ont été
déterminés a l'aide de 11 mesures d’'une méme métasurface dans différentes dilutions de
mélanges H,O/EtOH.

Partie 5. Conclusion et perspectives du Chapitre
Dans ce Chapitre, le processus de fabrication des métasurfaces ainsi que la mise en évidence
expérimentale des propriétés polarimétriques et spectroscopique ont été expliqués.

Les différents modes de résonance associés aux résonateurs en U sont visibles aussi bien en
mesure de transmission qu’en ellipsométrie généralisée. Les quatre modes de résonance
induisent des signatures spectrales nettes dans les matrices de Mueller expérimentales.

Les symétries associées au théoréeme de réciprocité et au retournement temporel ont été
étudiées. Les relations entre les éléments de matrice de Mueller des métasurfaces ne
respectent pas les symétries attendues pour des résonateurs idéaux. Une origine identifiée
est dans les asymétries résiduelles, et probablement inévitables, associées a la fabrication des
résonateurs. Par contre, en utilisant la propriété du retournement temporel, il semble
suffisant de mesurer les antennes a un seul azimut, I'autre azimut s’obtient en observant
I‘élément de matrice symétrique.

La décomposition logarithmique d’une matrice mesurée en transmission a permis de
déterminer les propriétés polarimétriques intrinseques a nos métasurfaces. Elle permet de
mettre en évidence que la CDOA observée est réellement due a du dichroisme circulaire et est
donc certainement reliée au champ chiral généré localement par la structure pseudo-chirale
qui avait été observée numériquement dans le Chapitre 2.

L'influence des anomalies de Rayleigh sur les mesures a été étudiée. On observe des
signatures nettes liées a la diffraction par le réseau carré des résonateurs. Pour solutionner

93



cela, les échantillons peuvent étre manufacturés en positionnant les U sur un réseau pseudo-
aléatoire.

A partir des résultats de ce travail, il est possible de mesurer I'échantillon avant et aprés
adsorption d’une espece sans modifier I'alignement d’ou I’élaboration d’une cellule liquide
permettant une mesure in-situ. L'influence du changement de I'environnement diélectrique
sur les mesures a été étudiée en changeant le liquide qui baigne les résonateurs. La sensibilité
des différents modes résonants de la métasurface au changement d’indice est caractérisée
par un facteur de mérite alternatif. Il est ainsi possible de déterminer des gammes spectrales
et spectroscopiques d’intérét pour étudier le greffage de biomolécules.

Le Chapitre suivant sera donc naturellement porté sur I’étude du greffage de peptides sur les
métasurfaces et la modification de la réponse polarimétrique et spectroscopique induite.
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Chapitre 4 : Greffage des peptides sur
métasurfaces. Détection de leur chiralité en
surface ?
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Partie 1. Les temporines: caractéristiques et stratégie de
greffage adoptée

1. Mise en évidence des propriétés chirales et antibactériennes des
temporines

a) Origine, structure, synthése et propriétés chirales
Comme évoqué dans le Chapitre 1, afin de lutter contre les infections nosocomiales dues au
développement des bactéries résistantes sur des biomatériaux, |'utilisation de peptides
antimicrobiens est prometteuse : il n’a pas été observé de développement de résistance
bactérienne comme c’est de plus en plus le cas avec les antibiotiques. La temporine fait partie
de cette famille. Plus particulierement, les temporines-Sh sont issues de la grenouille
Pelophylax saharicus. La Sha (FLSGIVGMLGKLFamide =
PheleuSerGlylleValGlyMetLeuGlyLysLeuPhe) d’une masse molaire de 1,4kDa et la Shf
(FFFLSRIFamige = PhePhePhelLeuSerArgllePhe) d’'une masse molaire de 1,1kDa sont les peptides
utilisés pendant les recherches présentées dans ce manuscrit. Les temporines utilisées sont
des peptides de synthése produites au sein de I'Institut de Biologie Paris Seine (IBPS) par
Christophe Piesse et Ali Ladram. La syntheése est réalisée par voie chimique a I'aide d’'un
synthétiseur automatique de peptides puis purification par HPLC en phase inverse. La pureté
est garantie a hauteur de 95 %. Les temporines sont des peptides qui adoptent une structure
secondaire en hélice a et cette méthode de synthése permet de produire des temporines de
chiralité L ou D et de positionner le groupement cystéine en bout de séquence, ce qui
permettra la fonctionnalisation sur or sur la terminaison Oxygene (coté C-ter) ou Azote (coté
N-ter) du peptide. Cette équipe de recherche a déja utilisé et montré certaines propriétés
notamment les mesures de spectre de dichroisme circulaire des temporines Sha [50] et Shf
[141, p.]. La Figure 53 montre les spectres CD obtenus en solution pour ces deux peptides en
2008 et 2010.

Temporin-SHa

h

Ae/n

Ag (M".cm"]

(b)

185 195 205 215 225 235 245 255
Wavelength (nm)

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Wavelength (nm)

Figure 53: Spectres CD pour (a) la temporine Sha dans 40 % TFE (ligne pleine) et 80 mM SDS
(ligne en pointillé) et (b) la temporine Shf dans I'eau (ligne pleine fine), 80 mM SDS (ligne en
pointillé) et dans 120 mM DPC (ligne pleine épaisse). Spectres issus de [50], [141].

L'apparition d’'un double pic dans la zone UV caractéristique de I'hélice a (extremums a 208
nm et 222 nm) s’observe directement sur le spectre associé a la temporine Sha (dans TFE ou
SDS) tandis que le spectre CD de la temporine Shf dans des milieux membrano-mimétiques
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(SDS ou DPC) montrent une forte bande positive vers 195 nm et une bande négative vers 206
nm indicatifs de la présence d’'une conformation ordonnée en hélice. Les différents peptides

obtenus sont résumés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Différentes temporines synthétisées a I'IBPS.

Type de Sha Shf

peptide
Terminaison Cter Nter Cter Nter

Chiralité L | D L | D L | b L | b

Les spectres CD d’une partie de ces peptides ont été réalisés a I'Institut Parisien de Chimie
Moléculaire (IPCM) sur un spectropolarimetre permettant la mesure de dichroisme circulaire
(Jasco J-815). En particulier, la mesure associée aux temporines Sha-Nter L et D a été
effectuée. Ces spectres sont représentés sur la Figure 54 en forme brute (Figure 54 (a)) et
aprés un fit via une somme en série de Fourier a I'ordre 8 (Figure 54 (b)). Les peptides sont
concentrés a 10 uM pour les quatre mesures. Dans le PBS, aucune réponse ou tout du moins
une réponse tres faible est observée. En revanche, dans le solvant composé de 40 % de TFE et
de 60 % d’eau, il y a I'apparition d’'un double pic dans la zone UV caractéristique de I'hélice a
(extremums a 207 nm et 224 nm) bien visible aprés le fit. Les courbes sont de signe opposé
suivant I"’énantiomeére considéré ce qui est attendu. En solution la structure secondaire des

peptides se retrouve bien et est solvant dépendante.

ha cys Nrar {PBS)

5 D Sha cys Nter (40% TFE)
Sha cys Niar [PRE) 5

L Sha cys Nter (40% TFE)

C
L

CD (mdeg)
o
CD (mdeg)
o

(a) (b)

200 250 300 350 200 250 300 350
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 54: Spectres de dichroisme circulaire (a) bruts et (b) aprés un fit par une somme de
fonctions sinusoidales (ordre 8) pour deux chiralités opposées (L & D) et pour deux solvants
PBS (lignes pointillées) & TFE 40 % (lignes pleines).

b) Latemporine : un agent antibactérien
Les temporines sont des peptides antibactériens. Pour la synthése peptidique réalisée, il
convient de mesurer l'activité bactéricide. Des expériences ont été menées par Laetitia
Valentin et Vincent Humblot au LRS. Je n’ai pas travaillé sur les résultats présentés. Cependant,
la présentation de I’activité antibactérienne associée aux peptides étudiés est nécessaire pour
justifier leur étude ainsi que la présence d’une structure secondaire en surface. Cette sous-
partie est annexe au travail de these mais nécessaire a I'étude présentée.
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Les activités antibactériennes des différents peptides ont été évaluées sur une souche de
Listeria innocua (CIP 80.11T) et une souche Staphylococus epidermidis (CIP 68.21) fournie par
I'Institut Pasteur (Collection de I'Institut Pasteur, CIP), en solution dans un premier temps, puis
apres immobilisation sur des surfaces d’or planes.

I.  Tests en solution

Pour évaluer I'activité antimicrobienne d’une molécule en solution, il convient de déterminer
sa concentration minimale inhibitrice (CMI). Cette valeur correspondant a la plus faible
concentration d’agent antimicrobien pour laquelle il n’y a pas de croissance bactérienne
visible a I'ceil nu aprés un temps d’incubation de 18 a 24h, est déterminée par la méthode des
microdilutions présentée sur la Figure 55. Pour cela, une pré-culture sur gélose nutritive
Mdeller Hinton Agar (MHA) est préparée a partir d’un aliquot glycérolé stocké a -80 °C. Apres
une nuit d’incubation a 37 °C, une colonie est prélevée, mise en suspension dans 5 mL de
bouillon nutritif Mueller Hinton Broth (MHB) et placée a 37 °C sous agitation (150
tours/minutes) pendant une nuit supplémentaire. 100 puL de cette culture sont ensuite
prélevés et dilués dans 10 mL de MHB. Parallelement, une série de solutions contenant les
temporines a tester est préparée, par dilution successive d’un facteur 2 (les concentrations
variant de 253 0,012 mg.L). Dans une plaque 96 puits, 100 pL de chaque dilution sont ensuite
mélangés a 100 pL de culture diluée au 1/100 ° puis placés a 37 °C pendant une nuit.

Culture bactérienne diluée Série de solution aqueuse contenant la temporine a tester + MHB
au 1/100° dans MHB
c/2

N N S
// v/ N/ \¥ /W/ ¥/¥

\ /

\ /

\ 100 pL + 100 pL /

//
/

18 0,009 Témoin de
myj UM

36 0,018
uM myj

croissance

Incubation
37°C—1nuit

f. B

cmi

Pas de croissance visible Croissance visible

Figure 55 : Processus expérimental pour quantifier I'activité antimicrobienne des temporines
en solution

Pour I'ensemble des temporines Sha, la CMI en solution trouvée est de 6 uM pour la Listeria
innocua et 18 uM pour la Staphylococus epidermidis. Les temporines exercent une activité
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antibactérienne en solution. Reste a savoir ce qu’il en est lorsqu’elles sont greffées sur des
surfaces.

II.  Tests en surface
Pour déterminer I'activité antimicrobienne d’une molécule en surface, il convient de
déterminer I’évolution des unités formant colonies (UFC) caractéristiques du nombre de
bactéries vivantes. Pour déterminer le nombre d’UFC, il faut dénombrer le nombre de
bactéries vivantes aprés contact avec le peptide antibactérien. La méthode est présentée sur
la Figure 56.

c°/10

RTTRTE

| ———
———————
S —
) Incubation
Contrdle dela [ ———] —
concentration —————— 37°C-1 nuit
initiale
—————
—————
————— B X
s Dénombrement des unités
Dilution au Etalement sur gélose nutritive formant colonies
1/100° dans
PBS
—

Culture Echantillon c°/10 Incubation
bactérienne a tester 37 °C—1 nuit
incubée une Mise en /\v r/w

nuit contact des
o Incubati 5
bactéries avec ncubation e
les surfaces / > E
Tamb — 3 heures
——————
Immersion dans S
Dépét de 100 pL de 2 mL de PBS —_—
suspension Sonication 3
bactérienne minutes 3
 —
>
——————
—

Etalement sur gélose nutritive

Figure 56 : Processus expérimental pour quantifier I'activité antimicrobienne des temporines
en surface

De méme que pour la détermination des CMI, une culture est préparée par prélevement d’'une
colonie sur gélose nutritive, mise en suspension dans MHB et incubée a 37 °C pendant une
nuit. 100 pL de cette culture sont ensuite dilués dans 10 mL de PBS. La détermination du
nombre d’UFC (Unité de formation de colonies) dans cette dilution est systématiquement
réalisée. Puis 20 pL de la dilution sont déposés successivement sur les surfaces d’or
fonctionnalisées puis recouverts par une lamelle de verre et laissés en contact a 37 °C, sous
atmosphere humide. Aprés 1 heure de contact, chaque surface est immergée dans un pilulier
contenant 2 mL de PBS. Les piluliers sont ensuite plongés dans un bain a ultrasons pendant 3
minutes afin de s’assurer que toutes les bactéries aient été remises en solution. Les solutions
contenues dans les piluliers sont alors diluées par 10 et par 100, et 20 pL de chaque dilution
(C°, C/10 et C/100) sont déposés en triplicata sur des géloses nutritives MHB. Les boites de
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pétri sont incubées a 37 °C pendant une nuit, puis les UFC sont dénombrées. Ces valeurs sont
ensuite comparées a la concentration initiale en bactérie, déterminée par la méme méthode,
avant dép6t sur les surfaces. L'activité antibactérienne est déterminée par comparaison entre
le nombre de bactéries vivantes aprés contact et le nombre de bactéries déposées en début
de test (équation (41)).

nombre d'UFC final (41)
" nombre d'UFC initial) x 100

Quatre temporines (Sha: D/L et Cter/Nter) ont été testées. Des tests réalisés sur
Staphylococus epidermidis ont montré une absence d’activité antibactérienne, il a été décidé
de changer de souche bactérienne et de modifier certains parameétres du test. Trois tests sur
Listeria innocua ont été réalisés a plusieurs semaines d’intervalle. Les résultats de ces trois
tests sont présentés sur le Tableau 11, le Tableau 12 et le Tableau 13. Sont présentées les
UFC.mL! restantes pour chaque peptide et pour un substrat témoin. Enfin I'activité est calculé
a l'aide de I’ équation (41). On remarque que |’activité antibactérienne est présente pour tous
les peptides et tests méme si le dernier semble moins concluant. En revanche, aucune
différence notable n’est observée lorsque I'on s’intéresse a une chiralité ou I'autre (L ou D) ou
bien a une accroche ou une autre (Cter ou Nter). Le fait que ces peptides possedent une
activité bactérienne en surface indique tres probablement qu’ils possédent une structure
secondaire lorsqu’ils sont greffés a la surface de I'or comme précédemment évoqué dans le
Chapitre 1: la présence d’une structure secondaire est lié a I'activité antibactérienne [45]-
[48]. Ces trois tests valident I'activité antibactérienne des temporines utilisées et donc tres
probablement la présence d’une structure secondaire lorsqu’elles sont sur une surface d’or.

Activité antibactérienne = <1

Tableau 11 : Premier test d'activité antibactérienne pour un substrat témoin Tp et quatre
temporines.

Témoin Temporines
To D-Sha-Cter | D-Sha-Nter | L-Sha-Cter | L-Sha-Nter
Moyenne (UFC/mL) | 2,25E+07 | 2,45E+06 | 1,65E+06 | 1,87E+05 | 3,36E+04
Ecart-type 7,08E+05 | 2,72E+05 2,33E+05 | 6,50E+03 | 1,95E+03
Activité /To 89,13 % 92,68 % 99,17 % 99,85 %

TEST1

Tableau 12 : Deuxiéme test d'activité antibactérienne pour un substrat témoin To et quatre

temporines.
Témoin Temporines
TEST 2
To D-Sha-Cter | D-Sha-Nter | L-Sha-Cter | L-Sha-Nter
Moyenne (UFC/mL) | 2,23E+07 | 1,07E+06 | 1,00E+05 | 1,25E+06 | 2,46E+06
Ecart-type 8,98E+05 | 2,54E+05 5,44E+04 | 1,56E+05 | 3,23E+05
Activité /To 95,21 % 99,55 % 94,39 % 88,96 %
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Tableau 13 : Troisieme test d'activité antibactérienne pour un substrat témoin T et quatre
temporines.

Témoin Temporines
To D-Sha-Cter | D-Sha-Nter | L-Sha-Cter | L-Sha-Nter
Moyenne (UFC/mL) | 1,59E+07 | 7,04E+06 | 8,38E+06 | 5,78E+06 | 6,97E+06
Ecart-type 6,63E+05 | 2,84E+05 2,11E+05 | 4,63E+05 | 3,38E+05
Activité /To 55,64 % 47,24 % 63,57 % 56,12 %

TEST 3

2. Stratégie de greffage et protocole

a) Chimie Thiol-Or
Pour déterminer les propriétés structurales du peptide lorsqu’il est au voisinage d’une
antenne, la chimisorption a été choisie pour des raisons déja explicitées dans la partie
introductive [1]. Cette méthode est chimiquement plus exigeante mais fournit généralement
une plus grande stabilité des molécules immobilisées. Plusieurs étapes sont nécessaires y
compris la modification chimique de la biomolécule et/ou de I'antenne avant le couplage
molécule-antenne [142]. Afin de greffer le peptide a la surface d’or, une approche directe a
été adoptée c’'est-a-dire qu’aucun agent de liaison (cross-linker) n’a été utilisé. Pour cela, il
convient de modifier au préalable le peptide afin d’obtenir une temporine thiolée c’est-a-dire
possédant un soufre libre permettant de créer une liaison S-Au. Ce travail a été réalisé au sein
de I'IBPS et les peptides peuvent directement s’accrocher a I'or sous conditions adéquates de
temps d’incubation et de solvatation. Ces conditions seront décrites dans les parties suivantes.

b) Conditions expérimentales et spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption a
modulation de polarisation
Les fonctionnalisations ont lieu dans le PBS a 72.5 mg.L* afin de reproduire le protocole utilisé
dans le processus de mesure de propriétés antibactériennes. Ces facteurs découlent d’une
optimisation de protocole réalisé sur des plagues d’or plan a I'aide de la Spectroscopie
infrarouge de réflexion-absorption a modulation de polarisation (PM-IRRAS).

Les spectres PM-IRRAS sont enregistrés via un spectrometre Thermo-Scientific Nicolet 5700.
Le faisceau lumineux est focalisé sur I'échantillon considéré grace a un miroir concave
positionné a 80 ° d’incidence. Un polariseur a grille ZnSe et un modulateur photoélastique
ZnSe modulent le signal entre les polarisations p et s (HINDS, PEM 90, fmodulation=50kHz).
Ensuite, la lumiere réfléchie sur I’échantillon est collectée par un détecteur MCT (Mercury-
Cadmium-Telluride) refroidi par azote liquide. Les spectres présentés correspondent a une

. . . AR R,-R
somme de 256 balayages avec une résolution de 8 cm™. Le signal obtenu est alors : == ﬁ
pTRs

(ou R correspond au coefficient de réflexion) [143].

Les substrats d’or plan sont des plaques de verre (11x11 mm?2) (Arrandee, Werther,
Allemagne) recouvertes d’une couche d’accroche de chrome de 50 nm puis d’'une couche d’or
de 200 nm. Ensuite deux choix existent :
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e Un recuit via une flamme d’hydrocarbure afin de structurer le métal surfacique : ce
procédé est utilisé pour les tests antimicrobiens

e Pas de recuit : intéressant ici car le recuit est impossible sur les métasurfaces sous
peine de détruire les nanostructures mais aussi pour les expériences en QCM-D
(balance a cristal de quartz avec mesure de dissipation) avec également I'impossibilité
de « flammer » les quartz car il y a également un risque de destruction

En l'occurrence, pour la détermination des parametres de concentration et de temps
d’incubation, les substrats flammés ont été utilisés pour déterminer le protocole utilisable en
test antimicrobien. En revanche, lorsqu’une surface de contréle est réalisée simultanément a
une expérience ellipsométrique, un substrat non flammé est utilisé. Enfin, les substrats sont
rincés a I'’eau déionisée et a I'éthanol absolu, séchés sous flux d’azote et ozonés durant trente
minutes. Les résultats en termes de concentration et de temps d’incubation sont supposés
étre les mémes : en tout cas les différences sont considérées comme négligeables au regard
des objectifs de recherche.

La fonctionnalisation sur or plan se déroule en déposant des gouttes de 125 pL de peptides
dilués dans du PBS. Puis a la fin du temps d’incubation souhaité, un rincage au PBS et 'eau
déionisée est effectué.

Tout d’abord, il convient d’observer un spectre unique sur la Figure 57 correspondant a un
temps d’incubation de 4h et une concentration de peptide de 72.5 mg.L. Le peptide utilisé
est ici la temporine D-Sha-Cter. Ce spectre permet de prouver le greffage sur I'or de la
biomolécule et I'attribution des bandes est la suivante [43] :

e Deux bandes intenses a 1662 cm™ et a 1545 cm™ correspondant respectivement aux
vibrations des bandes associées a I'amide | (vC=0) et a I'amide Il (§NH+ vC-N)

e Deux bandes a 2923 cm? et a 2865 cm™? correspondants aux bandes vCH
(respectivement asymétriques et symétriques) de la chaine carbonée

1662 cm?

-1
2923 cml 1545¢cm

" 2865cm1

3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm'1)

Signal (u.a.)

Figure 57: Spectre PM-IRRAS associé au greffage de la temporine D-Sha-Cter.

Afin de déterminer les concentrations et temps d’incubation appropriés pour les futures
expériences, la détermination de I'aire sous les bandes amides permet d’obtenir des valeurs
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seuils pour ces deux parametres. L’évolution attendue est une augmentation de l'intensité des
bandes amides en fonction du temps d’incubation et de la concentration [144]. Par
conséquent, deux tests ont été réalisés pour établir le protocole de fonctionnalisation. La
Figure 58 présente les spectres associés a un test pour trois concentrations distinctes : 5 mg.L
1 25mg.L't et 125 mg.L ™t dans du PBS avec un temps d’incubation de 4h. Chaque concentration
a été testée pour quatre échantillons distincts. Les spectres présentés Figure 58 (a)
correspondent aux trois concentrations, les bandes amides et les bandes de vibration CH des
groupements CH,-CHs sont observables pour toutes les concentrations. La seule différence
notable est I'allure des résonances associées aux bandes amides. L'aire sous ces bandes
augmente avec la concentration. Cependant un effet de seuil semble étre atteint pour 25 mg.L°
!, La concentration choisie pour les expériences qui suivront est en fait de 72.5 mg.L™? ce qui
permet d’assurer le recouvrement maximal de la surface par les peptides : |la saturation de la
surface étant un des critéres nécessaires a la bonne interprétation des expériences.

5 mg.L‘l (a)
—_ 25 mg.L? 8
C 125 mg.L* 2 s
= O 5 ]
T ° =
C w
=1 m 55
A | SEl . (b)
' ‘ ' < :
3000 2500 2000 1500 1000 5mg.L? 25mg.L? 125mg.L?
Nombre d'onde (cm’1) Concentration

Figure 58 : Tests en concentration de la fonctionnalisation du peptide D-Sha-Cter dans du
PBS avec un temps d’incubation de 4h ; (a) spectres PM-IRRAS pour trois concentrations et
(b) évolution de |'aire sous les bandes amides pour les douze échantillons associés aux trois

concentrations.

En outre, un test sur le temps d’incubation a été réalisé avec une concentration de 72.5 mg.L
! dans du PBS. Trois temps ont été testés: 1h, 6h et 18h (3 échantillons par temps). Les
spectres présentés sur la Figure 59 (a) montrent bien la présence des bandes amides et les
bandes de vibration CH des groupements CH;-CHs. L’intégration des bandes amides est la
méme pour 1h et 6h puis augmente au bout de 18h (Figure 59 (b)) :

e La méme valeur de 'aire sous les pics associés aux bandes amides apres une heure et
six heures signifient que la majorité des accroches S-Au possibles se fait en moins d’une
heure. En revanche, la nette augmentation apres 18 heures est sirement due a de
I’agrégation entre les peptides qui est une conséquence de |'association covalente ou
non des chalnes peptidiques [145]. Les expériences réalisées en QCM-D permettront
de valider cette hypothese.
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Figure 59: Tests en temps d’incubation de la fonctionnalisation du peptide D-Sha-Cter dans
du PBS avec une concentration de 72.5 mg.L ™ ; (a) spectres PM-IRRAS pour trois temps
d’incubation et (b) évolution de I'aire sous les bandes amides pour les neuf échantillons

associés aux trois temps.

Finalement, le temps choisi pour les fonctionnalisations de surface lors des expériences de
microbiologie a été de 4 heures afin d’assurer la saturation de la surface et le réarrangement
des peptides en surface.

A partir des résultats infrarouges et plus particulierement le spectre associé a la bande amide,
il est possible d’obtenir des informations sur la conformation associée au peptide. Plus
particulierement, le pic associé a la vibration de la bande amide | peut étre observé. L'étude
de la dérivée seconde associée a ce pic permet, entre autres méthodes, de quantifier la
proportion de peptides possédant une structure secondaire en hélices a, en feuillets p ou bien
aléatoire [146]—[148]. La Figure 60 présente le spectre infrarouge associé a cette bande (a)
(zoom de la Figure 57) et |la dérivée seconde associée (b). Le fort pic de |la dérivée seconde
autour de 1662 cm™ est caractéristique d’une conformation en hélice a. Des contributions
dues a des feuillets B (le plus caractéristique vers 1627 cm™) ou bien a une conformation
aléatoire (autres pics le long de la courbe) sont également présentes mais en quantité
négligeables. Sur la surface, le peptide semble adopter une conformation en hélice a d’apres
cette décomposition de la dérivée seconde du signal infrarouge. Aucune différence notable
n’est perceptible en étudiant les autres temporines (L/D et Cter/Nter).

Structure

1662cm™ en feuillet B
g 1627 cm*
- c
° @ 5
= @
© $ = (b)
g) g ~ Structure
Y -= ) secondaire
@ 8 1662cm™ en hélice a
1700 1650 1600 1700 1650 1600
Nombre d'onde (cm'1) Nombre d'onde (c:m'1)

Figure 60 : Spectre PM-IRRAS associé a la bande amide | et (b) la dérivée seconde associée
au spectre infrarouge.
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Partie 2. Acces a une cinétique et a un taux de recouvrement

1. Lacinétique et différents régimes d’adsorption grace a la QCM-D
L’étude quantitative de I'adsorption de molécules sur des surfaces d’or peut étre suivi via une
balance a cristal de quartz avec mesure de dissipation (QCM-D) [69], [149]. Les mesures
piézoélectriques ont été effectuées sur des quartz recouverts d’or avec le modéle E4 (Biolin
Scientific, Suéde) possédant une fréquence fondamentale ff de 5 MHz. Les mesures sont
réalisées a la fréqguence fondamentale mais aussi aux harmoniques successives
(15,25,35,45,55 et 65 MHz). Deux parametres sont mesurés ici : la fréquence d’oscillation et
la dissipation. Le changement de fréquence associé a I'adsorption d’'une molécule est, pour
les couches rigides, relié a la masse adsorbée grace a I’équation de Sauerbrey [150] (42) :

Af= —N2D (42)
Ce
Ou Af est le changement de fréquence, N I’"harmonique considérée, Am le changement de
masse consécutive a 'adsorption et Cf (=17,7 ng.cm™ a f=5 MHz) la constante de sensibilité de
masse. Vu que cette équation n’est valide que pour une couche rigide. Il est nécessaire de
déterminer I"élasticité ou la rigidité de la couche en mesurant le changement de dissipation
AD qui est l'inverse du facteur de qualité de la résonance accessible. Plus particulierement

. AD _ . , . L . .
c’est le ratio -7 duiva permettre de déterminer dans quel régime se placer. Plus ce ratio est

faible, plus la couche est rigide et donc il devient possible d’appliquer le modele de Sauerbrey.
. N\ . . . Ve g 7z AD 1 _7 _1
Le critére de rigidité utilisé est |E| < o= 2% 107"Hz™ .
f

La QCM-D a été utilisé en mode dynamique a une température de 20 °C régulée par un
thermostat a effet Peltier. Le débit utilisé est de 10 uL.min"! et une concentration de 7.25 mg.L
! (afin d’obtenir une quantité de matiére équivalente au voisinage du quartz que lors de la
fonctionnalisation sur or plan). La circulation est assurée a I'aide d’une pompe péristaltique et
la stabilisation a été réalisée avec du PBS. La Figure 61 (a) présente les Af et AD pour trois
harmoniques (5, 7 et 9 ie 25, 35 et 45 MHz) en fonction du temps pour la temporine D-Sha-
Cter. La diminution de la fréquence en fonction du temps résulte de I'adsorption du peptide a
la surface du quartz. Il est également possible de tracer AD en fonction de Af comme sur la
Figure 61 (b). Deux régimes semblent apparaitre au regard de ces deux graphes, un premier
jusqu’a environ 4h et un second lors du reste de I'adsorption. En fait, la premiéere zone
correspond au régime de Sauerbrey et la seconde zone a un régime viscoélastique. Ce régime
viscoélastique correspond sGrement a de I'agrégation entre les peptides. L'étude d’autres
peptides (L/D ou Nter/Cter) ou bien d’autres conditions de solvants (TFE 40 %) n’a pas donné
d’informations supplémentaires. Cette cinétique et ces deux régimes bénéficieront a
I'interprétation des mesures réalisées en ellipsométrie généralisée.
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Figure 61 : Adsorption de la temporine D-Sha-cys-Cter sur un quartz d'or plan avec un débit
de 10 pL.min-1 avec (a) les décalages fréquentiel et dissipatif et (b) le décalage fréquentiel
en fonction du décalage dissipatif. Les résultats sont présentés pour trois différentes
harmoniques (25, 35 et 45 MHz).

2. Utilisation de la spectroscopie de photoélectrons X
Afin de prouver le greffage des peptides sur les métasurfaces il est impossible d’utiliser le PM-
IRRAS. En revanche, l'utilisation de la spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS)
permet cela.

Les analyses XPS ont été effectuées a I’aide d’un appareil Scienta Omicron Argus, équipé d’une
source de rayonnement monochromatique d’aluminium Al Ka (hv=1486,6 eV) avec une
puissance de 280 W. Les spectres sont réalisés sous Ultra Vide (€10° mBar), dans une direction
faisant un angle de 45 ° avec la surface, avec une énergie de 100 eV pour le spectre général et
de 20eV pour les régions Cls, O1s, N1s, Si2s, Si2p, S2s, S2p et Au4f. Les énergies de liaison
sont calibrées par rapport a I'énergie de liaison associée a I’Au 4f a 84 eV. Les intensités des
pics sont déterminées aprés soustraction d’un fond de Shirley. Les décompositions sont
réalisées a 'aide du logiciel Casa XPS (Casa Software Ltd, U.K.). Les spectres associés a une
fonctionnalisation sur Or plan sont présentés sur la Figure 62 ((a) Cls et (b) N1s)pour une
fonctionnalisation de la temporine D-Sha-Cter sur or plan. Le pic associé au carbone 1s a 287,8
eV [(C=0),(N-C=0)] et le pic de I'azote 11 a 399,7 eV [Namide] sont caractéristiques d’un acide
aminé.

10 4 (C-OH),(COC).(CN) 10 4

286eV
14" A 16"
gy - - / (CC).(CH) -
o (C=0).(N-C=0) \ © (b)

1.2 \ | 2845ev d Namide
= 2878V \ 215 399.7 oV
@ \ O
B YRR C B
c A 5147
()] VAR \ (]
I= 0.8 bl /l/ N .. =€

0.6 ‘ 1.3 ‘ '
290 285 280 402 400 398 396
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure 62 : Spectres XPS associés a la fonctionnalisation de la temporine D-Sha-Cter sur or
plan pour le (a) Carbone 1s et (b) I'Azote 1s.
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Une mesure a également été réalisée pour un greffage sur une métasurface. Pour réaliser
cette mesure, vu que le spot utilisé en XPS fait environ 1 mm?, il faut une surface suffisamment
grande pour que la mesure ne soit réalisée que sur la zone contenant des antennes. Pour ce
faire une lithographie a été réalisée pendant un long week-end pour faire un échantillon
suffisamment grand. Sachant que 15’ sont nécessaire pour réaliser un patch de 100x100 pum?,
63 heures ont été nécessaires pour réaliser I'échantillon présenté Figure 63. L'arrét de la
lithographie au niveau du patch n°255 (patch coupé en deux sur la Figure 63 (a)) est d( un
défaut de la mémoire interne du logiciel de lithographie en cours de lithographie. Ceci étant
la surface déja réalisée était suffisante pour nos mesures.

Signal A = InLens

Mag= 1456 KX Date 5 Jul 2021 7
WD = 127 mm EHT = 20,00 kV Stageat T= 00° L

500 um -

Figure 63: Echantillon utilisé pour réaliser la mesure XPS associée au greffage de la
temporine D-Sha-Cter sur métasurface avec (a) I'imagerie via un microscope optique et (b)
via le MEB.

Le spectre associé a la fonctionnalisation de cette métasurface est présenté Figure 64. Les pics
caractéristiques de la présence du peptide sont retrouvés avec le pic associé au carbone 1s a
287,9 eV [(C=0),(N-C=0)] et le pic de I'azote 11 a 399,7 eV [Namide]. Des peptides sont présents
sur la métasurface. En outre, il est possible de relier ces spectres a des taux de recouvrement
en utilisant des ratios d’intensité de pics. Cependant, I'influence de la silice accessible aux

molécules est difficile a quantifier, des analyses supplémentaires sont a réaliser afin d’obtenir
une estimation du taux de recouvrement.
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Figure 64 : Spectres XPS associés a la fonctionnalisation de la temporine D-Sha-Cter sur la
métasurface montré Figure 63 pour le (a) Carbone 1s et (b) I'Azote 1s.
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Partie 3. Détection des temporines par ellipsométrie in-situ
L’objectif initial de ce travail est d’avoir accés a des informations concernant la conformation
de biomolécules et plus particulierement leur structure secondaire lorsqu’elles sont
adsorbées chimiquement a des surfaces. Pour cela, la mesure en ellipsométrie généralisée
semble adaptée. Comme expliqué dans les Chapitres précédents, le processus est le suivant :

e Réalisation de métasurfaces pseudo-chirales (résonateurs en U) possédant des modes
de résonance particuliers

e Mise en évidence des différents modes de résonance des structures

e Détermination du facteur de mérite alternatif pour connaitre les gammes spectrales
d’intérét

e Greffage in-situ des molécules biologiques

e Suivi polarimétrique, spectroscopique et cinétique du greffage

Les échantillons utilisés pour les mesures ressemblent a celui présenté en Figure 63. La matrice
de Mueller de cet échantillon a été mesurée dans la cellule liquide. Le facteur de mérite
alternatif FOM** a également été déterminé a I'aide d’une autre mesure dans de I'éthanol.
Ces deux grandeurs sont présentées sur la Figure 65. Les résonances déja présentées aux
Chapitres 2 et 3 sont bien visibles sur les éléments de la matrice de Mueller, les extremums
locaux de FOM** sont également bien visibles pour chacun des éléments de la matrice.
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Figure 65 : Matrice de Mueller mesurée pour une métasurface dans du PBS (courbes noires)
et facteur de mérite alternatif FOM** (courbes bleues) déterminé a partir des éléments de
la matrice de Mueller et d’'une mesure dans I'éthanol.
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En se placant sur les extremums de la FOM**, il est possible de réaliser un greffage in-situ
d’un peptide et d’étudier les décalages spectraux induits par sa présence.

1. Un suivi spectroscopique et polarimétrique de I'adsorption
Le greffage d’une temporine est réalisé avec une concentration de 72.5 mg.L! dans du PBS.
La Figure 66 présente les spectres de la matrice de Mueller pour les éléments MM1; et MM
entre 600 nm et 1200 nm (Figure 66 (a) et (b)). On remarque premieérement un décalage des
spectres entre la mesure avant adsorption (noir) et celle réalisée 5h30 plus tard aprés
adsorption et un rincage dans du PBS (rouge).

Afin de comparer les décalages spectraux induits par la biomolécule au niveau des différents
modes de résonance, il convient d’observer les AA pour une longueur d’onde d’intérét. Un
spectre total en ellipsométrie prend environ 45 minutes donc afin de tracer une cinétique
d’adsorption il faut mesurer sur des plages spectroscopiques restreintes. C'est ce qui a été
réalisé en mesurant toutes les cing minutes un spectre sur trois plages centrées sur les
extremums de la FOM** correspondants aux points d’inflexion des modes de résonance
visibles sur M1, et M1a. Les trois plages sont les suivantes :

1. [640;680] nm pour le quadrupodle électrique visible sur MM,
2. [900;940] nm pour le couplage magnéto-électrique visible sur MMa4
3. [980;1020] nm pour le dipdle électrique visible sur MM,
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Figure 66 : Suivi de I'adsorption de la temporine D-Sha-Cter par ellipsométrie généralisée
avec la matrice de Mueller avant et apres adsorption ainsi que le facteur de mérite alternatif
FOM** associé pour (a) MM, et (b) MM1a. Les décalages spectraux associés aux zones
d’inflexion de trois modes de résonance sont présentés en |'occurrence (c) le quadrupoéle
électrique, MM12 (A=660 nm) (d) le dipdle électrique, MM12 (A=1000 nm) et (e) le couplage
magnéto électrique MMaia (A=920 nm).
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Il est alors possible de déterminer le A\ induit par le greffage du peptide au cours du temps
sur ces points d’inflexion. Les longueurs d’onde choisies sont les valeurs centrales (660 nm,
920 nm et 1000 nm). Ces valeurs sont indiquées respectivement en vert, mauve et jaune sur
la Figure 66 (a) et (b). Le facteur de mérite est alors sur un de ses extremums locaux (attendu
car directement lié a la dérivée du signal). Les courbes de cinétiques sont visibles sur la Figure
66 pour (c) le quadrupdle électrique, (d) le dipole électrique et (e) le couplage magnéto-
électrique. L'absence de points entre 2h et 3h et entre 4h et 5h correspond a la mesure d’une
matrice de Mueller pour plus de longueurs d’onde (entre 400 nm et 2000 nm avec un pas de
20 nm) ce qui prend environ une heure.

Les valeurs de AA finaux obtenues sont supérieurs a 3 nm pour les trois modes observés ce qui
est largement supérieur aux incertitudes causées par linstabilité de la mesure qui est de
I'ordre de 10" nm comme vu dans le Chapitre 3.

La cinétique d’adsorption coincide avec celle observée en QCM-D montrée sur la Figure 61
c’est-a-dire que jusqu’a 4h, le décalage spectral augmente. Le phénomene d’agrégation
potentielle observé en QCM-D apres 4h ou bien au PM-IRRAS n’est pas visible ici et ceci peut
étre causé par deux facteurs :

e llyaunfluxdynamique en QCM-D alors qu’ici la cellule liquide impose un bain statique
e La QCM-D et le PM-IRRAS sont réalisés sur des surfaces d’or plan alors qu’ici des
résonateurs en U sont considérés

La cinétique d’adsorption est la méme pour les trois modes observés c’est-a-dire qu’il faut
environ 4 heures pour arriver a un plateau. En revanche, les décalages ne sont pas les mémes.
On pourrait s’attendre a un AA croissant en fonction de la longueur d’onde comme c’est le cas
lorsque I'indice du solvant est modifié, le décalage spectral aprés un ajustement linéaire entre
deux mesures réalisées entre I'’eau et I'’éthanol (mesure qui permet d’obtenir la sensibilité de
la métasurface et donc son facteur de mérite alternatif) est présenté sur le Tableau 14 ci-
dessous.

Tableau 14 : Décalages spectraux calculés a partir des matrices de Mueller obtenues pour
I’eau et I'éthanol apres ajustement par une variation linéaire.

MMz MMz3 MMa14
AN=-7.4+0.018A AA=1.8+0.009\ AA=-1.7+0.012\

MMz MM22 MM23 MM24
AN=-7.4+0.018\ AA=-2.9+0.011A AA=-0.21+0.010A AA=2.7+0.007A

MM3s; MMs, MM33 MM3s4
AA=3.7+0.009A AA=2.5+0.007A AA=-5.0+0.015A AN=-1.8+0.011A

Apres greffage, on obtient les décalages suivants : AA=4.2 nm pour MM12(A=660 nm) et AA=4.3
nm pour MM12(A=1000 nm). Si le greffage correspondait uniquement a un changement
d’indice de réfraction au voisinage de I'antenne, les deux valeurs devraient étre différentes et
plus précisément plus élevées d’un facteur 2.4 pour la longueur d’onde la plus grande. De
méme, le décalage associé au couplage magnéto-électrique pour MMia (A=920 nm) est bien
plus faible (AA=2.9 nm) que celui mesuré sur MM1; a environ la méme longueur d’onde et que
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celui observé entre I'eau et I'éthanol qui était de I'ordre de 9.2 nm pour MM1; et MM14 a 920
nm. L'augmentation ici n’est pas du méme ordre de grandeur que celle attendue que ce soit
en fonction de la longueur d’onde pour un élément de la matrice de Mueller ou en fonction
de I’élément de matrice pour une longueur d’onde donnée. Les différents modes n’ont pas la
méme sensibilité a la présence des mémes molécules. Un élément d’explication est que le
décalage spectral observé est non seulement di au changement d’indice de réfraction
localement comme c’est le cas lorsque le solvant est modifié mais aussi a la taille du peptide.
En effet, le champ local décroit exponentiellement avec la distance a la surface du résonateur
et le décalage spectral est alors relié au recouvrement du champ local et du peptide greffé.
Or, lalongueur d’évanescence du champ n’est pas la méme suivant le mode considéré et donc
la valeur de AA peut étre différente suivant le mode considéré. Ceci n’est pas observable pour
le changement de solvant dans la mesure ou sans molécule le milieu est semi-infini et
I’évanescence du champ ne joue plus. En outre, il est logique d’étudier les cinétiques de
greffage, et donc le décalage spectral final pour les éléments Kramers-Koenig de MM, et
MMzi4 : les éléments MMs4 et MMas. En effet, ici le travail est réalisé en réflexion donc les
éléments MM12 et MM23 correspondent aux parties imaginaires de I'oscillateur tandis que
MM1s et MM34 aux parties réelles. Les mesures sont prises dans des zones les plus proches
possibles de maximas de FOM** (Figure 67 (a) et (b)). On a AA=1.8 nm pour MM34(A=642 nm)
et AA=2.8 nm pour MM34(A=936 nm). Les décalages spectraux sont plus petits, en comparant
les mémes modes, pour MMsa que pour MMjiz. De plus AA(MM33(A=902 nm))=5.8 nm ce qui
est supérieur au décalage de 2.9 nm trouvé pour MMjg.
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Figure 67 : Suivi de I'adsorption de la temporine D-Sha-Cter par ellipsométrie généralisée
avec la matrice de Mueller avant et apres adsorption ainsi que le facteur de mérite alternatif
FOM** associé pour (a) MMsa et (b) MMazs. Les décalages spectraux associés aux zones
d’inflexion de trois modes de résonance sont présentés en |I'occurrence (c) le quadrupoéle
électrique, MM34 (A=642 nm) (d) le dipdle électrique, MM34 (A=936 nm) et (e) le couplage
magnéto électrique MM;3 (A=902 nm).
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Les décalages spectraux sont plus importants pour les éléments représentant les parties
imaginaires des oscillateurs que pour ceux représentant les parties réelles comme le montre
le Tableau 15. Le rapport Rx entre les décalages spectraux pour les couples MM12/MMsa et
MM23/MMa14 pour les différents modes vaut 2.3, 1.5 et 2.

Tableau 15 : Rapports des décalages spectraux entre les valeurs correspondant aux parties
réelles et aux parties imaginaires de I'indice.

Mode considérés Rapport R
Quadrupodle électrique | AA(MM12)/ AAN(MM3a) | 2.3
Dipole électrique AN(MM 1)/ AAN(MM34) | 1.5
Couplage magnéto-
électrique

ANMM33)/ AA(MM1a) | 2

Pour les mesures dans I'éthanol, en se référant au Tableau 14, les rapports sont de 0.85, 1.25
et 0.99. Ces rapports suivent la croissance de AA en fonction de la longueur d’onde.

Cette mesure a été réalisée pour d’autres échantillons en I'occurrence un autre échantillon
avec un positionnement désordonné des antennes et trois échantillons dits ordonnés. Les
fonctionnalisations ont été réalisées pour cing peptides (1 et 2 correspondent aux échantillons
aléatoires ; 3 a 5 aux échantillons ordonnés) :

1. D-Sha-Cter
2. D-Sha-Cter
3. D-Sha-Cter
4. L-Sha-Cter
5. L-Sha-Cter

Ceci est présenté sur la Figure 68. A titre de comparaison, les mesures réalisées pour le
changement de solvant H,O/EtOH sont aussi présentées. Globalement, la dynamique
présentée précédemment est respectée c’est-a-dire que les Ry pour les échantillons
fonctionnalisés sont supérieurs a ceux mesurés pour un changement d’indice pour tout le
milieu semi-infini. On trouve Raquadrupsle=1.910.4, Rpe=1.8+0.5 et Rme=2.0+0.4. Il convient de
noter que les mesures réalisées pour le quadrupble électrique pour les échantillons ordonnés
sont fortement influencées par les anomalies de Rayleigh ce qui sous-estime le décalage
spectral en ajoutant une contribution fixe (la position de I'anomalie de Rayleigh ne dépendant
que du pas du réseau en premiere approximation): les points verts sont difficilement
interprétables pour ces échantillons et n’ont pas été utilisés pour Rquadrupsle. En outre, suivant
les structures secondaires étudiées (L ou D), aucune différence systématique ne semble
ressortir.
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Figure 68 : (a) Décalages spectraux pour cing échantillons fonctionnalisés par des temporines
(1. D-Sha-Cter, 2. D-Sha-Cter, 3. D-Sha-Cter, 4. L-Sh-Cter et 5. L-Sha-Cter) et pour le
changement de solvant H,O/EtOH ainsi que (b) les rapports Ry associés.

2. Influence de I'extension du champ sur la sensibilité de la mesure
Pour étudier I'influence des modes sur la détection des biomolécules, il faut désormais
comparer les décalages obtenus pour les différents modes. Pour ce faire, les décalages
spectraux associés aux parties imaginaires des oscillateurs sont choisis en I'occurrence MM1;
et MMpys ici. On trouve deux rapports (équations (43) et (44)) pour I’échantillon (Echantillon
aléatoire fonctionnalisé par une temporine D-Sha-Cter) présenté aux Figure 66 et Figure 67:

(43)

= =—=1.02
QE  AA(MMj, A = 660nm) 4.2

(44)

= 1.35

Il faut noter que les valeurs moyennes pour les cinq échantillons sont de 1.06 et 1.40 en ne
considérant pas les valeurs associées aux quadrupdles ordonnés.

Pour I'’éthanol, les rapports sont de 2.37 et de 0.87 ce qui suit la logique de la croissance de
AA en fonction de la longueur d’onde.

Il convient de comparer ces valeurs avec les extensions du champ électromagnétique pour
chacun des modes. La longueur d’extension L est définie comme la distance pour laquelle le
champ électrique quadratique moyenné spatialement est atténué d’un facteur e par rapport
a sa valeur a la surface du résonateur c’est-a-dire L tel que :

< |E?(surface)| > (45)

[E2(L)] = -
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Les modes sont excités aux longueurs d’onde et polarisations adéquates et les distances L sont
déterminées avec HFSS en utilisant les cartes de champ présentées au Chapitre 2. Pour chacun
des modes précédemment évoqués, les longueurs d’extension trouvées sont de 1.73 nm pour
le quadrupodle électrique, 0.59 nm pour le dipOle électrique et 0.43 nm pour le couplage
magnéto-électrique. Ces valeurs sont rapportées a une décroissance effective a partir de toute
la surface latérale des résonateurs. Il est certain que localement cette distance peut étre plus
grande ou plus courte. Il m’a semblé que la hiérarchie des valeurs caractéristiques de la
décroissance du champ était bien respectée avec cette hypothése. Il est alors possible de
calculer les rapports entre ces différentes longueurs d’extension du champ (46) et (47) :

Lor(=1.73 nm
Qk( ) — 993 (46)

=137 (47)

On s’attend a ce que plus la longueur d’évanescence associée a un mode est faible, plus la

sensibilité a la présence du peptide sera importante et donc le décalage spectral AA sera aussi
plus important.

Le premier rapport vaut 2.93 (équation (46)) donc on s’attend a ce que le mode associé au
dipole électrique soit plus sensible que le mode associé au quadrupodle électrique ce qui n’est
pas le cas ici. Ceci n’est pas observé expérimentalement (rapport de 1.02 issu de I'équation
(43)). L’écart spectral entre les deux modes et donc la grande différence d’énergie entre eux
(en termes de 1/A) explique la difficulté a comparer ces deux modes.

En revanche, la comparaison entre le mode associé au dipole électrique et celui associé au
couplage magnéto-électrique a plus de sens car les gammes spectrales d’étude sont similaires.
Le rapport trouvé entre les longueurs d’évanescence est de 1.37 (équation (47)) ce qui est du
méme ordre de grandeur que le rapport trouvé expérimentalement (équation (44)) qui est de
1.35 (ou 1.40 en moyenne). L'extension du mode en champ proche semble étre le paramétre
principal qui influence la sensibilité de la métasurface.

Cette dépendance a la longueur d’évanescence du mode peut étre observée différemment en
définissant une masse ellipsométrique me analogue aux masses optiques mispr déja utilisés
dans la littérature [69], [151], [152] telle que :

AA (48)
S (1 - e_z(%))> dn
dc

Ou d est I'épaisseur de la couche de biomolécules, AX le décalage spectral, S la sensibilité a

mpgpr = d

T p . p dn ,. , T
I'indice de réfraction, L la longueur d’évanescence du champ et T I'incrément d’indice de

réfraction pour la biomolécule.

Le principe est de déterminer une masse ellipsométrique pour chaque élément de la matrice
d )
de Mueller en prenant d et d—: constants. En revanche AA, S et L dépendent de la longueur

d’onde choisie et de I'’élément : ce sont des grandeurs spectroscopiques et polarimétriques.
La masse optique trouvée devrait étre la méme pour tous les éléments. Si AA et S sont connus
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pour chaque élément a chaque longueur d’onde, il est possible de trouver une longueur
d’évanescence Lij(A) pour chaque élément MM;j; qui varierait en fonction du mode considéré.

Lij ne dépend pas uniquement de AX mais aussi de la sensibilité S. Les longueurs d’évanescence
présentées par la suite ne doivent pas étre interprétées uniquement en tant qu’inversement
proportionnelles a AA. La sensibilité associée a chaque configuration spectroscopique et
polarimétrique est inséré dans le calcul.

Pour trouver les valeurs Lj(A), une mesure a été réalisée sur un quartz d’or nanostructuré avec
un systéme permettant de coupler la QCM-D et une mesure LSPR [69]. Le module utilisé est
un Q-Sense sapphire window module (Biolin Scientific, Suéde) couplé avec un module
Insplorion Acoulyte (Insplorion AB, Suéde). Des nano-disques de 100 nm de diamétre et 20
nm de hauteur possédant une bande d’absorption autour de 700 nm sont présents sur un
qguartz de QCM. Les résultats associés sont présentés sur la Figure 69. Sur les spectres bruts a
Oh et 4h sur la Figure 69 (a), le décalage spectral s’observe et sur la Figure 69 (b) la cinétique
d’adsorption s’observe de nouveau avec un AA qui atteint 6 nm. Enfin, il est possible de
calculer une masse optique mspr a l'aide de I'équation (48) en utilisant les paramétres

suivants : d=2 nm, S=60 nm.RIU-1, L=10 nm et %=0.185 [153]. mspr est égale a 3.5 ng.cm?en
fin de fonctionnalisation.
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Figure 69 : Mesure LSPR sur un quartz d'or nanostructuré fonctionnalisé par la temporine D-
Sha-Cter. Sont présentés ici (a) les spectres bruts, (b) le décalage spectral en fonction du
temps et (c) une masse optique en fonction du temps.

Afin de déterminer des longueurs d’évanescence propres a chaque élément, I'idée est de
rendre égales les masses ellipsométriques me associées a chaque élément a celle mesurée en
LSPR a chaque moment. Tous les parametres de I’équation (48) sont alors connus hormis Lij(A)
qui a été ajusté indépendamment pour chaque élément de matrice de Mueller. La sensibilité

p . Ly s , . sy . T dn
et le décalage spectral sont ceux qui ont été mesurés en ellipsométrie généralisée, d eta sont

les mémes qu’en LSPR. Le résultat est présenté sur la Figure 70 pour une mesure réalisée a
A=1000 nm. On remarque que la cinétique n’est pas similaire dans les deux cas, ceci peut étre
d a la surface considérée (Nano-U sur verre d’'un coté et nano-disques sur or de I'autre) et
I’expérience en LSPR est menée sous flux comme en QCM-D ce qui modifie certainement la
cinétique de fonctionnalisation En outre certains éléments semblent tres bruités comme
MMz, la faiblesse du décalage spectral et donc I'influence plus importante du bruit de mesure
peut expliquer ceci pour cet élément.
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Figure 70 : Evolution temporelle de la masse greffée déterminée, par LSPR mispr (noir), et
par ellipsométrie, me (rouge). Les courbes rouges montrent I'évolution de la masse obtenue
apres ajustement des parametres Lij pour chaque élément de la matrice de matrice de
Mueller mesurée a A=1000 nm.

Le Tableau 16 montre les longueurs d’évanescence correspondant a chaque élément. La
valeur intrinseque de ces longueurs est a prendre avec précaution dans la mesure ou les
mesures sont ajustées avec une grandeur mispr qui n’est pas mesurée avec le méme systeme
et de surcroit pas a la méme longueur d’onde. Les ordres de grandeurs sont tres différents de
ceux trouvés avec HFSS (valeurs inférieures a 2 nm), en gardant a I'esprit que ces valeurs
étaient moyennées sur tout le résonateur. En revanche, ce qui nous intéresse ici, c'est la
différence entre les grandeurs. L'interprétation est similaire a celle réalisée précédemment :
la sensibilité de chaque mode est différente car I'’évanescence du champ n’est pas la méme

localement. On remarque que les rapports des longueurs d’évanescence des champs
L 103 _

Ly, 62
1.66) ou numériguement (1.37). On peut aussi noter un rapport a peu pres constant de 2 entre
les modes et leurs conjugués : MMss et MM12, MM33 et MM14, MM13 et MM2a. Ces valeurs ne
sont accessibles que grace a ce fit car les conditions de polarisation correspondant aux
éléments MMsa, MM33 et MM24 ne sont pas aisées a mettre en évidence numériquement. La
plus faible longueur trouvée est Li4 qui vaut 62 nm. Ceci semble logique car dans cette zone,
MM14 est sensible au couplage magnéto-électrique.

associées a M1, et M14 sont assez similaires qu’ils soient déterminés a partir des L; (

Tableau 16 : Longueurs d'évanescence Ljj(A=1000 nm) calculées a partir du fit présenté sur la

Figure 70.
Lj 103 129 62
109 121 116 61
85 125 18 222
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3. Influence de la structure secondaire du peptide sur la mesure

Le mode magnéto-électrique devrait étre sensible a une molécule chirale comme évoqué dans
le Chapitre 2. La présence de molécules chirales au voisinage du résonateur devrait exacerber
la réponse de ce mode. En observant la Figure 68 (a), MM23 montre un décalage
particulierement fort (5.3 nm en moyenne) par rapport au mode électrique a des longueurs
d’onde comparables que ce soit sur MM1; (3.9 nm en moyenne) ou MMss (2.34 nm en
moyenne). Est-ce d( a la chiralité des peptides ? Les expériences ont été réalisées dans du
PBS : dans ce solvant les temporines n’adoptent pas de conformation structurée en hélice
(Figure 54) donc si il existe une exacerbation du couplage magnéto-électrique causée par la
chiralité des molécules, elle est uniquement due aux molécules adsorbées chimiquement.
Dans PBS, les temporines greffées sur or plan possedent une activité bactéricide et donc
devraient, en surface, étre structurées.

Le décalage fort observé pour le mode associé au couplage magnéto-électrique peut étre
causé par la présence de peptides chiraux présents a la surface. Pour valider cette
interprétation, une mesure réalisée a un angle d’incidence opposé (-45 °) permettrait de
vérifier que le décalage est d(i a la chiralité des biomolécules. Avec le montage actuel
comprenant une cellule liquide montée sur un ellipsomeétre généralisé commercial, cette
mesure est impossible pour toute la matrice car seules les trois premiéeres lignes sont
disponibles. En outre, il est impossible de changer I'angle azimutal a cause de 'encombrement
stérique. Il est possible de tracer les symétries associées a certains éléments en I'occurrence :
A12=MM12-MM31, A13=MM13-MM31 et A3=MM33-MMs,. Si I'échantillon était parfaitement
symétrique, on aurait A12=0 A13=0 et A;3=0 mais le processus de lithographie engendre un
écart comme ceci est visible sur la Figure 71 (les trois couples sont représentés) ou I'on
observe que pour certaines longueurs d’onde I'écart est important (supérieur a 0.05 pour
A13=MM13-MM31 vers 600 nm). Il est ici présenté un échantillon aléatoire pour lequel la
symétrie est la mieux respectée. L'avantage de I'expérience réalisée in-situ est qu’il est
possible de comparer les dissymétries avant et apres adsorption du peptide sans
désalignement malgré les imperfections de la surface. On s’affranchit dans une certaine
mesure des incertitudes inhérentes a la lithographie et a I'alighement. On peut comparer les
Ajj avant et apres adsorption méme si ceux-ci ne sont pas nuls au début.

Ay = MM, -MM,, By = MM, -MM,, By = MM, ,-MM,,
0.05 0.05 0.05
In
| ’\[k.
W ) W Py Ay
\.‘)‘P U%
(a) | (b) (0)
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Figure 71 : Aj en fonction de la longueur d’onde pour les couples d’éléments MM12/MM3;,

(b) MM13/MM3; et (c) MMa23/MMs,. En bleu est représenté la métasurface avant adsorption

dans du PBS et en rouge la métasurface apres adsorption de la temporine D-Sha-Cter dans
PBS également.
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On peut donc comparer A1z, A1z et Ayz avant et aprés adsorption. Ceci permettant d’observer
I'influence du greffage comme présenté sur la Figure 72 ou le décalage entre les courbes de
la Figure 71 est visible. Rien de significatif n’est observable au regard du bruit de mesure pour
les courbes représentant Ai12(PBS)-A1z(Peptide) et A13(PBS)-A13(Peptide). En revanche, pour
celle concernant le couple MM33/MMs;, une oscillation en forme de S semble apparaitre
autour de 1000 nm avec des décalages de I'ordre de 5*103. Ces pics peuvent étre la signature
de la chiralité car ils correspondent a une variation d’oscillateurs au niveau du couplage
magnéto-électrique. Dans la littérature, les décalages attendus sont de I'ordre de 10* [73] ou
de 102 [37] en terme de variation de dichroisme circulaire. Les valeurs obtenues ici sont du
méme ordre de grandeur mais sont aussi dans le bruit de mesure ne permettant pas d’affirmer
a 100 % que le décalage est di a la présence de molécules chirales. Ce résultat sera confronté
a des mesures sur d’autres biomolécules dans le Chapitre 5.

A,,(PBS)-A ,(Peptide) A,;(PBS)-A, ,(Peptide) A,;(PBS)-A,,(Peptide)
0.02 0.02 0.02
0.01 0.01 0.01
-0.01 -0.01 -0.01
(a) (b) (c)
-0.02 -0.02 -0.02
500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
A (nm) A (nm) A (nm)

Figure 72 : Représentation de la différence entre les Ajj avant et apres adsorption en fonction
de la longueur d’onde pour les couples d’éléments MM12/MMa1, (b) MM13/MMs; et (c)
MM23/MM3,.

Partie 4. Conclusion et perspectives du Chapitre
Lors de ce Chapitre les résultats suivants ont été montrés :

e En solution les temporines adoptent une structure secondaire en hélice a avec un
solvant adéquat.

e Les temporines Sh possédent une activité bactéricide lorsqu’elles sont adsorbées sur
des surfaces d’or.

e Le greffage de ces temporines a été réalisé avec succes sur or plan et sur les
métasurfaces en U. Des caractérisations par PM-IRRAS et par XPS le montrent.

e Une cinétique de fonctionnalisation est accessible en QCM-D et il est possible de la
retrouver en ellipsométrie généralisée in-situ et en mesure LSPR.

e Les décalages spectroscopiques induits par le greffage d’un peptide different selon le
mode observé.

e La différence entre ces décalages est causée par une longueur d’évanescence du
champ qui dépend du mode considéré.

e Ledécalage fort observé pour le mode associé au couplage magnéto-électrique semble
indiquer la présence d’une structuration en surface. Cependant, la sensibilité de la
mesure ne semble pas suffisante pour s’en assurer.
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Dans tous les cas, pour détecter la signature de biomolécules chirales au voisinage de
métasurfaces, il semble nécessaire de conserver les mémes conditions expérimentales (méme
alignement et méme échantillon) pour pouvoir prétendre que la chiralité des molécules
influence le signal émis par les résonateurs.

Afin d’augmenter la sensibilité de la détection et d’observer plus d’effets de symétries,
plusieurs perspectives peuvent étre imaginées. Deux options ont été choisies et sont
présentées dans les Chapitres 5et 6 :

1. L'utilisation d’un autre solvant qui, a coup s0r structure les peptides comme le TFE 40
% dans H,O (Figure 54) serait d’intérét mais la cellule liquide en ABS ne résistait pas a
ce solvant. De I'acide méthacrylique a été utilisé afin de pouvoir utiliser ce solvant : les
tests de résistance étaient concluants (Chapitre 3). Cependant, le fait que ce mélange
possede un indice de réfraction tres différent de celui de I'’eau complique I'analyse et
donc cette expérience n’a pas encore été réalisée. Une autre possibilité serait de
dénaturer les peptides apres greffage. Mais ceci semble compliqué a réaliser in-situ
sachant que les protocoles de dénaturation nécessitent des températures élevées
[154] ou des solvants bien particuliers [155].

2. L'utilisation d’autres biomolécules qui posséderaient d’autres structures secondaires
gue I’hélice a des temporines est un axe de recherche qui semble pertinent. En outre,
des biomolécules plus volumineuses devraient plus influencer la réponse des
métasurfaces. Le Chapitre 5 présente donc des résultats pour des protéines et des
vésicules extracellulaires qui sont des objets biologiques bien plus volumineux que les
peptides présentés dans ce Chapitre. Le Chapitre 5 est donc consacré a |'étude de
nouveaux agents biologiques.

3. L’élaboration d’un systeme optique permettant I'observation simultanée de différents
angles d’incidences bénéficierait a I'interprétation de I'expérience. C'est pourquoi un
u-polarimétre de Mueller qui permet d’imager le plan de Fourier et donc les différents
angles d’incidence pour tous les éléments de la matrice est en cours d’élaboration. Les
résultats associés a ce montage optique sont présentés dans le Chapitre 6.
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Chapitre 5 : D’autres especes biologiques
d’intérét
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Pour étudier la conformation de biomolécules en surface, il est utile d’étudier des molécules
plus complexes que les peptides qui ont fait I'objet du Chapitre 4. Par exemple, I'étude de
protéines semble intéressante dans la mesure ou ces assemblages sont bien plus volumineux
que les temporines (la chaine d’acides aminés est 10 fois plus grande généralement). Par
conséquent, des protéines différant par leur structure et organisation ont été étudiées. En
outre, une étude préliminaire sur des vésicules extracellulaires a été réalisée. Les résultats
associés a ces études sont présentés dans ce Chapitre.

Partie 1. Le cas des protéines
Afin de détecter la signature de la chiralité de biomolécules lorsqu’elles sont greffées a des
surfaces, la mesure polarimétrique de métasurfaces en U fonctionnalisées par différentes
protéines a été réalisée. Ce travail a été réalisé en collaboration avec Lu Zhang, postdoctorante
a 'INSP et au LRS, et I'’équipe de Morten KILDEMO a NTNU en Norvege. Plusieurs protéines
possédant des structures secondaires différentes ont ainsi été étudiées.

Pour étudier l'influence de ces protéines, elles ont été greffées sur les métasurfaces
préalablement fonctionnalisées pour assurer des liaisons covalentes avec les protéines, puis
analysées. Ensuite, ces métasurfaces ont été régénérées (c’est-a-dire que les protéines ont
été retirées a I'aide d’un traitement chimique et physique) et caractérisées de nouveau. La
comparaison des deux mesures est ensuite réalisée.

1. Protocole expérimental pour le greffage des protéines sur or
Plusieurs protéines ont été choisies afin de sonder la signature de leur structure secondaire
en l'occurrence :

e La B-lactoglobuline (L-3908) (18 kDa)
e La B-lactoglobuline B (L-8005) (18 kDa)
e L'lgG associé au rat (I-5006) (150 kDa)
e La myoglobine (18 kDa)

e Laprotéine A (21184) (42 kDa)

La protéine A provient de Thermo Scientific tandis que toutes les autres protéines proviennent
de Sigma-Aldrich.

Afin de sonder la structure secondaire en solution, des mesures de dichroisme circulaire en
solution ont été effectuées. Les protéines ont été diluées dans un tampon PBS 10mM pour
des concentrations dans la gamme 1-5 uM. Les spectres CD ont été réalisés a I'Institut Parisien
de Chimie Moléculaire (IPCM) sur un spectropolarimétre permettant la mesure de dichroisme
circulaire (Jasco J-815). Les spectres CD sont présentés sur la Figure 73. Sur les spectres CD, la
B-lactoglobuline et la B-lactoglobuline B présentent un caractéere en feuillet B avec un unique
pic négatif vers 210-220 nm. L’IgG est aussi structuré en feuillet B avec un unique pic négatif
autour de 215 nm. La myoglobine montre deux pics négatifs caractéristiques d’une structure
secondaire en hélice a. La structure de la protéine A n’est pas bien connue, mais d’aprés nos
mesures, elle semble majoritairement se structurer en hélice a.
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Figure 73: Spectres CD des différentes protéines utilisés apres soustraction du signal de
calibration.

Les métasurfaces ont été fonctionnalisées conjointement a des surfaces planes d’or pour
réaliser un controle de la fonctionnalisation par PM- IRRAS. Tout d’abord, il faut générer des
fonctions amines a la surface de I'or en formant une monocouche auto-assemblée (SAM pour
Self-Assembled Monolayer) de cystéamine (CEA). Les surfaces ont été immergées dans une
solution de CEA (1 mM dans EtOH) pendant 24h avec une agitation douce. Ensuite, les surfaces
sont lavées avec de I'éthanol absolu (3x5’). Pour activer les SAM, les surfaces sont immergés
dans une solution de 1,4- phenylene diisothiocyanate (PDITC) (0.02 % w/v dans un solvant de
pyridine/DMF (N,N-Diméthylformamide) 1:9) pendant 2h et finalement rincées par le solvant
pyridine/DMF 1:9 (1x5’). Les protéines sont alors attachées de maniére covalente au PDITC
activé. Les protéines ont été greffées via le dép6t d’une goutte de 150 pL (50 mg/L dans PBS)
et incubées durant 2h [156]. Le surfaces sont rincées vigoureusement dans du PBS 0.1 %
Tween 20 (2x5’). Les surfaces fonctionnalisées sont ensuite rincées avec de I'eau Mili-Q (1x5’)
et séchées sous azote sec.

Les spectres PM-IRRAS sont présentés sur la Figure 74. La CEA montre 2 bandes a 2920 et 2854
cm™, qui correspondent aux modes asymétriques et symétriques des groupes CH de la chaine
alkyle. La bande a 1635 cm™ peut étre attribuée a la vibration de déformation N-H, ce qui
confirme la présence de groupements amine primaire. Un pic a une plus faible longueur
d’onde a 1450 cm™ peut étre di a la vibration de cisaillement des groupes CH,. Aprés addition
du PDITC, l'intensité des bandes augmente légerement. Le greffage des protéines est aussi
vérifié avec la présence de bandes amide intenses a 1660 cm™ et 1540 cm™, qui
correspondent aux vibrations amide | et amide Il. Les deux bandes dans la gamme 2920-2970
cm™! se décalent vers des plus grands nombres d’onde et leur intensité augmente.
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Figure 74: Spectres PM-IRRAS de (a) Au, de Au-CEA et de Au-CEA-PDITC et (b) des protéines
greffées.

Pour mesurer les métasurfaces, il faut comparer une mesure aprés greffage et une mesure
sans protéines. Pour cela, certaines des surfaces ont été régénérées. Le protocole utilisé est
le suivant :

Imagerie MEB des métasurfaces

Nettoyage sous UV/Ozone pendant 20 minutes

Ringage dans une solution de SDS 2 % (dans I’eau mili-Q) pendant 2 heures
Ringage a I'’eau mili-Q

Séchage sous I'azote sec

Nettoyage sous UV/Ozone pendant 20 minutes

Rincage a I’éthanol absolu

Séchage sous azote sec

Imagerie MEB des métasurfaces

Lo Nk WN R

Ce protocole a été effectué en parallele sur les résonateurs fonctionnalisés et sur de 'or plan
pour lequel le processus de fonctionnalisation avait été effectué en méme temps. Pour
quantifier I'influence de ce processus de régénération, des mesures de PM-IRRAS ont été
réalisées avant et aprés régénération, la baisse d’intensité des bandes amide validant le
protocole de régénération. De plus, des mesures de spectrométrie de photoélectrons X (XPS)
ont été réalisées ce qui permet de quantifier le taux de recouvrement de la surface. En utilisant
les pics associés aux niveaux de coeur carbone 1s et or 4f, il est possible de déterminer des
taux de recouvrement. Ceci a été réalisé sur I'or plan et I'analyse des niveaux de cosur a été
faite en utilisant le modeéle suivant (équation (49)) [69]:

prot2 d d 49
20452 g a2 ll - (if—) |- (G 1) (- ls:z:)]} 149)
prot

Cls Cls

+(1- 9)} exp <— ?%)

Au4f

1613(288 ev)

L prot 2
Autf Pau o A 0 ZAAwl-f 1— dprot +1 exp | — dprot
MAu AudfAuaf dprotz Aprot Aprot

Audf Audf

Ic15(288 ev) €t Layar: Intensités XPS de Cis(ssev) €t Auas; Ppro¢: densité d’une proteéine; Mo,
masse molaire d’une protéine; p,,,: densité de l'or; My,: masse molaire de I'or; A): libre

. . , t
parcours moyen des électrons x dans la matrice y basé sur « Quases TPP2M »: AL1%" =
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['électron x [3]. oc1s=1, Oausr=14.34.

3.2nm, =3.7nm,1ﬁf4f=1.6nm. ox: section efficace de photoionisation de

Cette détermination du taux de recouvrement a été réalisée apres le greffage des protéines
et aprés I'étape de régénération pour trois protéines : la B-lactoglobuline, la B-lactoglobuline
B et la protéine A. Les résultats sont présentés dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Taux de recouvrement associés a la fonctionnalisation de I'or plan par trois
protéines avant et aprés régénération des surfaces.

. Taux de recouvrement
Protéine N T
Apres greffage Apres régénération
B-lactoglobuline 50 % 15 %
B-lactoglobuline B 60 % 22 %
Protéine A 59 % 11%

On observe que les taux de recouvrement de I'or plan aprés fonctionnalisation sont compris
entre 50 % et 60 % et qu’ils tombent a des valeurs situées entre 10 % et 20 % apres
régénération. Ceci valide le protocole de nettoyage des surfaces. Il est possible de comparer
les mesures pour ces deux types d’échantillons. On supposera que le résultat est similaire pour
les autres protéines (IgG et myoglobine).

2. Caractérisation des métasurfaces
Les mesures sur des métasurfaces ordonnées ont été réalisées en Norvege et ont déja été
présentées dans le Chapitre 3 pour des surfaces nues. Il faut noter qu’au contraire des
mesures réalisées a I'INSP, les résultats présentés ici sont réalisés en phase séche.

La Figure 75 (a) présente la matrice de Mueller mesurée aprés fonctionnalisation (rouge) et
apres régénération (bleue) pour la protéine A a un azimut de 90 °. On observe directement
gue la présence de protéines implique un décalage vers le rouge des résonances. La Figure 75
(b) présente le décalage spectroscopique associé a chaque élément de la matrice de Mueller.
Comme prévu ce décalage est croissant en fonction de la longueur d’onde. Le résultat est
similaire pour les autres protéines utilisées. On observe le méme comportement que pour les
peptides présentés dans le Chapitre 4.
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Figure 75 : (a) Matrice de Mueller associée a une métasurface fonctionnalisée par de la
protéine A aprés fonctionnalisation (rouge) et apres régénération (bleue) et (b) Décalage
spectroscopique associé a chaque élément de la matrice de Mueller. Les mesures sont
réalisées pour un azimut de 90 °.

Pour étudier I'influence de la présence des protéines a la surface des résonateurs, |'étude de
AN (présenté sur I’équation(50)) permettrait d’étudier les dissymétries engendrées.

Ay = (MM;(90 %) — MM;;(270 ) (50)

avec protéine

— (MM;(90 ) — MM;;(270 %))

apres régénération

Les courbes obtenues pour AA; sont montrées sur la Figure 76. Quatre protéines ont été
étudiées a savoir la B-lactoglobuline, la myoglobine, la B-lactoglobuline B et la protéine A Les
points rouges correspondent a la position des anomalies de Rayleigh qui sont particulierement
marguées pour cette série de mesures réalisées sur des surfaces ordonnées (voir Figure 40 du
Chapitre 3 (MMas4 avec les positions des anomalies de Rayleigh superposées)). Les échantillons
utilisés pour ces mesures étant composés de résonateurs en U positionnés sur un réseau
régulier, I'influence de ces anomalies est importante. On observe que toutes les variations
sont bornées entre -5*1073 et +5*1073. En revanche, aucune observation n’est systématique
entre les différentes expériences. Ceci confirme la nécessité de réaliser les expériences in-
situ : les deux mesures sont réalisées apres avoir retiré les échantillons ce qui induit trop
d’incertitudes, en particulier sur I'alignement.
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Figure 76 : AAij pour quatre protéines : (a) la B-lactoglobuline, (b) la myoglobine, (c) la B-
lactoglobuline B et (d) la protéine A. Les points rouges correspondent aux positions des
anomalies de Rayleigh.

Une étude in-situ a aussi été réalisée pour la B-lactoglobuline et la Protéine A. Aprés activation
de la surface par greffage du couple CEA/PDITC de maniére équivalente au protocole expliqué
précédemment. Les protéines ont été diluées dans PBS a une concentration de 50 mg.L™? puis
greffées a la métasurface via la cellule liquide associée a I'ellipsoméetre de la méme maniere

gue pour les temporines présentées au Chapitre 4.

Il est alors possible de calculer A;3=MM23-MMs3; puis de tracer Azs(avant adsorption)- Axs(apres
adsorption) (défini dans le Chapitre 4) pour ces deux protéines : cette différence est présentée
sur la Figure 77. Les valeurs sont inférieures & 5*1073. Une oscillation en forme de S apparait
autour de 1000 nm, pour la B-lactoglobuline et la protéine A. Avant de comparer et
d’interpréter plus en profondeur les différents résultats, une autre espéece biologique est
présentée : une vésicule extracellulaire.

&23(PBS)-A23(B-|actogiobuiine)
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Figure 77 : Représentation de la différence entre les A;3 avant et apres adsorption en

fonction de la longueur d’onde pour (a) la B-lactoglobuline et (b) la protéine A.
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Partie 2. Le cas des vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires (VE) sont des objets de taille nanométrique d’origine
endosomale impliqués dans la communication intercellulaire qui modulent un large éventail
de processus biologiques dans des conditions normales et pathologiques [157]. Elle sont
dernierement beaucoup étudiées car prometteuses dans la lutte contre le cancer ou encore
la maladie d’Alzheimer [158]. Cependant, les vésicules extracellulaires sont trés hétérogeénes
en termes d’origine cellulaire, de taille et de densité. En particulier, les exosomes sont de plus
en plus étudiés : ce sont des vésicules qui ont une taille comprise entre 30 et 150 nm [159].

Un des axes de recherche sur les exosomes est de trouver une méthode permettant de
distinguer les vésicules « saines » des « malsaines » afin de détecter en amont un cancer.
Plusieurs techniques associées aux biocapteurs ont été développées dernierement [160] pour
réaliser cette détection notamment certains travaux qui utilisent la résonance plasmonique
de surface de I'or [157], [161]. Dans ce cadre, une étude est menée au LRS pour discriminer
les exosomes en utilisant la QCM-D couplée a la détection LSPR (présentée au Chapitre 4). Une
autre idée est de caractériser leur structure secondaire afin de différencier les deux types. En
ce sens, l'utilisation de ces vésicules comme agents a sonder, via |'ellipsométrie généralisée,
bénéficierait a I'avancée des connaissances sur ce domaine. A ce stade, des vésicules
extracellulaires issues du rat en I'occurrence le variant 109Q (forme mutante) ont été
étudiées. Il a été fourni par I'équipe de Christian Néri de I'Institut Biologie Paris Seine (IBPS).
Par la suite, I’étude du variant 7Q (forme normale) doit étre réalisée. Puis, la différentiation
entre les formes mutées et normales issues de I’'humain serait une perspective intéressante.

1. Protocole expérimental pour le greffage des vésicules extracellulaires

sur or
Pour greffer les vésicules extracellulaires étudiées sur la métasurface d’or, le protocole a
réaliser est le suivant :

1. Activation de la surface par greffage du couple CEA/PDITC de maniére équivalente au
protocole expliqué précédemment pour le greffage des protéines puis rincage par
DPBS

2. Greffage de 'anticorps de rat CD63 a 20 pg.mL?* dans un tampon de phosphate de
Dulbecco (DPBS) puis rincage au DPBS

3. Blocage des sites d’adsorption non spécifique par ajout d’albumine de sérum bovin
(BSA) a 0.1 % dans DPBS puis ringage au DPBS

4. Ajout de I'exosome a une concentration de 3.6*10° particules.mL! dans DPBS

Jusgu’au greffage de I'anticorps, les étapes ont été menées simultanément sur or plan afin de
faire un suivi au PM-IRRAS et donc de valider la fonctionnalisation de la surface.

2. Caractérisation des métasurfaces
Tout comme pour les autres biomolécules, il est possible d’observer des cinétiques de greffage
pour les étapes réalisées in-situ pendant la mesure ellipsométrique. La métasurface activée
par CEA/PDITC est positionnée dans la cellule liquide et les étapes 2, 3 et 4 du protocole
(accroches de I'anticorps, de la BSA et de la vésicule) sont réalisées in-situ afin de réaliser un
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suivi cinétique, spectroscopique et polarimétrique. Les trois étapes de greffage sont visibles
sur la Figure 78 : a chacun des modes est associé un décalage spectroscopique. On remarque
qgue pour chacune des étapes de greffage, la sensibilité n’est pas la méme pour les trois modes.
Par exemple le couplage magnéto-électrique est trés sensible a I'accroche de I'anticorps
(Figure 78 (b)). L'anticorps utilisé étant une protéine chirale, la sensibilité particuliére de ce
mode semble logique. Les vésicules sont des objets de taille conséquente donc on s’attend a
ce gu’ils modifient fortement I'environnement diélectrique et donc impliquent un fort
décalage spectroscopique. Or, ce n’est pas visible sur les cinétiques montrées. Ceci s’explique
par la présence d’agents de liaison qui éloignent I'exosome de la surface et donc en raison de
I’évanescence du champ proche, la réponse de la métasurface est peu modifiée.

Couplage
3 Quadrupéle 3 Magnéto-électrique 3
2 Slectri - 820nm —
5 (@) | e Q 3
= 2 s 2 s 2 *
= . = > . = .J"'
S . ~— =
~< 1 ¢ ~< 1 ~< 1
< . < (b) < (c)
0 0 0
0 2 4 0 2 4 0 5 4
Temps (h) Temps (h) Temps (h)

® Fonctionnalisation ppg

- BSA  Vésicule
4 Ringage dans DPBS

Figure 78: Cinétiques de greffage associées a la fonctionnalisation d'une métasurface par
une vésicule extracellulaire pour les trois modes d’intérét a savoir (a) le quadrupole
électrique, (b) le couplage magnéto-électrique et (c) le dipdle électrique.

On peut également présenter les dissymétries induites par la présence des différentes
biomolécules greffées. La Figure 79 présente A3 (défini dans le Chapitre 4 et dans la partie
précédente). Les ordres de grandeur obtenus sont faibles en I'occurrence inférieurs a 1*10-3,
méme si en présence des vésicules extracellulaires certains pics apparaissent vers 800 nm et
1200 nm. Plus précisément, des variations d’oscillateurs sont observables. Pour affirmer que
c’est la signature d’une quelconque structure secondaire, il faut répéter I'expérience et la
réaliser pour des vésicules extracellulaires non mutées afin de dresser une comparaison.

A,,(DPBS)- A, (Ac) A,,(DPBS)- A, (BSA) A,,(DPBS)- A, (Ves)
0.01 0.01 0.01
(b) ()
0.005 0.005 0.005
0 0 0
-0.005 -0.005 -0.005
-0.01 -0.01 -0.01
500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
A (nm) A (nm) A (nm)

Figure 79: Différences en A3 avant et aprés adsorption (a) de I'anticorps, (b) de la BSA et (c)
des vésicules extracellulaires.
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Partie 3. Comparaison entre les molécules biologiques

Il convient de comparer les résultats obtenus pour les différentes biomolécules étudiées en
ellipsométrie généralisée in-situ : la temporine (D-Sha-Cter), la B-lactoglobuline, la protéine A
et les vésicules extracellulaires. En I'occurrence on peut comparer les différences induites sur
A>3 pour chaque type de biomolécule. Les courbes présentant les A,z avant et apres adsorption
sont présentées en Annexe 3. On observe une différence, faible (de I'ordre de quelques 103)
mais qui semble significative, dans une zone spectrale localisée entre 1000 nm et 1500 nm.
Cette différence n’est probablement pas une conséquence de la dérive causée par la stabilité
de la mesure (Figure 45 du Chapitre 3) puisqu’elle est localisée. J'ai calculé Azs(avant
adsorption)-Axs(apres adsorption). Les courbes associées a cette différence sont présentées
sur la Figure 80. Toutes les mesures sont faites dans PBS avant adsorption et apres un ringage
dans PBS apres adsorption. Il semble apparaitre une oscillation commune en forme de S entre
800 nm et 1400 nm. Pour visualiser ce S sur la Figure 80, j’ai tracé une simple sinusoide (guide
pour les yeux). De méme, j'ai tracé une ligne horizontale ol chaque point prend la valeur -
0.001, cette ligne coupe le point d’inflexion de la sinusoide.

Pour la protéine A, I'effet semble tres faible voire inexistant (Figure 77 (b) et Figure 80). En
revanche, pour la temporine D-Sha-Cter (Figure 72 (c) du Chapitre 4 et Figure 80), la B-
lactoglobuline (Figure 77 (a) et Figure 80) et la vésicule extracellulaire (Figure 79 (c) et Figure
80), I'effet est plus marqué. Dans le cas de la temporine, plusieurs surfaces ont été mesurées
(Chapitre 4) mais malheureusement seule celle présentée ici a été mesurée jusqu’a 2000 nm,
pour les autres les mesures s’arrétent a 1200 nm.

Cette oscillation est de I'ordre de 1-2*1073. Dans la littérature, les différences attendues sont
de 'ordre de quelques 10* [73] ou de 103 [37] en terme de variation de dichroisme circulaire
(Chapitres 1 et 4). Dans le cas de I'exacerbation de dichroisme circulaire dans les résonateurs,
le mécanisme n’est pas encore completement clair. Cependant, il faut noter que le CD mesuré
sur les molécules dans I'UV donne une information nécessaire sur la présence d’une structure
secondaire mais ne renseigne pas forcément sur I'amplitude du signal dans le proche
infrarouge. Celui-ci pourrait par exemple étre lié a la densité des molécules dans le champ tres
proche des résonateurs et donc a la fois la densité de molécules en surface et I’extension du
champ proche par rapport a la taille des molécules peuvent modifier I'amplitude des
variations observées sur MMa,3/MMs,. En outre, dans cette zone spectrale (autour de 1000
nm), le coefficient MMz est sensible au couplage magnéto-électrique qui est lui-méme
sensible a la chiralité des biomolécules. Cependant, cette différence est du méme ordre de
grandeur que le bruit de mesure, il est donc difficile d’affirmer, a ce stade, si ce qu’on semble
observer pourrait étre di a une absorption chirale dans les résonateurs ou a un décalage
différentiel. Ce comportement reste prometteur car I'ordre de grandeur est celui attendu, la
zone spectrale aussi et une certaine reproductibilité apparait entre différentes expériences.

Pour supporter cette affirmation, il faudra répéter I'expérience plusieurs fois. L'influence du
bruit de mesure pourrait alors étre amoindrie a I'aide d’un traitement statistique.
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Figure 80 : Différences en A,z avant et apres adsorption entre 600 nm et 1600 nm pour la
temporine D-Sha-Cter (turquoise), la B-lactoglobuline (magenta), la protéine A (bleu) et une
vésicule extracellulaire (rouge). La sinusoide simple (guide pour les yeux) est en pointillé noir

ainsi qu’une ligne horizontale qui coupe la sinusoide au niveau de son point d’inflexion.

Partie 4. Conclusion et perspectives du Chapitre

L'utilisation de diverses especes biologiques plus volumineuses que les temporines et qui
présentent donc généralement un signal CD plus fort dans I'UV a été testée.

Des protéines ont été greffées sur les métasurfaces d’or apres activation des surfaces par
CEA/PDITC. Une vésicule extracellulaire a également été étudiée aprés activation de la surface
par CEA/PDITC et greffage de I'anticorps associé.

Une étude en phase seche apres adsorption des protéines et aprés régénération a été réalisée.
Les incertitudes sur la reproductibilité de I'alignement confirment la nécessité de réaliser les
mesures in-situ.

Une étude a alors été réalisée in-situ pour deux protéines et des vésicules extracellulaires. Des
différences de signal apparaissent lors de I'observation des variations des couples
MM3/MMs; avant et aprés adsorption. Les ordres de grandeurs, zones spectroscopiques et
reproductibilités de ces décalages semblent prometteurs pour caractériser la signature des
espéces biologiques.

Trois voies sont a suivre afin de s’assurer que les différences observées sont reliées a une
absorption chirale :

1. Il semble que le couple MM23/MMs; (sans toute la matrice) soit particulierement
pertinent. On peut alors imaginer qu’un autre appareil optimisé pour cette mesure
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comme par exemple le polarimetre JASCO est optimisé pour la mesure du CD,
permettrait sGrement d’augmenter la résolution pour ces éléments.

La mesure de la matrice de Mueller complete ou bien a un azimut opposé permettrait
également d’étudier les variations d’autres couples de coefficient tels que
MM12/MMa1 et MM22/MMaz ce qui bénéficierait a I'interprétation des différences
observés. C'est I'objectif du p-polarimetre présenté dans le Chapitre suivant.

Des calculs par éléments finis peuvent aussi permettre de prédire les variations
induites par la présence de biomolécules chirales aux voisinage des résonateurs en U
[162] et donc aider a I'interprétation des observations. Ces simulations numériques ne
sont pas possibles sur tous les logiciels commerciaux puisqu’il faut pouvoir utiliser des
tenseurs constitutifs chiraux. Il semblerait que COMSOL puisse étre adapté a cette fin
[75], mais n’ayant pas acces a ce logiciel je n’ai pas exploré cette voie. Par ailleurs, des
codes faits maison existent désormais a I'Institut Fresnel (au sein de la collaboration
via I’ANR Chiroptmol) par Jayeeta Amboli, Nicolas Bonod, Guillaume Demesy et Brian
Stout. Un tel code peut aussi permettre une optimisation numeérique sur la forme
géométrique des résonateurs afin d’augmenter fortement la densité locale de chiralité
au voisinage des résonateurs.
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Chapitre 6 : Un p-polarimeétre de Mueller
pour cartographier polarimétriquement et
spectroscopiqguement
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Afin de caractériser la conformation d’espéces biologiques en surface, I'accés a la matrice de
Mueller est utile pour accéder aux différents modes de résonances. Les travaux présentés
dans les Chapitres précédents sont axés sur des expériences menées a |'aide de I'éllipsométrie
généralisée. L'utilisation d’une cellule liquide a permis de suivre in-situ les propriétés
polarimétriques de métasurfaces modifiées par des peptides antimicrobiens. Cependant,
cette méthode de détection ne permettait pas de détecter différents angles d’incidence. Dans
ce cadre, I'utilisation d’un autre instrument permettant de mesurer la matrice de Mueller d’'un
échantillon a été étudié. Afin de mesurer une matrice de Mueller, le principe général est de
générer différents états de polarisation via un PSG (Polarisation State Generator) puis de les
analyser aprés le passage de la lumiére en transmission ou bien en réflexion d’'un échantillon
via un PSA (Polarisation State Analyser), comme montré sur la Figure 81 (a).

(a)
qunoit:l:fse %— PSG %— Echantillon % PSA % Détecteur

(b) ()

Polariseur Modulateur Modulateur

PSG = . s + de de
linéaire .. ..
polarisation polarisation

Mod:hteur Polariseur Modulateur Compensateur Cristaux
PSA - _e . + linéaire photoélastique tournant liquides

polarisation

Figure 81 : (a) Schéma de principe d'un polarimetre en transmission; (b) principe simplifié
d'un PSG (Polarisation State Generator) et d'un PSA (Polarisation State Analyser) et (c) les
trois choix principaux pour moduler la polarisation.

Si tous les états de polarisation de la lumiére sont générés et analysés, il est possible d’obtenir
la matrice de Mueller de I’échantillon (le formalisme de Mueller a été détaillé dans le Chapitre
2). Pour ceci, il faut que le PSG et le PSA comprennent un polariseur linéaire et un modulateur
de retard, Figure 81 (b), c’est-a-dire que le polarimétre est « complet » : on génére 16 états
de polarisations que I'on analyse en sortie pour connaitre les 16 éléments de la matrice.
Cependant, il n’est pas forcément nécessaire d’obtenir toute la matrice et donc de faire de la
polarimétrie généralisée pour caractériser des biomolécules en surface. Il est possible, par
exemple, d’utiliser un PSG qui module la polarisation et un PSA qui se résout uniqguement a de
la détection (ou bien l'inverse).

Pour moduler la polarisation, il y a trois orientations principales montrées sur la Figure 81 (c),
a savoir un modulateur photoélastique qui permet d’exercer un retard sur I'onde lumineuse
grace a une contrainte mécanique (controlable via la piézoélectricité), un compensateur
tournant qui est une lame quart d’onde que I’on positionne a différentes positions en rotation
continue ou non ou bien un modulateur a cristaux liquides.
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Il est ici présenté un p-polarimetre de Mueller basé sur le principe de la rotation continue de
deux compensateurs tournants. Ce choix est motivé par le faible co(t de cette technique ainsi
gue par la gamme spectrale accessible qui est plus étendue que pour les autres techniques.

Afin d’étudier les différents angles d’incidence, il convient d’observer le plan de Fourier de
I’échantillon. Ceci a commencé a étre réalisé en réflexion mais le travail est a continuer. Pour
preuve de concept et avec une application a la détection d’objets contrefaits, un p-
polarimetre de Mueller en transmission a été construit. Ce montage a donné lieu a une
publication scientifique [65] qui est recopiée en Annexe 6. Ceci permet de valider la
caractérisation spectroscopique.

Partie 1. Construction d’un p-polarimeétre de Mueller en
transmission

1. Principe général théorique pour la détermination de la matrice de
Mueller d’un échantillon
Le choix s’est porté sur un montage inspiré des travaux d’Arteaga & al. [103] en 2014. Ce
montage est présenté Figure 82 (a) avec le schéma et Figure 82 (b) la photographie du
montage avec le laser d’alignement qui traverse les différents éléments optiques.

(a)

’ .Laser Polariseur PSG PSA polariseur
Source d‘alignement Py Echantillon Py
blanche Fibre Caméra
A
Systemede .. I_I i’ Objectif Objectif

Filtre ~ collimation . 156 | Quart d'onde |Lentille Quart d'onde HEEamaE

passe- tournante tournante

bande G G

Figure 82 : (a) Schéma et (b) photographie du montage optique.

Pour chaque pixel de la caméra, il est possible de mesurer l'intensité lumineuse. Cette
intensité correspond a la premiére composante du vecteur de Stokes Scam(t). Ce vecteur est
fonction du temps de par la rotation des compensateurs Co et Ci (ie lames quart d’onde).
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Scam(t) est fonction du vecteur de Stokes de la lumiére incidente Sinc ainsi que des différentes
matrices de Mueller des éléments optiques du montage (51) :

e Py : polariseur linéaire du PSG orienté selon I'angle ao

e P;:polariseur linéaire du PSA orienté selon I'angle a1

e (o le compensateur du PSG qui tourne a une vitesse angulaire wo, avec une phase a
I'origine ¢o et un retard 6o

e C; le compensateur du PSG qui tourne a une vitesse angulaire w1, avec une phase a
I'origine ¢1 et un retard 61

e Moy : 'objectif de microscope

e M :I'échantillon

e M;: lalentille avant I’échantillon

Scam (1) = Py (1) Cq (w1t + @y, 81)MgpMM;Co(wot + Pg, 59) Py () Sinc (51)
Pour plus de clarté, définissons Mmes= Mobj M M qui est la quantité a mesurer puis a corriger
en connaissant Mop; et M.

Lorsque la lumiere incidente est non polarisée, elle possede un vecteur de Stokes Sinc=(1,0,0,0)
et I'intensité mesurée par la caméra I(t) correspond a la premiére composante du vecteur de
Stokes Scam(t). Il vient alors la relation de I’équation (52) entre I'intensité lumineuse mesurée,
les différents parameétres du systeme, le temps et la matrice de Mueller Mmes.

I(t) = f((l)o, (1)1, (Do, CDl, 80, 81, 0(0, O(l,t)MmeS (52)
La fonction f correspond a I'équation 4 de l'article d’Arteaga & al. [103]. En utilisant une
approche présenté pour la premiére fois par Ichimoto & al. en 2006 [162].

En considérant un vecteur A contenant les seize éléments de la matrice de Mueller, I’équation
(52) peut étre réécrite suivant la relation suivante, ol B est I'équivalent vectoriel de la fonction
f:

I(t) = BT(HA (53)
Le temps peut alors étre considéré comme une dimension supplémentaire dans le calcul
matriciel. Sil'on considere N le nombre de mesures dans I’espace temporel, | devient alors un
vecteur Nx1, B une matrice 16xN et A toujours un vecteur 16x1. On a alors I'’équation (54) :

1=BTA (54)
Il vient en multipliant de part et d’autre par B :

BI = BBTA (55)
Et on en déduit la relation finale en nommant K=(BB")* :

A = KBI (56)
Le calcul de I'’équation (56) permet d’obtenir chaque élément de la matrice de Mueller et il
doit étre réalisé pour chaque pixel de la caméra. Cependant, B (et donc K) est indépendant du
pixel considéré donc KB doit étre calculé une seule fois en considérant que les propriétés des
compensateurs et polariseurs sont uniformes sur la surface de I'échantillon mesuré.

Pour déterminer KB, une étape de calibration est nécessaire. Pour ceci, une mesure en trace
directe sans lentille, échantillon ou objectif donc pour Mmes=ls, la matrice identité est effectué.
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Considérons ici ap=0 ° (tous les angles sont mesurés a partir de cette référence) et a;=90 °
grace a une procédure d’alignement utilisant la loi de Malus. En moyennant l'intensité
obtenue sur tous les pixels de la caméra et en réalisant un fit entre la courbe obtenue et
I’équation donnant I'intensité lumineuse en configuration de trace directe lp (57), il est
possible de réaliser le fit présenté sur la Figure 83 ou il est présenté sur les points bleus
I'intensité détectée en fonction de I'angle de la premiére lame a retard. Ici la lumiére est filtrée
dans le rouge a 650 nm et moyenné sur les pixels de la caméra correspondants aux pixels
rouge de la configuration de Bayer RGB de la caméra. Les valeurs @p et @1 sont de -50.7 ° et -
55.0 ° ce qui correspond a la position initiale de I'axe rapide des lames quart d’onde par
rapport au polariseur Po. Les valeurs &g et 61 qui sont égales respectivement a 95.3 ° et 92.7 °
correspondent aux retards des lames quart d’onde Co et C;.

Irp () = Io(1 — [cos?(2(wot + Pg)) + cos(28,) sin?(2(wet + )] * (57)
[cos?(2(wit + ®4)) + cos(28,) sin?(2(w t + @4))]
— [cos(Z(mOt + CDO)) sin(Z(mOt + CDO)) 1- cos(SO))] *
[cos(Z(mlt + CDl)) sin(Z(mlt + CDl)) 1- cos(81))]
+ sin(8)sin(8,)sin(2(wot + @y))sin(2(w,t + P4)))

wh ]
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Figure 83: Intensité lumineuse détecté en configuration de trace directe pour la calibration
du systéme, les valeurs obtenues grace au fit sont aussi présentées (ligne rouge).

Afin de s’assurer que les valeurs de ®o et ®1 sont les mémes apres la calibration, une
synchronisation des moteurs avec la caméra est faite afin que I'acquisition des images et la
position angulaire possedent la méme horloge. Cette synchronisation et I'interfagage de toute
I'expérience ont été réalisés avec Labview avec Francis Breton et Catherine Schwob. Pour
réaliser une mesure, tout est coordonné depuis ce logiciel. Il est montré dans I’Annexe 4 une
capture d’écran de l'interface utilisée. Via cette interface, il est possible d’appliquer les
caractéristiques d’acquisition a savoir I'accélération et la vitesse des moteurs, la durée de
I’expérience (au moins un tour de Cp), les parametres de la caméra (configuration de Bayer,
gains, taille de I'obturation, focus de I'échantillon pour obtenir une image nette...).
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A titre de vérification le compensateur C; a été mesuré en ellipsométrie pour déterminer son
retard. Le résultat est présenté sur la Figure 84. Le retard est bien différent de 90 ° et il varie
fortement en fonction de la longueur d’onde. La détermination du retard a une longueur
d’onde spécifique est cruciale. La valeur de 92,7 ° correspond a la mesure réalisée en
ellipsométrie dans le sens ou le filtre utilisé pour la lumiére rouge est centré sur 650 nm en
possédant une largeur spectrale de 70 nm. De plus les pixels de la caméra filtrent également
la lumiére donc l'incertitude est forte sur la longueur d’onde de la lumiére détectée.

96 |

91 ' - ' -
600 700 800 900 1000

Longueur d'onde (nm)

Figure 84: Retard associé au compensateur C; en fonction de la longueur d'onde. Mesure
réalisée en ellipsométrie.

Une fois que la calibration est effectuée, il est possible de mesurer la matrice de Mueller d’un
échantillon en utilisant I’équation (56) grace a la connaissance de KB. En ne positionnant aucun
échantillon M, il est possible de déterminer la matrice de Mueller du couple lentille/objectif
permettant I'imagerie : Mobj* M. Cette matrice est montré sur la Figure 85 (a) ou une moyenne
de cing matrices de Mueller mesurées a 650 nm est montré. Cette mesure permet également
d’observer la dispersion des valeurs sur la surface imagée. Apres cing mesures, la déviation
standard sur la surface est de 5*103 pour chacun des éléments de la matrice. Ensuite, il
convient de mesurer Mmes et d’en déduire M. Afin de corriger I'influence de Mow*M,, ce
produit de matrice est considéré comme un retardeur avec un faible retard ce qui est confirmé
expérimentalement.

Une retardance théorique a été calculée en réalisant la décomposition logarithmique déja
présenté dans le Chapitre 3 [115]-[117], [130]. La retardance & est calculée telle que (avec les
notations du Chapitre 3 pour LB et LB’) :

8§ = i\/—LB% — LB"? (58)
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La retardance moyenne est de -1.03 ° comme montré sur la Figure 85 (b). Ceci valide la modéle
du faible retardeur pour le systeme d’imagerie.

Il est possible d’obtenir un résultat équivalent en faisant correspondre la mesure obtenue
pour le systeme d’imagerie et un retardeur pur Mset qui possede la matrice de Mueller
présenté sur I’équation (59), ou T est la transmission, & la retardance et 6 I'orientation de I'axe
du retardeur :
[T 0 0 0 (59)
|0 T(cos?(20) + cos(8) sin2(28))  cos(20)sin(28)(1 — cos(8))  —sin(20) sin(8)
Msor = 0  cos(20)sin(20)(1 — cos(8))  T(sin?(208) + cos(8) cos?(20))  cos(20) sin(8)
0 sin(20) sin(8) —cos(28) sin(8) Tcos(8)
Avec ce fit, la transmission moyenne T vaut 1, 'orientation 6 vaut 5 °(+2.5 °) et la retardance

moyenne vaut -1.04 ° ce qui concorde avec la décomposition logarithmique.

En outre, la polarisance P de la matrice associée a I'objectif a été calculée telle que :

MM,,? + MM,5% + MM, ,> (60)

MM, ,*
La polarisance moyenne P est de 0.015 (Figure 85 (c)) ce qui est compatible avec I'hypothése
d’un comportement de retardeur pur pour I'objectif de microscope.

Finalement, |la dépolarisation de la matrice peut étre déterminé grace a la détermination de
la matrice de covariance V (matrice 3x3) associée a la décomposition logarithmique :

D= Re(Vy; + Va3 + V33) (61)

3
La dépolarisation moyenne est de 0.047 ce qui confirme I'"hypothése d’un comportement de

retardeur pur pour |'objectif de microscope. En effet un dépolariseur parfait pourrait aussi
conduire a une polarisance nulle mais avec une dépolarisation de 100 %.

Finalement, il est possible de considérer que de Mopjet M commutent avec M. Par conséquent
le calcul de M final est le suivant si I'on connait Mmes et Mop;*M; :

M= (Mob]’Ml)_lees (62)
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Figure 85: (a) Matrice de Mueller du couple lentille/objectif Mop*M (valeurs moyennes en
blanc), un élément correspond a une surface de 160x160 um?, les histogrammes insérés
présentent la dispersion des donnés sur tous les pixels , (b) une retardance théorique est
calculée pour chaque pixel (8 est la retardance moyenne), (c) la polarisance P est calculée

pour chaque pixel (P est la polarisance moyenne) et (d) la dépolarisation D est calculée pour
chaque pixel (D est la dépolarisation moyenne).

La méthode pour déterminer la matrice d’'un échantillon a été démontrée. Un tour complet
du compensateur le plus lent permet de mesurer la matrice de Mueller d’un échantillon aprées
une calibration et une correction par la matrice de Mueller du systeme d’imagerie. Il convient
maintenant d’étudier les caractéristiques expérimentales du montage c’est-a-dire les
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éléments optiques considérés, les spécificités de I'alignement ainsi que les erreurs et
incertitudes associées au montage.

2. Caractéristiques expérimentales du montage

c) Eléments optiques et alignhement
Les différents éléments utilisés pour réaliser ce montage sont les suivants :

e Une source blanche stabilisée a large spectre stabilisée couplée a une fibre : Thorlabs-
SLS201/M

e Des filtres Corion passe-bande (largeur de 70 nm) pour les mesures
monochromatiques et un filtre optique pour les mesures en lumiére blanche (Heat Abs
Glass KG-5, Edmunds Optics)

e Deux polariseurs linéaires : PGT-S1V Glan-Taylor et WP25M-UB Thorlabs

e Deux lames quart d’onde super-achromatiques montées : SAQWPO0O5M-700

e Leslames sont montées sur des montures cinématiques avec tilts et translations (KC1-
S/M, Thorlabs)

e Deux structures et moteurs permettant la rotation de Co et C1 : PRM1Z8 Thorlabs et
KDC101 K-Cube Brushed DC Servo Motor Controller Thorlabs

e Une lentille convergente : f=75 mm

e Un objectif de microscope conjugué a I'infini : Olympus, UMPlanFl 20x / NA=0.46

e Une caméra Sony XCD-SX90CR, 30 images par secondes

e Un objectif de caméra avec une distance focale de 69 mm

Le polariseur et I'analyseur ont été positionnés selon les angles 0p=0 ° et a1=90 ° en utilisant
la loi de Malus. Les lames quart d’onde tournent aux vitesses wo=4 °.s! et w1=20 °.s. Ces

s4 s . . . . W . . . .
valeurs ont été choisies pour avoir un ratlow—1 = 5. Ceci permettant I'inversion de la matrice
0

BBT, ce ratio est déterminé grace a plusieurs études précédentes et permettent de générer
suffisamment de fréquences dans le signal pour pouvoir déterminer indépendamment les 16
éléments de la matrice de Mueller [65], [103], [117], [163]-[165] .

Lors de la mise en place de I'expérience, I'alignement des compensateurs tournants est un
moment critique a cause de leur caractére mobile. La procédure d’alignement choisie est une
procédure dichotomique. Un schéma présentant cet alignement est présenté en Annexe 4.

d) Erreurs et incertitudes du montage
Avant de présenter les résultats associés a ce montage, il convient de présenter brievement
les erreurs systématiques qui proviennent du caractere non-idéal des différents éléments
optiques, les incertitudes provenant de la calibration et les incertitudes causés par la
procédure d’alignement.

En réalisant un fit sur la courbe de calibration présentée Figure 83 en insérant l'influence de
I’angle a1 dans I’équation (57), on trouve 01=90+1072 °. Les valeurs &0 et §; des compensateurs
sont en accord avec les valeurs trouvées en ellipsométrie présentées Figure 84 pour 6o. En
outre, une erreur systématique sur les positions de Co et C; existe : C; tourne 3 20 °.s* tandis
que la fréquence d’images de la caméra est de 30s™. Ceci induit une incertitude systématique
de 0.67 ° sur la position de cet élément tournant. La propagation des erreurs a déja été étudié
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dans la littérature [103], [104], [106], [166]. Avec une approximation du premier ordre, les
erreurs systématiques du montage induisent une incertitude pour les éléments de la matrice
de Mueller de £0.02 sauf pour MM,3 et MM3; qui sont plus sensibles aux erreurs (+0.05). Pour
réduire I'influence du bruit aléatoire, plusieurs mesures consécutives peuvent étre réalisées.
Comme montré sur la Figure 85 (a) pour le couple Mop*M, la déviation standard pour les
éléments est de 5*1073.

La principale critique souvent apporté sur ce type de polarimetre utilisant des compensateurs
tournants est la précession de ces dits compensateurs. Les lames quart d’onde fournies par le
constructeur ne sont pas a faces parfaitement paralléles ce qui résulte en une déviation du
faisceau lumineux. Le constructeur donne une déviation maximale du faisceau de 5*102 °. En
réalité, la déviation du faisceau induite par une lame quart d’onde a été mesuré
expérimentalement et est égale a 5*103 °. Ceci est bien inférieur a 'angle d’acceptance de
I'analyseur (20 °) ce qui assure que l'intensité détectée sur la caméra permet d’extraire les
éléments de la matrice. L'analyseur est positionné a 30cm de I'objectif de caméra qui posséde
une distance focale de 69mm. Ceci implique un déplacement du faisceau d’environ 6 um sur
le détecteur CCD de la caméra pendant un tour de Co. Un pixel de la caméra a une taille de
3.75x3.75 um? dans une configuration de Bayer. Pour I'imagerie colorimétrique utilisé dans le
cadre de ce travail un pixel sur quatre est utilisé pour analyser I'intensité lumineuse donc deux
sous pixels sont séparés d’une distance de 7.5 um. Le déplacement attendu est donc d’environ
un pixel. L'influence de ce déplacement est illustrée sur la Figure 86 avec (a) une image en
transmission qui ne comprend pas les défauts de précession et (b) I'’élément MMas de la
matrice de Mueller a 650 nm. Cette métasurface composée de résonateurs en U en or a déja
été présenté dans la littérature en 2018 [100]. Les détails sont toujours résolus malgré le
déplacement du faisceau induit par la précession des compensateurs. L’ordre de grandeur de
1 sous pixel de 7.5 um? d’incertitude semble raisonnable.

Figure 86 : Image d'une métasurface contenant la reproduction de la Joconde en (a)
imagerie directe (Présentation de la transmission T) et (b) I’élément MMas3 de la matrice de
Mueller a 650 nm.

Afin de réduire I'erreur induite par la déviation du faisceau, une correction de la position de
I'image au cours du temps en détectant les contrastes a été réalisé. Cependant, ici, la
résolution est inférieure (ou en tout cas du méme ordre de grandeur) au pixel de détection.
Cette correction s’est avérée inutile. Pour une mesure qui demanderait une précision plus
grande avec des pixels plus petits, un traitement informatique afin de stabiliser I'image serait
une solution adéquate.
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Partie 2. Résultats sur le montage en transmission

1. Validation de la mesure spectrocopique avec un exemple d’application a
la colorimétrie : Reconstruction des couleurs grace aux propriétés

polarimétriques et aux propriétés de la caméra

L'ingénierie associé a la construction d’un p-polarimetre en transmission permet la mesure de
la mesure de Mueller et donc les propriétés polarimétriques d’échantillons. Dans le cadre des
recherches présentées dans cette thése, ceci permet d’observer 'influence du greffage de
biomolécules sur des métasurfaces et potentiellement d’accéder a des informations sur leur
conformation. Cependant, les matrices de Mueller font partie d’autres domaines d’application
comme la colorimétrie. Plus particulierement, en anti contrefagon, il est intéressant de
construire des surfaces difficiles a élaborer mais faciles a détecter. Des nano-antennes ont
déja été étudiées pour construire des étiquettes anti-contrefacons [167], [168]. Certaines
métasurfaces ont utilisé les effets polarimétriques a une longueur d’onde [100] mais il est fait
possible d’encoder des métasurfaces pour exprimer conjointement des propriétés
polarimétriques et spectroscopiques (donc colorimétriques). Pour évaluer cette double
dépendance, des métasurfaces contenant des résonateurs en U en aluminium ont été
imaginées et réalisées. En effet, en faisant varier la taille des résonateurs ainsi que le pas du
réseau qui contient ces antennes, il est possible d’observer différentes couleurs [169].
L'aluminium a été choisi pour obtenir des résonances plasmoniques aussi dans le bleu. Des
résonateurs possédant des tailles de 320x320 nm? (Figure 87 (a)), 270x270 nm? (Figure 87 (b))
et 170x170 nm? (Figure 87 (c)) ont été réalisés ce qui permet d’obtenir des résonances
plasmoniques dans le rouge, le vert et le bleu. Quatre pas du réseau ont été testé en
I"occurrence 350 nm, 400 nm, 450 nm et 500 nm. L’épaisseur de ces résonateurs est de 40
nm. Pour chaque combinaison (douze au total), une aire de 20x20 um? a été réalisée.

100nm

-~

85nm

B

320nm

(b) (c)

Figure 87 : Images réalisées au MEB de résonateurs en U en aluminium pour un pas de
réseau de 400 nm pour différentes tailles en l'occurrence (a) 320x320 nm? (b) 270x270 nm?
et (c) 170x170 nm?2.
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L'observation de ces différents patchs au microscope optique (Olympus BX61) selon deux
polarisations distinctes permet de rendre compte des différentes couleurs que I'on peut
obtenir. Ces couleurs sont représentés sur la Figure 88 (a) pour une polarisation paralléle aux
bras du U que l'on appellera verticale et sur la Figure 88 (b) pour une polarisation
perpendiculaire aux bras du U que l'on appellera horizontale. Différentes couleurs sont
obtenues pour différentes tailles de U et différents pas du réseau. Les couleurs vont du rouge
vers le bleu en passant par le jaune et le vert, une grande partie du spectre visible est ici
représenté.

(a) (b)

(c) (d)
| =

Figure 88 : Observation au microscope optique des différents patchs réalisés selon deux
états de polarisation incidente respectivement (a) verticale et (b) horizontale.
Recombinaison RGB des parameétres de Stokes sortant aprés la mesure d’'une unique matrice
de Mueller pour, toujours, deux polarisations incidente respectivement (c) verticale et (d)
horizontale.

La mesure de la matrice de Mueller associée a ces différents patchs permet de reconstruire
ces couleurs en réalisant une seule mesure. |l est possible de reconstruire les couleurs pour
toute polarisation incidente. Pour réaliser ceci, il convient de mesurer la matrice en illuminant
I’échantillon en lumiére blanche et d’utiliser les propriétés de la caméra pour laquelle chaque
pixel est en fait divisé en sous-pixels arrangés en configuration de Bayer. Cette configuration
ainsi que la réponse spectrale associée a chacun de ces filtres sont présentés sur la Figure 89.
Les sous-pixels sont équipés de filtres passe-bande. Chaque sous-pixel peut étre traité
séparément afin d’obtenir une réponse spectroscopique personnalisée. Une seule
illumination avec de la lumiére blanche rend possible la mesure a trois longueurs d’onde
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distinctes. L'utilisation d’un heat-filter permet de réduire I'influence du filtre bleu dans la
partie proche infrarouge.

(a) Sensibilité (b) XCD-SXOOCR
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Figure 89 : (a) Configuration de bayer de la caméra et (b) les caractéristiques de sensibilité
associée a chaque sous pixel (données constructeur). Les bandes colorées correspondent
aux gammes spectrales des filtres Corion utilisés ici.

Les réponses spectrales de chaque filtre s’entrelacent de par leur large bande, une diaphonie
(crosstalk) est attendue. La Figure 90 présente la dépendance temporelle des intensités
enregistrées pour chaque sous pixel (moyenne de tous les sous pixels illuminés
correspondants a la méme couleur) pour une lumiére incidente bleue (filtre Corion centré
autour de 450 nm). Clairement, I'amplitude des intensités dépend du sous pixel considéré et
donc de la longueur d’onde incidente. De la diaphonie est quand méme remarquable : par
exemple l'intensité lumineuse observée sur le pixel vert n’est pas négligeable. Pour prendre
en compte cet effet, trois mesures ont été réalisées a Ag=450 nm, A¢=550 nm et Az=600 nm
(au plus proche des maximums des filtres de la caméra). Ces mesures permettent d’obtenir
une matrice X 3x3 qui contient les ratios des amplitudes caractérisant la diaphonie. Cette
matrice est présentée ci-dessous (équation (63)) avec les valeurs mesurées

expérimentalement. Le formalisme utilisé ici est I505c %% ixel-

— }\. A-
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Pour déterminer les trois matrices de Mueller associées a chaque couleur, il faut déterminer
une intensité idéale ligeale : I'€quation (64) présente cette intensité idéale (X correspond a la
lumiére blanche). L’équation (65), elle, montre la méthode de calcul pour la déterminer a
partir de I'intensité mesurée Imesur¢e dans chaque sous pixel et de la matrice de diaphonie X.
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Figure 90 : Intensité moyenne pour les sous-pixels associés a la configuration de Bayer pour
une lumiére incidente bleue (filtre Corion centré autour de 450 nm).

A partir de cette intensité idéale, Il est possible de déterminer trois matrices de Mueller pour
chaque couleur: Mg, Mg et Mg. Pour chacune de ces matrices, le calcul utilisé est celui
présenté précédemment avec bien sur une correction par la matrice du systeme d’imagerie
déterminée préalablement pour chaque couleur. Ces matrices sont observables sur la Figure
91 avec les images de transmisssion associées. On remarque qu’autour des patchs, la ou le
verre est présent, on retrouve la matrice identité a part pour les éléments MM12/MM;; et
MM 13/MMs; associés a la mesure dans le bleu pour laquelle ces éléments ne sont pas nuls.
Les symétries attendues pour la matice sont également présentes. Par exemple, pour la

matrice Mgr (Figure 91 (c)), les égalités MM1;=MM21 et MM3zs=-MMa3 sont directement
identifiables.
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(a) (b) (c)

mEN HED
 EEEE L

Figure 91 : Matrices de Mueller associées aux trois couleurs mesurées : (a) Mg (bleu), (b) Mg
(vert) et (c) Mg (rouge). Les images correspondant a la transmission sont présentées en lieu
et place de MMzi1 pour chaque couleur.

Pour reconstruire les couleurs associées a différentes polarisations, il convient alors de
multiplier chacune de ces matrices par un vecteur de Stokes choisi Sincident, qui reproduit la
polarisation incidente souhaitée, afin d’obtenir un vecteur de Stokes Ssortant €n utilisant
I’équation (66).

S.ifrtant = MRSincident
Sj(frtant = MGSincident (66)
Sslcfrtant = MBSincident
Enfin, en associant les intensités contenues dans Ssortant pUis en reproduisant la configuration
de Bayer, on peut reconstruire les couleurs pour l'intensité totale mais aussi pour tout

polarisation sortante en utilisant les propriétés du vecteur de Stokes.

Ce calcul a été appliqué a la métasurface en aluminium. En multipliant les matrices Mg, Mg et
Ms par Su=(1,-1,0,0) et Sv=(1,1,0,0) puis en recombinant les intensités totales des vecteurs de
Stokes obtenus Isortant, Une couleur est obtenue pour chaque pixel. Enfin, une normalisation
est appliquée (en considérant que le verre entourant les patchs est blanc) pour obtenir une
intensité finale It pour chaque pixel qui est fonction de I'intensité lo,verre (correspondant a lp de
I’équation (57)) moyennée sur une partie du verre :

Isortant (67)
< IO,verre >
Les couleurs obtenues sont présentées sur la Figure 88 ((c) et (d)) afin de comparer le résultat
avec la mesure résultat au microscope optique. Qualitativement, les couleurs sont en trés bon
accord ce qui valide la méthode utilisée pour extraire des couleurs polarimétriques a I’échelle
micrométrique.

If = 255

Quantitativement, il est possible de représenter les couleurs obtenues pour chaque
polarisation (horizontale ou verticale), patch (douze) et méthode (microscope optique ou p-
polarimétre) dans un gamut CIE comme sur la Figure 92 (a) : une moyenne des couleurs
obtenues pour chaque patch a été réalisée. La plupart des points semblent concorder a part
guelques patchs qui correspondent en fait a la ligne du bas de I’échantillon utilisée pour
laquelle, le lift-off n’a pas été idéal. Pour quantifier les écarts, une conversion des données
sRGB dans l'espace Lab CIE 1976 permet de déterminer une grandeur AE =

154



VALZ + Aa? + Ab? (ou L, a et b sont les coordonnées de I'espace Lab) [170]. Les valeurs
obtenues sont présentées sur le Tableau 18 pour la polarisation horizontale et sur le Tableau
19 pour la polarisation verticale. On observe directement que les patchs présents sur la ligne
du bas ont un AE tres important. Sinon, pour les deux lignes supérieures, les valeurs sont
toutes inférieures a 10. La valeur de 2.3 correspondant a une limite de différence perceptible
au premier coup d’ceil c’est-a-dire que si AE<2.3, il faut se concentrer pour différencier deux
couleurs alors que quand AE>2.3 la différenciation se fait au premier coup d’ceil.

Tableau 18 : AE entre les deux expériences pour la polarisation horizontale.

6.5 0.8 2.2 1.1
1.2 1.9 3.1 0.6
28.3 20.3 13.1 10.2

Tableau 19 : AE entre les deux expériences pour la polarisation verticale.

9.9 3.5 3.9 6.1
8.6 4.3 5.3 5.4
42.7 23.2 15.8 11.2

Ces valeurs de AE ainsi que la limite de 2.3 sont tracées sur la Figure 92 (b) afin d’observer la
dispersion des données. A part pour les patchs de la ligne inférieure, les valeurs obtenues sont
homogenes et le résultat semble meilleur pour la polarisation horizontale que pour la
verticale.

507

0.5 Polarisation Horizontale

0.45 (a) 40 | Polarisation Verticale * (b)

04 / /‘ 30 .

AE

0.35 o ) 20 o
- (’gdﬁi’//» 0 Microscope Limite de .
0.3 S optique * différencejuste
e 10} *  perceptible H
g . '
e PR L S SR
0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0 —
X Polarisation

Figure 92 : (a) Position des couleurs moyennes des douze patchs sur un Gamut CIE pour deux
polarisation incidentes (horizontale en bleu et verticale en rouge) et deux méthodes de
détection (microscope optique en losange et p-polarimetre en cercle), les point
correspondants aux mémes caractéristiques sont reliés. (b) Distance AE entre les deux
méthodes de détection pour chacun des patchs.

L'intérét de la procédure décrite ici est multiple. De nombreux patchs anti-contrefacons
utilisent des images entrelacées dans des états de polarisation orthogonaux [171]-[173] ou
bien cachées dans certains états de polarisation [100]. Le bon contraste entre les différentes
images repose sur un parfait alignement des axes de polarisation avec les axes des images. Le
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p-polarimétre complet présenté ici ainsi que le traitement rapide des données permettent de
trouver directement la polarisation optimale pour obtenir le meilleur contraste et donc de
révéler I'image sans un alignement fastidieux pour ['utilisateur final.

Pour les applications commerciales, il existe un besoin de mesures polarimétriques. Des
caméras de Stokes existent déja pour une mesure a une longueur d’onde. Nous montrons ici
que I'imagerie a plusieurs longueurs d'onde pour rendre compte de la couleur polarisée est
faisable. L'utilisation de I'appareil photo des smartphones pour la lutte contre la contrefagon
peut étre imaginé. Certaines publications récentes sur les métasurfaces permettent
d'envisager des adaptateurs externes qui pourraient étre montés sur |'appareil photo des
smartphones pour permettre une imagerie de Stokes [174]. La matrice de Mueller mesurée
pourrait étre enregistré dans une base de données sécurisée et utilisé pour valider les mesures
de Stokes.

2. Impossibilité d’observer le plan de Fourier en transmission

Afin d’observer les effets du greffage de biomolécules, une étude spectroscopique est
nécessaire afin d’observer des décalages induits par la présence de biomolécules. Une
alternative est d’observer la matrice de Mueller dans le plan de Fourier d’'un échantillon ce
qui permet d’observer I'échantillon dans I'espace angulaire et donc d’étudier dans I'espace
des k la matrice de Mueller plutdét que dans I'espace des longueurs d’ondes. Ceci permet
d’obtenir tous les angles d’incidence (avec la limite de I'ouverture numérique) en une seule
mesure. Ceci est possible en insérant une lentille dite de « Bertrand » qui permet de passer
du mode « imagerie réelle » a « imagerie de Fourier ». Le principe de base est montré sur la
Figure 93 (a) ou l'activation de la lentille de Bertrand conjuguée préalablement au plan de
Fourier de I'objectif permet de choisir entre les deux modes d’imagerie.

Pour réaliser ceci, il faut une ouverture numérique suffisamment grande pour observer
suffisamment d’angles.

(a) Transmission (b) Réflexion
. Lg Lame
Echantillon h séparatrice
! s
Source PSG PSA E Détecteur Source PSG > 4 <1 Obj
1
+ Echantillon
PSA
e
Détecteur

Figure 93 : Schémas de principe pour imager le plan réel ou le plan de Fourier de la matrice
de Mueller d'un échantillon (a) en transmission ou (b) en réflexion.

L’utilisation d’'un montage en transmission induit un probleme majeur :
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e |In’ya pasassez de place pour placer un porte échantillon permettant de faire un suivi
in situ : un probléme d’encombrement stérique est présent a cause des distances de
travail des objectifs de microscope qui ne permettent pas de combiner grande
ouverture numérique avec grande distance de travail pour un suivi en environnement
liquide.

Par contre, |'utilisation d’'un montage en réflexion permettrait d’étudier le plan de Fourier et
donc de réaliser des études de surfaces modifiées in situ. Le principe est le méme qu’en
transmission, le schéma de base est présenté sur la Figure 93 (b) ou I'ajout d’'une lame
séparatrice est la condition pour réaliser le montage en réflexion.

Partie 3. Construction d’un p-polariméetre de Mueller en

réflexion
Le p-polarimetre en réflexion a été construit et aligné. Cependant, aucun résultat présenté la
mesure de matrice de Mueller de métasurface n’a été réalisé pour I'instant. Par conséquent,
le montage sera présenté brievement avec quelques résultats intermédiaires. Enfin, les
perspectives et travaux a réaliser seront détaillés.

1. Principe général pour la détermination de la matrice de Mueller d’un

échantillon pour un p-polarimeétre en réflexion
Pour déterminer la matrice de Mueller dans ce type de montage, le choix s’est porté sur un
systéme similaire a celui présenté sur la Figure 82 pour I'ellipsometre en transmission. Le
schéma et la photographie du montage sont présentés sur la Figure 94 ((a) et (b)). Les
parametres qui changent par rapport au montage en transmission sont les suivants :

e Ajout d’'une lame séparatrice (Thorlabs BSW26)

e Lalentille présente avant I'échantillon en transmission disparait au profit d’'un double
passage a travers I'objectif de microscope

e Une lentille de Bertrand pour imager le plan de Fourier ainsi qu’un systeme afocal pour
filtrer spatialement le plan de Fourier et donc choisir des angles d’incidence
particuliers

Ces modifications font que I'équation (51) devient alors I'’équation (68). Les dépendances
temporelles ainsi que la dépendance aux caractéristiques des éléments polarisants ont été
supprimé pour plus de clarté. Il a fallu introduire les matrices de Mueller de la lame séparatrice
en transmission Mg, ¢ et en réflexion Mg, - ainsi que I'inverse de Mop,.

Scam = P1(:1Msep,rMob]’MMobj_1Msep,tC0POSinc (68)

Par conséquent, une mesure de calibration nécessite de déterminer la matrice de Mueller de
la lame séparatrice en transmission et en réflexion. Celle-ci a en fait été mesurée sur notre
ellipsometre de table V-VASE. Lors de la procédure pour croiser Pg et Py, il faut aligner les axes
des polariseurs de fagon a ce qu’ils soient soit suivant la polarisation p soit s de la lame
séparatrice. Il faut noter que la lame séparatrice n’est pas a faces paralleles pour éviter les
réflexions multiples. Jai choisi d’avoir le bras analyseur de polarisation a 90 ° du bras
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générateur de polarisation pour faciliter les étapes d’alighement des éléments optiques en
mettant un miroir a 45 ° au niveau de la lame séparatrice. Ce miroir est ensuite remplacé par
la lame séparatrice pour [l'alignement de [I'objectif. En conséquence, la partie
objectif/échantillon ne se trouve pas dans I'alignement de I'axe optique du bras générateur
de polarisation.

(a ) Polariseur PSG
Laser Miroir de Py Lame sép.are.ltrice Echantillon
d’alignement Bertrand |_| H ou m",o"
‘ s
T | - —
) Objectif de
Compensateur PSA microscope
tournant Compensateur
\ Co tournant
Systéme c
afocal Polariseur
Py

Fibre () Lentille de
B e s ]

———1 Filre > Bertrand
Source Objectif de
blanche caméra

Camera

Figure 94: (a) Schéma et (b) photographie du montage optique en réflexion.

2. Calibration du plan de Fourier
Le plan de Fourier associé a I’échantillon est situé au niveau de |'objectif de microscope donc
il faut que la lentille de Bertrand posséde une focale suffisante pour étre a I’extérieur du PSA
afin de ne pas influencer la mesure polarimétrique. La lentille de Bertrand choisie est une
lentille de focale 500mm (LA1908-AB-N-BK7, Thorlabs). Il faut calibrer le plan de Fourier :
I'utilisation d’un réseau de diffraction connu permet d’établir la correspondance entre
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position radiale dans I'image et position angulaire dans I'espace des k. Pour filtrer le plan de
Fourier et donc choisir les angles d’intérét, la mise en place d’un systéme afocal aprés la source
lumineuse a été faite. Le schéma de ce systeme est présenté sur la Figure 95. Le coeur de la
fibre associée a la source blanche est imagée a I'infini. Puis deux lentilles L1 et L, de focales
f1=75mm et f,=25mm forment un systeme afocal dans lequel est placé un pinhole. Le pinhole
est positionné dans un plan conjugué par la lentille L du plan de Fourier de I'objectif
d’imagerie.

Plan
L(f) L (f)  conjugué () I
t + du PF t
1
Source ~ l ~
lumineuse g T > I Objectif (NA)
fibrée '
| PinHole Echantillon
— < > — » I
f f, f, Distance quelconque BPF

Figure 95 : Schéma décrivant le systéme afocal utilisé afin de filtrer spatialement le plan de
Fourier.

Les images réalisées dans le plan réel et le plan de Fourier d’un réseau de diffraction (pas de 2
pum, réalisé dans du Si - INSP) sont présentées dans le Tableau 20. Un pinhole de diamétre 40
pum a été installé au sein du systeme afocal présenté sur la Figure 95. Ceci permet de réduire
les taches de diffraction et donc de pouvoir calibrer le systéme. L'objectif x20 a une ouverture
numeérique de 0.46 et |'objectif x100 une ouverture numérique de 0.95. Les images dans le
plan de Fourier sont délimitées par un disque qui correspond a I'image de la pupille d’entrée
de I'objectif de microscope. Les pupilles ont respectivement un diamétre de 9 mm et 4 mm
pour les objectifs x20 et x100. Ce rapport de diamétre se retrouve dans les tailles des images
du plan de Fourier dans le Tableau 20. L'illumination est réalisée avec une source blanche
filtrée autour de 500 nm.

Tableau 20 : Images associées au plan réel et au plan de Fourier d'un réseau de diffraction
pour deux grandissements (x20 et x100) et avec ou sans filtration spatiale par un pinhole de
diametre 40 pum.

x20 X100

Avec
pinhole

Sans
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La Figure 96 présente les images obtenues dans le plan réel et dans le plan de Fourier pour le
réseau de pas 2 um pour les objectifs d’ouverture numérique 0.46 et 0.95. Dans ces deux cas,
le pinhole était en place dans le systeme afocal en entrée. La calibration angulaire dans le plan
de Fourier a été obtenue en identifiant la pupille d’entrée dans I'image du plan de Fourier et
en y attribuant la bonne valeur angulaire Bna (équation (69)).

Ona = sin"1(NA) (69)
La position angulaire 6 (pour I'ordre m) de taches de diffraction associées au réseau est alors
trouvée vers 14.5 ° dans les deux cas, en trés bon accord avec la valeur donnée par la formule
des réseaux (équation(70)). Pour un pas du réseau a=2 um et cette longueur d’onde (A=500
nm), on trouve 8:=14.48 °.

mA
em = Sin_1 (?) (70)
. _,(1%500%107° .
0, = sin >+ 106 = 14.48

Le systeme en réflexion est a présent en place mais pour envisager des mesures sur des
métasurfaces, il reste a mettre en place la procédure d’acquisition permettant de conserver
les valeurs de @p et @1 déterminées sur une trace directe pour des mesures dans le plan de
Fourier. La procédure de mesure de trace directe doit aussi étre mise en place. En particulier,
la prise en compte de la séparatrice et de son activité en fonction de I'angle dans le plan de
Fourier doit étre faite.

Figure 96 : Images dans le plan réel (PR) et le plan de Fourier (PF) de I'objectif pour des
objectifs d’ouvertures numériques 0.46 (x20) et 0.95 (x100). Positions angulaires de la
pupille de I'objectif et des taches de diffraction.
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Partie 4. Conclusion et perspectives du Chapitre

La réalisation d’un p-polarimétre de Mueller en transmission a démontré la possibilité de
mesurer la matrice de Mueller compléte d’un échantillon dans un temps court (moins de deux
minutes). En utilisant les propriétés spectroscopiques de notre caméra, il est possible de faire
une analyse totale (spectroscopique et polarimétrique) de I’échantillon considéré. L'erreur
systématique de mesure pour notre montage est de +0.02 sauf pour MMa3; et MM3; qui sont
plus sensibles aux erreurs (+0.05). Ceci est trop important pour étre utilisé afin de détecter la
signature de la chiralité de biomolécules : les différences attendues dans la littérature sont de
I'ordre de 10°3. Cependant, I'utilisation de molécules qui modifieraient plus fortement la
réponse des résonateurs (par exemple avec un CD dans la partie Infrarouge du spectre)
permettrait d’utiliser ce montage a terme pour cette application. En outre, I'utilisation de
résonateurs qui engendreraient une densité locale de chiralité plus forte rendrait également
I"utilisation d’un tel montage intéressante. Pour ce faire, il convient de |'utiliser en réflexion
afin de pouvoir imager le plan de Fourier et donc d’obtenir une information spectroscopique
compléte a chaque mesure.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de ce travail de these était de détecter la signature de la chiralité de biomolécules
adsorbées chimiquement sur des surfaces. La détection de la structure secondaire de
biomolécules a ainsi été étudiée au voisinage de surfaces.

Les mesures réalisées en ellipsométrie généralisée in-situ ont montré que les différents modes
associés a une métasurface composée de résonateurs en U n’ont pas la méme sensibilité a la
présence des mémes espéces biologiques. En particulier, il est possible d’observer un mode
avec une forte contribution magnéto-électrique qui est particulierement sensible a la
structure secondaire d’une biomolécule. Sur des mesures en réflexion, la sensibilité semble
particulierement marquée pour I'élément de matrice MMz qui est I'élément conjugué de
MMaia. Différents objets biologiques ont été sondés (peptides, protéines et vésicules
extracellulaires) et pour chacun d’entre eux, une variation de signal semble étre observée
dans la gamme spectrale de ce mode. Cependant, les variations observées sont faibles (ce qui
est prévu dans la littérature) et I'on gagnerait a augmenter la force de I'interaction entre
surface et adsorbat ou bien a détenir une sensibilité de mesure plus importante.

Pour parvenir a cet objectif, trois grandes questions doivent étre étudiées :

1. Quelles surfaces ?
2. Quelles méthodes de détection ?
3. Quelles biomolécules ?

1. Afin de détecter la structure secondaire de biomolécules au voisinage de surfaces, le
choix s’est porté sur des métasurfaces contenant des résonateurs lithographiés en
forme de U. Ce choix est pertinent dans la mesure ol la pseudo-chiralité intrinséque
des U couplée a une fonctionnalisation in-situ permet de réaliser une mesure unique
pour détecter des différences de dichroisme circulaire. Ceci est un atout par rapport a
certains travaux de la littérature car les différents résultats obtenus montrent que les
incertitudes causées par la lithographie et I'alignement optique ne sont pas
négligeables par rapport a I'effet recherché. L'étude de nanomatériaux de formes
différentes pourrait permettre d’accroitre I'interaction avec les biomolécules, en tout
cas d’accroitre la différence d’interaction de la lumiére polarisée entre un matériau nu
et un fonctionnalisé. Par exemple, des nano-rods ou des nano-ouvertures achiraux
présentent une densité locale de chiralité non nulle en champ proche [175].

2. Pour mesurer I'influence de la chiralité extrinseque de biomolécules sur des surfaces,
plusieurs choix de détection existent. L'ellipsométrie généralisée utilisée ici durant
cette these est un outil de choix dans la mesure ou cet appareil permet de mesurer la
matrice de Mueller d'un échantillon permettant ['étude des différentes
caractéristiques modales des surfaces. L’acces a une cartographique polarimétrique et
spectroscopique est permis. Cependant, le couplage de cet appareil avec une cellule
liquide empéche la mesure d’un échantillon a plusieurs angles d’incidence. Pour
résoudre ce probleme, il faut obtenir toute la matrice et utiliser les propriétés de
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symétrie de celle-ci mais I'asymétrie des résonateurs reste un facteur influent. Par
conséquent, I'utilisation d’un p-polarimétre de Mueller permettant I'observation du
plan de Fourier d’une surface bénéficierait fortement a la détection de la structure
secondaire de biomolécules. En outre, une autre perspective serait de construire un
polarimétre plus simple qui permettrait la mesure de I'élément de matrice choisi
uniquement. La plus grande simplicité de ce montage permettrait sGrement d’éliminer
certaines incertitudes et de faire une mesure plus précise, modulée en polarisation,
comme le fait un polarimetre JASCO par exemple.

Enfin, durant cette these, plusieurs especes biologiques ont été testées. L'étude des
peptides et protéines pour lesquelles la signature de la chiralité en CD se trouve dans
I'ultraviolet est d’intérét car ce sont celles qui présentent le plus d’applications dans le
domaine du biomédical. Afin de confirmer les observations faites, on pourrait imaginer
de changer la conformation des molécules greffées par une action extérieure (solvant,
pH, température...). Ceci dit, les variations d’indice du milieu doivent alors étre prises
aussi en compte et I'analyse n’est pas nécessairement immédiate. Dans un contexte
de recherche, I'étude de molécules, bien que moins utiles industriellement, qui
présentent un CD important dans la partie infrarouge du spectre permettrait sGrement
d’exacerber la réponse de la surface étudiée : on pense par exemple aux complexes
photosynthétiques (LHC pour Light Harvesting Complexes) ou au CdSe fonctionnalisé
comme présenté dans le Chapitre 1. De plus, le travail présenté ici s’est concentré sur
des approches de fonctionnalisation pour lesquelles les molécules sont liées de
maniére covalente a la surface : c’est primordial dans un contexte d’applications. En
effet, la détection de la structure secondaire de molécules qui seraient physisorbées a
la surface n’aurait pas un grand intérét en tant gu’information biologique. En
revanche, dans un cadre de recherche, le dép6t de couches plus épaisses ou plus
concentrés pourrait permettre d’augmenter l'interaction surface-molécules et donc
validerait certaines conditions de détection.
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Annexe 1

Cette Annexe généralise les résultats présentés au Chapitre 2 pour I'élément MM, de la
matrice de Mueller a tous les éléments de cette matrice. A savoir la détermination a 'aide
d’Ansys-HFSS des décalages spectroscopiques lors d’un changement de solvant H,O/EtOH, la
sensibilité associée a un réseau de résonateurs en U et finalement le facteur de mérite
alternatif.
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Figure 97 : Décalage spectroscopique associé a deux matrices de Mueller dans I'eau (bleu) et
I'éthanol (rouge). Le décalage spectroscopique est déterminé via un fit.
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Annexe 2

L'alignement nécessite une procédure précise pour vérifier les caractéristiques souhaitées de
la matrice de Mueller. Tout d’abord, il faut calibrer le systeme afin de positionner les axes de
polarisation de la lumiére dans le plan d’incidence de la surface étudié. Pour ce faire, un
substrat de Silicium est aligné en autocollimation tout en maximisant le signal. Ensuite des
lentilles de focalisation sont positionnées ce qui permettra a terme de mesurer la zone
lithographiée contenant les U uniqguement et de réduire I'influence du substrat de verre dans
la mesure. Le porte échantillon utilisé pour la mesure des résonateurs en U n’est pas le méme
gue pour le substrat de silicium. Il est nécessaire de conserver le méme alignement et la mise
en place d’un laser d’alignement inamovible extérieur au systeme permet de faire cela en
modifiant les tilts du porte-échantillon. En outre il faut positionner le spot sur la métasurface
grace aux déplacements x/y présents sur le porte-échantillon et a une caméra de visualisation.
De plus, la focalisation du spot sur la surface d’intérét se fait grace a un déplacement en
profondeur z. Finalement, il faut aligner, I'angle azimutal grace a un dernier réglage ¢. Les
positions des réglages associés aux différents degrés de liberté sont montrés sur la Figure 100.

Figure 100 : (a) Photographie de I'ellipsométre utilisé, (b) positionnement des réglages de
tilt, y et z et (c) positionnement de la cellule liquide avec les arrivées de liquide ainsi que les
positions de réglages de |'azimut et du degré de liberté x.

Les mesures se faisant a travers le substrat il faut vérifier en permanence que I'on récupeéere
bien le signal de la métasurface et pas de la face arriere (la plus proche donc, pour le faisceau).
Et aussi que la mesure est réalisée au milieu de la métasurface : la photo montrée sur la Figure
101 illustre cela.

Figure 101 : Photo de la métasurface avec le spot centré (lumiére blanche).
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Tableau 21 : Procédure d'alignement pour la mesure de la matrice d Mueller d'une
métasurface en ellipsométrie généralisée.

La procédure d’alignement est résumée dans le Tableau 21 qui suit avec les criteres utilisés.

Etapes

Opérations effectuées

Critéres de satisfaction

Alignement substrat
de Silicium

Faisceau au milieu du
substrat
Autocollimation du substrat
avec les tilts
Maximisation du signal en z

Spot centré sur détecteur
Maximisation du signal

Alignement lentilles
de focalisation

Modification des tilts des
lentilles

Spot centré sur détecteur
Maximisation du signal

Positionnement du
laser d’alignement

Un point de sortie du laser
est choisi avec un passage
par un diaphragme

Positionnement des éléments

Alignement de Ia
métasurface en
incidence normale

Autocollimation et spot sur
métasurface

Modification des x/y et des tilts

Alignement de la
métasurface a 45 °

Alignement des tilts donc
du plan d’incidence

Tilts et positionnement du laser
d’alignement

Spot centré sur métasurface

Déplacements x/y avec caméra

Intensité du signal

Focalisation du spot sur la face
arriére de I’échantillon avec le
déplacement en z

Maximisation des
éléments

Optimisation de la
focalisation

Maximisation de la valeur de M4

Réglage de I'angle
azimutal

Modification progressive de
I'angle

Minimisation de :
|My,(A) — My, (A)]

A=2000nm +
[ ] M — M)
A=400nm +

|M23(4) = M3, (D]

dA
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Annexe 3

La Figure 102 présente A23=MM23-MM3; avant (bleu) et aprés (rouge) adsorption pour quatre
biomolécules : la temporine (D-Sha-Cter), la B-lactoglobuline, la protéine A et une vésicule
extracellulaire. Ces données permettent de calculer les différences en A3 présentées dans le
Chapitre 5 sur la Figure 77, la Figure 79 (c) et la Figure 80 On observe sur ces courbes que le
décalage observé avant et apres adsorption se déroule dans une zone spectroscopique précise

entre 1000 nm et 1500 nm.

A, =MM,.-MM_, (Temporine D-SHa-Cter)

Avant adsorption
Aprés adsorption

0.05¢

0.05 | (a)
500 1000 1500 2000
A (nm)
A, =MM,.-MM_, (Protéine A)
0.05¢}
0
-0.05+¢
(c)
500 1000 1500 2000
A (nm)

0.05¢

A, = MM, -MM_, (B-lactoglobuline)

005} (b)
500 1000 1500 2000
A (nm)
Azs = MMzs'MM32 (Vésicule extracellulaire)
0.05¢

-0.05

(d)

2000

1000 1500

A (nm)

500

Figure 102 : A3 avant (bleu) et aprés (rouge) adsorption dans PBS pour (a) la temporine (D-
Sha-Cter), (b) la B-lactoglobuline, (c) la protéine A et (d) une vésicule extracellulaire.
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Annexe 4

On présente ici 'interface Labview réalisée (Figure 103) qui permet de faire les mesures
associées au p-polarimétre ainsi que la procédure d’alignement (Figure 104) permettant
I'utilisation de compensateurs tournants continuellement. A la fin de la mesure, I'interface
génere une série d’'images au format .AVI et un fichier texte contenant en colonnes au temps
de chaque image : le temps de la mesure, la position du compensateur 1 et la position du
compensateur 2.
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Figure 103 : Interface Labview permettant de faire les mesures associées au p-polarimetre.
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Alignement des compensateurs tournants

L’alignement se fait en auto-collimation avec le laser d’alignement du p-polarimeétre. Pour ceci
il faut un trait-point-plan sur le porte compensateur, une rotation verticale et un tilt (avant-
arriere) sur le support du moteur. L'objectif est de faire se confondre les trois axes suivants :
la normale a la surface du compensateur, I'axe de rotation du moteur et I'axe optique du p-
polarimeétre. La procédure est décrite dans la Figure 104. Tout d’abord on joue sur les tilts du
compensateur pour ramener le spot réfléchi par le compensateur sur la source. Ensuite on
répete les étapes suivantes jusqu’a confondre le spot réfléchi avec la source :

1/ on fait tourner le compensateur de 180 °. Le faisceau réfléchi se décale et on le recentre
jusgu’a mi-chemin du centre en jouant sur la rotation et le tilt du support du moteur.

2/ on fait tourner le compensateur de 180 °. Le faisceau réfléchi se décale et on recentre
jusgu’a mi-chemin du centre en jouant sur les tilts du porte-compensateur.

Cette procédure converge en quelques itérations. On peut estimer I’erreur sur la position du
spot réfléchi sur la source a moins d’un millimetre. La distance du premier compensateur a la
source est d’environ 50 cm, ce qui fait une erreur d’alignement de moins de 0.1 °. Le deuxieme
compensateur se trouve a environ 90 cm de la source, I'erreur d’alignement est inférieur a
0.06 °.

X Tache de reflexion de I'autocollimation

. Laser

A <+180“) ‘+180“) <+180“)

B
Compensateurtournant

A
Compensateurtournant

B
Compensateur tournant

A
Compensateur tournant

‘,x On_ra_r’nene latache de On ramene latache de
o Ot EAUEENUE X moitié au centre
o O o L
X -
>& On rameéne la tache de
On raméne la tache au centre moitié au centre

Figure 104 : Procédure dichotomique d'alignement pour les compensateurs tournants.

En paralléle, il faut aussi que le faisceau soit centré sur le compensateur. Ceci se fait en lumiere
blanche et en vérifiant que le faisceau reste diaphragmé de la méme fagon au cours de la
rotation du compensateur. La procédure d’alignement est similaire a celle de la rotation sauf
gu’on utilise des déplacements en x et y : un sur le porte-compensateur, un sur le support du
moteur (Figure 105). L’alignhement est plus qualitatif dans ce cas, |'objectif est que les bords
de l'image sur la caméra gardent un contraste constant au cours de la rotation des
compensateurs.
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Figure 105 : Alignements présents sur chaque lame quart d’onde : en bleu les mouvements
sur le support du moteur, en vert les mouvements sur le porte quart-d’onde.
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Annexe 5
Cette Annexe correspond a une revue publiée en 2022 dans le journal Antibiotics, MDPI :

"Strategies for Antimicrobial Peptides Immobilization on Surfaces to Prevent Biofilm Growth
on Biomedical Devices”

190



LA antibiotics

Review

Strategies for Antimicrobial Peptides Immobilization on
Surfaces to Prevent Biofilm Growth on Biomedical Devices

Mathieu Nicolas 12, Bruno Beito 3, Marta Oliveira 3, Maria Tudela Martins 3, Bruno Gallas 2, Michéle Salmain 40,

Souhir Boujday *

check for
updates

Citation: Nicolas, M.; Beito, B.;
Oliveira, M.; Tudela Martins, M.;
Gallas, B.; Salmain, M.; Boujday, S.;

Humblot, V. Strategies for
Antimicrobial Peptides
Immobilization on Surfaces to
Prevent Biofilm Growth on
Biomedical Devices. Antibiotics 2022,
11,13. https://doi.org/10.3390/
antibiotics11010013

Academic Editor: Barbara Skerlavaj

Received: 15 November 2021
Accepted: 22 December 2021
Published: 23 December 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in

published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

and Vincent Humblot 1-5*

1 Sorbonne Université, UMR 7197, Laboratoire de Réactivité de Surface, Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS), 4 Place Jussieu, F-75005 Paris, France; mathieu.nicolas@insp jussieu.fr

Sorbonne Université, Institute of Nanosciences Paris (INSP), Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS), 4 Place Jussieu, F-75005 Paris, France; gallas@insp jussieu.fr

Sorbonne Université, Master de Chimie, Profil MatNanoBio, Faculté des Sciences et Ingénierie of Sorbonne
Université, 4 Place Jussieu, F-75005 Paris, France; beitobruno_17@hotmail.com (B.B.);
Marta.rdo.97@gmail.com (M.O.); maria.tudela.martins@gmail.com (M.T.M.)

Sorbonne Université, Institut Parisien de Chimie Moléculaire (IPCM), Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS), 4 Place Jussieu, F-75005 Paris, France; michele.salmain@sorbonne-universite.fr
Franche-Comté Flectronique Mécanique Thermique et Optique-Sciences et Technologies (FEMTO-ST)
Institute, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), UMR 6174, Université Bourgogne
Franche-Comté, 15B Avenue des Montboucons, F-25030 Besangon, France

*  Correspondence: souhir.boujday@sorbonne-universite.fr (S.B.); vincent humblot@femto-st.fr (V.H.)

Abstract: Nosocomial and medical device-induced biofilm infections affect millions of lives and
urgently require innovative preventive approaches. These pathologies have led to the development
of numerous antimicrobial strategies, an emergent topic involving both natural and synthetic routes,
among which some are currently under testing for clinical approval and use. Antimicrobial peptides
(AMPs) are ideal candidates for this fight. Therefore, the strategies involving surface functionalization
with AMPs to prevent bacterial attachment/biofilms formation have experienced a tremendous
development over the last decade. In this review, we describe the different mechanisms of action by
which AMPs prevent bacterial adhesion and/or biofilm formation to better address their potential
as anti-infective agents. We additionally analyze AMP immobilization techniques on a variety of
materials, with a focus on biomedical applications. Furthermore, we summarize the advances made
to date regarding the immobilization strategies of AMPs on various surfaces and their ability to
prevent the adhesion of various microorganisms. Progress toward the clinical approval of AMPs in
antibiotherapy is also reviewed.

Keywords: biofilms; AMP; antimicrobial; peptide; immobilization; biofunctionalization

1. Introduction

Biofilms infections caused by implants and medical devices through nosocomial
diseases are increasingly present in hospitals, and in order to avoid patient’s lives being
impacted, novel approaches are needed to prevent these infections. These pathologies have
led to the development of numerous antifouling strategies, an emergent topic involving
both natural and synthetic routes, among which some are currently under testing for
clinical approval and use. By definition, antifouling is the property by which specially
designed coatings prevent biofouling. Antifouling can be achieved by preventing bacterial
adhesion to surfaces (anti-adhesive strategy) or by exerting a biocidal action (bactericidal or

bacteriostatic strategies). Antimicrobial peptides (AMPs) are ideal candidates for the latter.

Therefore, the strategies involving surface functionalization with AMPs have experienced a
tremendous development over the last decade to prevent bacterial attachment by exerting
a biocidal action. In this review, we provide an overview of the methods of immobilization
of AMPs on a variety of materials, with a focus on biomedical applications. We additionally
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analyze the different mechanisms of action by which AMPs prevent biofilm formation to
better understand their potential as anti-infective agents.

It becomes clear that, with their reliable mechanisms of protection and communication,
biofilms are not only extremely hard and costly to remove, but also very resistant to current
antibiotic treatments [1]. Thus, a new preventive approach has been taken to address
this issue, involving antimicrobial peptides as a viable solution. These peptides, which
are part of the immune response of several organisms against microbial invasion, can be
immobilized onto surfaces to prevent the formation of biofilms at their early stages so
that removal of the unwanted microorganisms in a later stage becomes unnecessary [2].
Currently, more research is being put into this subject and, along with AMP coatings,
numerous techniques for preventing biofilms formation are being investigated [3-5] such
as interception of the quorum sensing (QS) system [6], microstructure topographic exploita-
tion [7], use of alternative antibacterial compounds like quaternary ammonium salts [8],
among others.

Conceptually, AMPs represent a promising alternative to antibiotics when it comes
to overcoming bacterial resistance to treatment. However, their clinical approval is still
pending due to insufficient efficiency and possible toxicity to the surrounding tissues. In
what follows, we will focus on the biomedical applications of AMPs and discuss their
potential as therapeutic agents to fight biofilm infections. We will describe different AMPs
and their utility, along with the diversity of surfaces where they can be immobilized.

2. Biofilms Formation and Resistance

Biofilms, although yet to be named at that time, were first scientifically referenced by
Anton van Leeuwenhoek in the 17th century by his description of “animaculi” in his own
dental plaque. Although it took a long time for this observation to be recognized by his
pairs, he is now considered as a pioneer in the field of microbiology [9,10].

Currently, biofilms are defined as an irreversibly attached microbial aggregates incor-
porated in a matrix of self-produced extracellular polymeric substances (EPSs), Figure 1.
This matrix is composed of polysaccharides, extracellular DNA and various proteins, gly-
coproteins and glycolipids [11-13]. In advantage to planktonic bacterial cells, these sessile
communities thrive in a range of different environments and hosts due to their phenotypi-
cally distinctive mode of growth [14,15]. Along with this protective mechanism, biofilms
comprise a circulatory system by which the colonies can receive nutrients. In addition,
biofilms also hold the ahility to coordinate gene expression conforming to cell density,
phenomenon known as quorum sensing [16,17].

These features make biofilms highly infectious and enhance their resistance to treat-
ment. In fact, these microorganisms are responsible for past and present large epidemic
infections. They still affect millions of individuals by causing microbial infections [18],
especially through implanted medical devices [19,20]. Furthermore, biofilms are also a
cause for concern in a very significant number of industrial fields, such as food, paper, air
conditioning, and water processing, to name a few [21-23]. For all of these reasons, the
hazards of biofilm formation and the urgency to find more efficient and effective ways
to eliminate them are topics of ongoing investigations, due in part to the great source of
expenditure in money and resources that it represents in the present day.
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Figure 1. Scanning electron microscopy image of P. aeruginosa PA14, cultured as a pellicle. Reproduced
from [24]. Copyright © 2011 Franklin et al.

One major issue when dealing with biofilms, from a biomedical point of view, is
their intrinsic resistance to antimicrobial agents. While planktonic bacterial cells can be
eliminated most of the time with proper antibiotics, bacteria in their sessile state (i.e., mature
irreversible biofilms) show, in most cases, a much lower vulnerability to antimicrobial
treatment [15,25]. 'This phenomenon can be explained by multiple factors among which
the fact that the EPSs matrix prevents the antimicrobial agents from reaching deep into
the biofilm and therefore defies the diffusion of antibiotics. Another reason for biofilms
resistance is the fact that when there is a nutrient limitation (as it could be the case for
a mature biofilm), bacteria slow their growth rate and behave as if in a stationary phase.
Therefore, it is believed that stationary phase can be responsible for the insusceptibility of
biofilms to antibiotics. Amongst several others, these defense strategies provide biofilms
with a powerful protective response to antibacterial treatment [2].

The high resistance of biofilms to antimicrobial agents is partly understandable when
investigating the mechanism of their formation. The complex process of biofilm formation
starts with an initial attachment of planktonic cells onto the surface, Figure 2. In the
particular case of the surface of biomedical devices, this adhesion process can sometimes
be facilitated by proteins and glycoproteins that coat the surface as a natural reaction of
the host to the device [26]. The rate of attachment is also dependent on the characteristics
of the microbial cells, such as the presence of appendages [27]. The reversible attachment
phase is followed by progression to a sessile state, where the quorum sensing system is
initiated within the microcolonies and when the building process of the biofilm becomes
irreversible, Figure 2. The cells secrete the polysaccharides that make up the matrix of EPSs,
which gives structure to the now maturated biofilm. After maturation, cells begin to detach
from the biofilm, initiating the dispersion phase by induction of disassembly factors [28].
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Biofilm formation

Figure 2, Five stages of biofilm development. Reproduced from [29]. Copyright © 2018
Abu BaKar et al. Reproduced by permission from Perfectus Biomed Limited. http:// perfectusbiomed.
com/ che-meeting-anti-biofilm-technologies /.

To conclude, owing to their reliable mechanisms of protection and communication,
biofilms are therefore extremely hard and costly to remove, but also very resistant ko current
antibiotic treatments. In what follows we will focus on the biomimetic approach relying on
the use antimicrobial peptides (AMDPs).

3. Antimicrobial Peptides (AMPs) Structure and Mechanism of Action

AMPs are shortamphiphilic peptides composed of 12 to 100 amino acids, present in
the first line of defense of multiple organisms [30-32]. They ware first isolated in the 1980s
from the frog species Xenopus laevis, whose skin provides a defense mechanism against
microbes through the presence of one particular cationic AMP: magainin, an amphipathic
oi-helix 23 AA-residues peptide [33]. This AMP prevents formation of biofilm by disrupting
the bacterial cell membrane [34], without interfering with the host cells.

To date, the antibacterial polymer database (APD, hitp:/ /aps.unmc.edu /AP /) lists
3273 AMPs among which 369 bacteriocins (from bacteria), 5 AMPs from archaea, 8 from
protists, 22 from fungi, 361 from plants, and 2424 from animals, the main source of AMPs.
These peptides have among others antibiofilm, antiprotozoal action [2,35], antibacterial [36],
antiviral [37], antifungal [38], antiparasitic [39], anticancer [40], antioxidant [41], chemotac-
tic [42], insecticidal [36], or even wound healing [43] properties.

The mechanism of action of AMPs responsible for their antibacterial activity is based
on the integration and consecutive disruption of the phospholipid bilayer of microbial
cells, which can be achieved by different pathways. The main models are the barrel-stave,
the toroidal (or wormhole) pore and the carpet models, as shown in Figure 3. In the
barrel-stave mechanism, the peptides penetrate the membrane and form a pore so that
the hydrophobic regions of the peptides face the lipid core, and the hydrophilic regions
outline the inside of the pore, as shown in Figure 3A. The carpet model is a result of the
parallel orientation of the peptides with respect to the lipid bilayer surface and formation of
a peptide carpet, disrupting the membrane, as shown in Figure 3B. Finally, in the toroidal
pore model (Figure 3C), the peptides induce the phospholipid layer molecules to curve
inwards, creating a pore where the hyd rophilic regions of the peptides and the lipid groups
of the layer molecules face the interior of the pore [44-47]. In addition to these three main
models, several other mechanisms also characterize the mode of action of certain AMPs,
including strategies that diverge from a membrane-disruption approach [46].
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Figure 3. Antdimicrobial peptide mechanisms of acion. (A). The barrel-stave model. (B} The carpet
model. (C) The toroidal or wormhole pore model. Adapted from [48]. Copyright © 2012 Elsevier Ltd.
All rights reserved.

Therefore, antimicrobial peptides can be categorized according to different features.
One major feature is their secondary and tertiary structures that differ from aqueous
solvents to a membranomimetic medium, as well as their interactions with membrahe
vesicles. Based on these three-dimensional secondary and tertiary structures, which can be
determined by NMR spectroscopy [49], AMPs are divided into four categories as depicted
in Figure 4: (i) o when the major secondary structure of the peptide is a-helical, (ii) B if
the structure contains at least a pair of two-strands, (iii) «p for peptides with both types
of structure, (iv) non-af if none of the structures are present. The secondary and tertiary
structures of AMPs are believed to play an important role in the mechanism of action
against microbial cells, particularly in the process of integration in the cell membrane [47],
albeit in 2021 only about 40% of AMPs have in fact a known 3D structure [50].

Another classification of AMPs divides them into four different families, which addi-
tionally includes the amine acid compesition. This categorization includes cationic AMPs,
which can be (i) linear helical peptides (that is to say non-cyclic peptides with a helical
secondary structure), (i) peptides enriched with one amino acid, (iii) peptides with one
disulfide bridge and (iv) peptides with more than one disulfide bridge [44].

One major advantage of antimicrobial peptides that focused attention as a possible al-
ternative to conventional antibiotic treatments is the low development of resistance by these
antimicrobial agents, which overcomes the crucial problem of dangerously rapid ineffective-
ness of regular therapies when combating sensitive bacterial strains [51,52]. Furthermore,
AMPs also show activity against a broad range of microorganisms. The natural defense
system via antimicrobial peptides present in a wide variety of animal, insect and plant
species suggested the use of AMPs as therapeutic agents against biofilm infections, either
on their own or incorporated in a classic antibiotic treatment for a synergistic enhancement
of effectiveness [53,54].
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Figure 4, Three-dimensional (3D) structures of representalive antimicrobial peptices. (A} x-helical
Scheme 37. (PDB code: 2K60); (B) f-sheet structure of plant kalata B1 (PDB code: 1INB1); (C) «f5
structure of human f-defensin-1 HBD-1 (PDB code: 1IJV); (D) non-af structure of cattle indolicidin
(PDB code: 1G89).

Despite their great potential as anti-infective agents, clinical approval of AMPs has
been setback for various reasons. In 2019, Koo and coworkers [55] reported that 70 natural
and synthetic AMP were in preclinical and clinical trials at different stages with only 2%
being FDA approved to date. Systemic and local toxicity, questionable proteolytic stability,
pH sensitivity and production cost are among the critical drawbacks that have prevented
FDA approval of AMPs as therapeutic agents. In other cases, treatment with antimicrobial
peptides has shown no obvious advantages over conventional antibiotics [53,56-58]. A
more detailed list of the antimicrobial peptides that have undergone clinical and preclinical
trials is documented in Table 1.

It has become clear over the last 2 decades, that the immobilization techniques for
surfaces coating represent a crucial factor in the success of AMPs for preventing biofilm
formation or bacterial contamination. In the next section, we intent to summarize the work
developed to date with an in-depth description of immobilization strategies for a wide
range of surfaces.
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Table 1. AMPs in clinical trials (phase I-Ill) and preclinical trials (2019). Data collected from ref.

[53,55,59-62].

AMP AMP Source Target ? Phase Company
EA-230 hCG derivative Sepsis and renal failure II g pronential
iotherapies
protection
CZEN-002 «-MSH derivative Anti-fungal II Zengen
XMP-629 BPI derivative Impetigo and acne rosacea 111 Xoma Ltd.
Neuprex(rBP121) BPR derivative Pediatric meningococcemia 11 Xoma Ltd.
Delmitide(RDP58) HLA class I derivative Inflammatory bowel disease I Genzyme
. . . . University of Miyazaki;
Ghrelin Endogenous HDP Chronic respiratory failure I Papworth Hospital
NVB-302 Lantibiotic C. difficile I Novacta
hLF1-11 Lactoferricin derivative MIESA’ K. pueumonize, 1711 AM-Pharma
. monocytogenes
Wap-8294A2 : :
(Lotilibein) Lysebactor spp. G(+) bacteria(VRE, MRSA) /1 aRigen
DPK-060 Kininogen derivative Acute external otitis I ProMore Pharma
PXL01 Lactoferrin analog Postsurgical adhesions 111 ProMore Pharma
PACI13 Histatin 5 analog Oral candidiasis I Bi Pacgen .
iopharmaceuticals
. P. aeruginosa
POL7080 Protegrin analog K. pie u§1 oniae I Polyphor Ltd.
OP-145 LL-37 derivative Chronic middle ear infection I Dr. Reddy’s Research
LL-37 Human cathelicidin Leg ulcer I ProMore Pharma
Novexatin (NP213) Cyclic cationic peptide Fungal nail infection I Novabiotics
Iseganan (IB-367) Protegrin analog Pneumonia, stomatitis 1T Ph{ar;iaafiieoﬂic(?al s
Pexiganan (MS1-78) Magainin analog Diabetic foot ulcers 111 Ph;:r)rirﬁ)z::eiifilcals
Omiganan (CLS001) Indolicidin derivative Rosacea 11T Cutanea Life Sciences
Surotomycin Cyclic lipopeptide C. difficile (diarrhea) 111 Cum;:]g}l&rg&geuﬁ_
Ramoplanin (NTI-851) Actinoplanes spp. G(+) (VRE, C. difficile) 11 Nano-therapeutics
PR T : : MerLion
Friulimicin B Cyclic lipopeptide Pneumonia, MRSA I Pharmaceuticals
MU1140 Lantibiotic &) %C;Z%ZE(EIEARSA’ P QOragenics
HB1275 Lipopeptide Fungal skin infections P Helix Biomedix
HB1345 Lipopeptide Skin infections, acne P Helix Biomedix
Arenicin (AP139) Arenicola marina G(—) bacteria, UTI P Adenium Biotech
AP114 Arenicin analog C. difficile P Adenium Biotech
AP138 Arenicin analog MRSA P Adenium Biotech
Novamycin (NP339) P(.)ly-larginir}e Fungal infections P Novabiotics
cationic peptide
Avidocin and Purocin Modified bacteriocin G(—) bacteria P Pylum Biosciences

# G(+), Gram positive; G(—), Gram negative; MRSA, methicillin-resistant S. aureus; VRE, vancomycin-resistant

Enterococci; UTL urinary tract infection; P, preclinical.

4. Strategies for AMP Immobilization on Surfaces

It is widely accepted that the ideal strategy for successful anti-fouling activity can be
achieved by preventing initial attachment of microbial agents, either by anti-adhesive or bac-
tericidal /bacteriostatic approaches. The immobilization techniques for binding AMPs onto
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surfaces have proven to be extremely relevant to determine levels of performance [51,63].
Furthermore, a successful immobilization is crucial to avoid or control AMP diffusion and
limit toxicity of the antimicrobial coating.

Immobilization can be achieved by a number of different strategies, either by physi-
cal methods (adsorption, Layer-by-Layer (LbL)) or chemical methods (covalent bonding,
Self-Assembled Monolayers (SAMs)). Recent developments tend to focus on covalent
immobilization approaches for the coating of surfaces due to increased stability and ef-
ficacy of antimicrobial activity, partnered with decrease in both toxicity levels and AMP
diffusion [64-66]. Another important factor to consider when performing the immobiliza-
tion of AMPs on surfaces lies in the low surface concentrations needed for high antimicro-
bial efficacy.

A broad range of solid surfaces has been modified by numerous antimicrobial peptides,
including polymers, titanium, gold, stainless steel and glass, some of which are addressed
in more detail in the following review [65]. Regardless of surface type, several key factors
strongly influence antimicrobial performance of AMPs and should be considered for suc-
cessful immobilization and peptide activity. These factors range from coverage or surface
density as mentioned previously [67], but also orientation, distance to the surface [68]
or even lateral mobility [69]. An overview on AMP immobilization methods is given in
Table 2, detailing the strategies utilized, along with the type of bound AMF, solid support,
and invading microorganism.

We mainly focus herein on nosocomial diseases and medical device-related biofilm
infections. Functionalized AMPs for a direct treatment of an infection are off topic, even
if interesting studies have been carried out—for instance a very recent study published
in 2021 [70] about hydrogels functionalized with peptide RRPSW4N thanks to EDC-NHS
chemistry that exhibit strong antibacterial activity. Research on resins, not related to the
biomedical field, are not reviewed here but also deserve to be mentioned such as the works
of Bagheri et al. [68], about peptides linked to resins thanks to PEG spacers where the
influence of the spacer’s length on the antibacterial activity was studied; in that particular
case, the decrease of activity due to spacer length variation cannot be compensated by an
increase in surface density of the peptide.

Table 2. Overview of AMP immobilization on solid surfaces and their antimicrobial activity.

Studied

AMP Substratum Immobilization Strategy Microorganisms Reference
Magainin I Gold stirface Self-assembled monolayer L ivansov;z;; 712}?%11!1’5, H?nggé?t[ 7et1]al"
Site-specific conjugation via .
LL37 Titanium surface amine-reactive NHS and thiol-reactive E. coli G&%gg)l F;Zall"
maleimide moieties
CuAAC click chemistry: Titanium
HHC36 Titanium surface silanized with APTS and peptide S. aureus, E. coli Chen ef;f}j’ (2019)
modified with PEG

Tethering on copolymer brushes of

Tet-213 Titanium slide NN-dimethylacrylamide/N-(3- P aeruginosa Gao et al, (2011)
aminopropyl)-methacrylamide [74]
hydrochloride
Tet-213, 1010cys, Tet-20, Covalently grafted hydrophilic
Tet-21, Tet-26, HH2, Titanium slide polymer brushes conjugated P?zl ;er'ﬁ,sa Gao Et[%j (2011)
MXX226 with peptides - aerug
Tethering on copolymer brushes of 2-2
methoxyethoxy) . " .
Magainin I Silicon wafer ethylmethacrylate /hydroxyl- LB ﬂéifng S”’ Glinel ?72%" (2009)
terminated oligo (ethylene glycol) '
Poly(MOE2MA-co-HOEGMA)
Cross-linking of peptides to
CWIL Polydimethylsiloxane allylglycidyl ether modified PDMS E. Coli, S. Aaureis, Lim et al., (2013)
(PDMS) surface (PPMS-AGE-PEG) via P aeruginosa [77]
Sulfhydryl Chemistry
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Table 2. Cont.

AMP Substratum Immobilization Strategy Micrsot::};:r?isms Reference
Silicone urinary catheter Cross-linking of peptides to : .
RK1 and RK2 and Polydimethylsiloxane  allylglycidyl ether modified PDMS E Coli 8. aureus, Liet %é](zo 14)
(PDMS) sttface (PDMS-AGE) :
. o Covalent immobilization on . s . Masurier et al.,
Temporin-SHa Titanium surface Si-O-Ti groups S. epidermidis, E. coli (2018) [79]
Cellulose-amino-hydroxypropyl ether
122 variant peptides of 2 (CAPE) linker chemistry; or directly S. aureus, Hilpert et al.
starting sequences: Cellulose support synthetized onto a bifunctional resin; P. eruginosa, { ZOPOQ) [80] "
Bac2A and Indolicidin or directly bound to the microtiter C. albicans
plate via biotin-streptavidin interaction
cysteine-cellulose conjugate coupled to
TBKKG6A and obtaining thicester peptides either on . Sperandeo et al.,
lasioglossin-TIT Cellulose support the C-terminal or the N-terminal part E. coli (2020) [81]
of the molecules
- . . . P E. Coli :
Antibacterial hybrid . Covalent immobilization on g Pinese et al.,
peptide Silicone catheter silanol groups E ge ZZ%Z’SSQ’ (2016) [82]
. . . s . Covalent immeobilization on Studies of peptides Pinese et al.,
Bioactive peptides Silicone dressing silanol grotps bioactivity (2017) [83]
Protamine, a mixtiire of . : . . :
i AN Commercial contact lens Physical adsorption and covalent P. aeruginosa, Willcox et al.,
Protamine and Melittin (Etafilcon-A) attachment via EDC 5. aureus {2008) [84]

and Melimine

hLF1-11

Titanium surface silanized

Peptide physical adsorption and
covalent binding with CPTES or

S. sanguinis,

Godoy-Gallardo

with CPTES or APTES APTES L. salivarius et al., (2014) [85]
Physical adsorption and covalent
Titanium and gold binding with chitosan films, EDC-NHS Costa et al., (2015)
Dhvars substrates chemistry and introduction of amino 8. aureus [66]
acids spacers
. Multilayer polyelectrolyte :
Defensin from Anopheles " Y poy: ; Etienne etal.
: ‘ films of PEI-(PSS-PAH),- Layer-by-layer M. luteus, E. coli 4
gambise mosquitoes (PGA-PTL), (2004) [86]
Gramicidin A
complexed with a .
- - - Multilayer polyelectrolyte o] . Guyomard et al.,
o df?&“ﬁf}f‘h%fi“ M€ films of PEl and PLL Layerby-layer E. faccalis (2008) [57]
polysaccharide
Ponericin G1 Silicone substrate Layer-by-layer S. aureus S(hz%lﬂ]a) ?Et;g]l"
Modification of peptide with
Magainin II Stainless Steel dopamine, direct grafting via Vcﬁ;tﬂrrzm Cao et[glgj (2020)
catechol groups ’ 8
HHC-36 PU substrates Via APTES-Br SAM E. coli, . aureus Zha“g[‘;‘;]‘l‘ 2019
SAMS EG4 g Parreira et al.
MsE78A Au thiols-biotin-neutravidin-maleimide H. pilori 2019 [91]
MSL-78 CaF, Silica layer + maleimide E. coli Xiao etal. 2018

4.1. Cross-Linking of Peptides to Surfaces

Surface functionalization is a convenient method for covalent attachment of AMPs:

a terminal function, often amine or acid, is assembled on the material surface and AMPs
are attached via a cross linking agent. The case of Magainin I (MAG) immobilized on
gold surfaces through Self-Assembled Monolayers (SAMs) has been studied by Humblot
etal. [71] in 2009. The mechanism of action of these AMPs focuses on targeting the lipid
matrix rather than the proteins present in bacteria. As shown in Figure 5, three main steps
are necessary to immobilize MAG, thus a mixed SAM with 11-mercaptoundecanoic acid
(MUA) was firstly elaborated. Then, through the reaction with NHS in the presence of
EDC, the carboxylic acid tail groups of MUA were converted into esters. Lastly one amino
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moiety of MAG reacted with the ester groups via an amidation reaction to create a covalent
bond between MAG and the SAM.

EDC/NHS MAGAININ

Au-MUA m‘ Au-MUA m—’ Au-MUA-MAG
=
( MAG >
~=0 — =
¢ N
)N )
o HN A
HO. ?,,_-.,o O\Cﬁo =0 (a)
|

e

SHO HO SHOH
O 3

\

ks

10 um

(B)

Figure 5. (A) Scheme of magainin [ immobilization. Step 1: formation of SAM of MUA on gold,
Au-MUA; step 2: esterification of the COOH function of MUA by NHS/EDC, Au-MUA,; step 3:
covalent binding of magainin [, Au-MUA-MAG (B) AFM images of gold samples Au-MUA (a,c) and
Au-MUA-MAG (b,d) obtained after 30 min and 3 h, respectively, of contact with a Listeria fvanovii
bacterial suspension at 1.5 x 10® cfu/mL at 37 °C; imaging conditions: 50 um X 50 pm, 512 lines,
2 Hz, tapping mode. Reproduced from [71]. Copyright © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Adhesion tests were performed with Listeria ivanovii cells suspension on the resulting
magainin modified surfaces. After the first 30 min of contact, it was assumed that cells
could adhere but not grow within the experimental conditions used; however, IR analysis
after three hours of contact showed an increase in amide bands intensity with respect to
those measured after 30 min. Time-dependent adhesion was also visualized by AFM as
shown in Figure 5. Additional antibacterial tests showed that more than 50% of adhered
bacteria were killed, for all three types of Gram-positive bacteria tested (L. ivanovii, S. aureus
and E. faecalis), with more than 80% in the case of L. fvanovii. Long-term antibacterial
activity was also tested, revealing that activity persisted over six months after the first
coating. With the presented results, and the fact that the concentration of MAG on the
surface was low (around 1 peptide/nm?), this AMP makes for a possible candidate for
applications in various fields.
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Poly(ethylene glycol) (PEG) spacers were used to covalently attach an AMP to the
surface of Titanium. Random and specific binding of peptide LL-37 has been studied in
2006 by Gabriel et al. [72]. Figure 6 displays the two strategies used in order to attach
the peptide randomly via one of its six lysine residues or site-specifically from a cysteine
appended to its N-terminus.

HoN—LL37 | OH
T|—0—S|i

o
H
ﬂ—O—S:i—/_/ oH

H,N—PEG—GOOH

0 0
o N,PEG—QO_N
DCC - NHS | oy H
— Ti—0-§l d
|
JPEG—{
[o] N
HoN—LL37 _O(H\H HN-LL37
— n—o—sli
o Q
Site-specific coupling HN:
NHS$ —PEG—Mal | PEG-N_ |
—— Ti—0-§I
[ o
0o 0O
NH» s
HN— ~Cys-LL37
EtO. o A~ | |._/_/ HS-Cys-LL37 | PEG—N,
T—CH + [, O8I NH, — Ti—0 slu T 11—0—3|—/_/
OEt | &
o]
HN: Q
L | )
_o- —N
NHS—Frop—Mal osf' b
0

o}
HN Q
HS-Cys-LLa7 | ) Cys-LL37
e n—o—sli —N,
o

Figure 6. Random and site-specific strategies for coupling cathelicidin (LL-37) to titanium surface.
Mal = maleimide; prop = propyl; PEG = poly(ethylene glycol).

Attachment via its N-terminal function provides the immobilized peptide molecules
with a parallel orientation with respect to both the surface and the incoming bacteria, which
was assumed to be important for this AMP to maintain an effective antibacterial activity. To
measure the amount of AMP molecules bound to the surface, a sulfo-SDTB test was used,
showing that surfaces bearing oriented LL-37 molecules presents 10 times more peptides
that in the random case. To measure the antibacterial activity, the authors performed killing
assays against the Gram-negative bacteria E. coli (Figure 7). The results suggested that
the bactericidal activity was not related to the relative peptide concentration on titanium
surfaces, but rather to the proper orientation of the peptide as well as a sufficient distance
between the AMPs and the surface.
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lluzmemeo units
g

Ti-blanc Ti-LL37 Ti-Cys-LL37 T-PEG-LL37  T-PEG-CyslLL37

Figure 7. Iluorescence detection of bactericidal activity as a function of LL-37 AMP orientation
and distance with respect to the surface. Reproduced with permission from [72]. Copyright 2006
American Chemical Society.

Titanium is an interesting material, as it makes up a large part of dental implants
or bone prosthesis used today. Hence, the importance of making it resistant to bacterial
infections, together with other treatments in favor of bone reconstruction, osteointegration
and biocompatibility for instance. In 2018, Chen et al. [73] chose to use click chemistry
to produce antibacterial titanium surfaces (Figure 5). Silanization of the surface with
AFTS followed by coupling of the peptide ITIIC36 previously modified with an azido-
terminated PEG chain enabled to orientate the molecule. The coupling is carried out thanks
to CuAAC click chemistry on the functionalized titanium surface. This functionalization
has been validated by fluorescence imaging, XPS measurements and AFM as well. In vitro
antimicrobial activity has been validated with antimicrobial assays against 5. aureus and
E. coli (measurements of stability, cytotoxicity and fluorescence assays have been performed).
The authors alse managed to perform in vivo studies with six New Zealand rabbits. After
one week of incubation, it scems that AMDs still display antibacterial activity which is
encouraging for future developments.

o]
Z
A APTS MS:‘/\/\HJLH(/\/OJ:;//

Live bacteria Dead bacteria

Q‘s\n

H
3 PEG-HHC36 Na/%\/ OWN‘LyS-Aru-Trp-Trp-LyS-Trp-Trp-Arg-Arg
o]

Ti

senain $ -ééééé cusnc

TEARTS Ti-AMP

Figure 8. Schematic illustration of the CuAAC click chemistry on the titanium surface. Reproduced
with permission from [73]. Copyright 2019 American Chemical Society.

Brush properties of polymers might influence AMP immobilization and antimicrobial
activity; Gao et al. [74] have then studied this particular effect in 2011 by chemical modi-
fication of titanium surface and carried out the grafting of peptide Tet-213. In this study,
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primary amine-functionalized copolymer brushes were generated onto titanium surfaces
through surface-initiated atom transfer radical polymerization (SI-ATRE, Figure 9). After
reaction of a maleimide-based heterobifunctional crosslinker, the Tet-213 modified peptide

was covalently grafted via an added cysteine at the C-terminus, Figure 10.

NH, i) 2-chlorcpropionyl chloride

|f/ i) DMA / APMA by ATRP NEts
Ti—O-Si T — T
I n m n m
MezN 0Q N%\ MezN 00 NQL

NHg*

NH,

Poly(DMA-coAPMA) Poly(DMA-coAPMA) brush NH,

Figure 9. Synthetic route for copolymer brushes generation on titanium surface.

o 0 0

| ﬂ;j

Tet-213-SH

m
Meo,N™ ~0O Ma,N” 0 07 "NH

NH, NH
Poly(DMA-coAPMA) brush NH,

o o]
n m n n m
o hq\ Me,N” 0 07 "NH

o J)% o J/ko
N N
Tet-213-SH = KRWWKWWRRC A

Maleimide-coupled brush

Tet-213

Figure 10. Different steps of functionalization to study the influence of brush properties of polymers
on AMPs activity. Adapted with permission from [74]. Copyright 2011 American Chemical Society.

Water contact angle measurements, XPS, ellipsometry, ATR-FTIR, and AFM were
used to characterize the properties of the polymer and surfaces. The structure of the
copolymer brush and the antimicrobial activity of the conjugated polymer layer were
correlated. The antimicrobial activity was tested against a bacterial strain of P. aeruginosa.
Overall, an increase in peptide surface density, grafted polymer brush density, or brush
thickness, resulted in an increase of antimicrobial activity on the surface. On the other hand,
the composition of the copolymers did not show a significant influence on antimicrobial
activity. Through AFM, the authors verified that the brush alone was less hydrophobic
than the grafted surface. Although the surfaces with higher brush density had more
peptide surface density, they were less adhesive than low density brushes, which showed
better antimicrobial properties. Thus, to obtain highly effective antimicrobial coatings, the
optimization of graft density and peptide density are parameters of utmost importance.

The same group in 2011 (Gao et al. [75]) employed the same strategy to covalently
graft various AMPs on titanium implants. In this work, N-substituted polyacrylamide

brushes were covalently grafted onto surface as shown in Figure 10.

The antimicrobial efficiency of the brushes was tested against a strain of P. aeruginesa,
through a previously developed luminescence screening method. The results showed that
upon immobilization of the polymer brush, the AMPs strongly retained their antimicrobial
activity (Figure 11). Afterward, the the immobilization strategy giving best IL (inhibition
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Magainine |

Figure 12. Oriented grafting of MAG-Cys derivative on poly(MOE2MA-co-HOEGMA) brushes via
heterobifunctional crosslinker PMPI. Adapted with permission from [76]. Copyright 2009 American
Chemical Society.

Lim et al. [77] and Li et al. [78], studied the immobilization of engineered arginine-
tryptophan rich peptides on silicone surface. In both studies, peptides were immobilized on
an argon plasma-treated PDMS surface after polymerization of allyl glycidyl ether (AGE)
under uv light to generate polymer brushes. Grafting was either achieved by reaction of the
cysteine residue at the N-terminus of the peptide via a NH»-PEG-maleimide crosslinker, [77]
or by reaction between the lysine residues of the peptides and the epoxide groups in the
AGE brush [78]. Immobilization was confirmed by XPS. The microbiological assays done
in these studies showed antibacterial activity against E. coli, S. aureus, P. aeruginosa in the
work done by Lim and co-workers and against E. coli, S. aureus and C. albicans in the study
carried out by Li and co-workers. Additionally, both works demonstrated anti-fouling
properties of the immobilized peptides, and mostly both biocompatibility tests revealed
no toxicity toward mammalian cells. Li et al. [78], successfully extended this work to the
immobilization of the engineered peptides on silicone urinary catheter. Improvement of
the antimicrobial activity and reduction biofilm formation were also observed.

In another field of application, developing antibacterial cellulose surfaces seems to
be useful in order to prevent cosmetic or even pharmaceutical products from contami-
nation thanks to their biocompatibility. Hilpert et al. [80] reported surface tethering of
cationic peptides on cellulose support. They used among, other substrates, cellulose-amino-
hydroxypropyl ether (CAPE) linker chemistry to covalently immobilize several cationic
peptides on the cellulose support. They employed a high-throughput screening assay
strategy to identify surface bound peptides with antimicrobial activity. To this purpose,
they measured luciferase production from a P. aeruginosa strain expressing a luciferase
gene. Damages on membrane of P. aeruginosa caused by contact with the tethered peptides
were visualized by SEM, Figure 13. Bacteria in contact with pristine cellulose membranes
showed cell surfaces with smooth appearance (Figure 13A), whereas bacteria in contact
with cellulose membranes with tethered peptides were characterized by the presence of
blebs (Figure 13B). Structure-reactivity relationship studies on different peptides demon-
strated that the antimicrobial activity was influenced by the linker and also by the peptide
sequence, as the presence of cationic residues near the linker correlated with better ac-
tivity and hydrophobic residues close to the N-terminus were determining factors for
biological activity. SEM, ATP release, and depolarization analysis allowed Hilpert and
co-workers to conclude that the perturbation of bacteria surface electrostatics must likely
induce an autolytic and/or cell death mechanism. Moreover, in contrast to the soluble
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peptides previously studied by the same team [93], the immobilized peptides did not show
any cytotoxicity.

A

Figure 13. SEM images of F. aeruginosa in contact with cellulose membrane: (A) without peptide;
(B) with an active tethered peptide. Reproduced from [80]. Copyright © 2009 Elsevier Ltd. All
rights reserved.

In 2020, another group [81] studied the interaction between cellulose and peptides
in order to obtain antimicrobial materials. To this purpose, Sperandeo et al. synthesized
a cysteine-modified cellulose conjugate to modify the surface. From another side, they
synthesized two peptides (TBKKG6A and lasioglossin-IIl) carrying a thicester group either
on the C-terminal or the N-terminal side of the molecules, Thanks to a chemical ligation
reaction, peptides were grafted to cellulose as proven by FI-IR measurements so as to
obtain an antimicrobial surface. The strategy is schematized in Figure 14. The antimicrobial
activity was successfully evaluated against E. coli. The two modified AMPs prevented
bacterial growth and decreased the number of viable cells. In addition, anti-bacterial
activity was stronger with peptides attached via the N-terminus.

0
SH o
SCH,Ph
cellulose NH, * @‘@_WWNH

o}

Figure 14. Summary of the Strategy used to covalently attach thioester peptides to cysteine-modified
cellulose surfaces.
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In summary, cross-linking strategies have been successfully used to graft various
antimicrobial peptides to various inorganic and organic substrates. The density, the relative
orientation of the peptides and the distance from the surface were highlighted as important
parameters determining the overall antibacterial activity of the substrates.

4.2. Direct Grafting of Modified Peptides to the Surface

Through the last examples showing a possible favorable orientation of grafted peptides,
modifying directly peptides in order to graft it in a one-pot fashion to the surface then
appears as a good alternative way to physisorption and chemical cross linking.

In 2018, Masurier et al. [79], showed the possibility to graft temporin SHa via an
additional chemical moiety on specific surface sites. Temporins are a family of AMPs
with «-helical structure derived from frog Pelophylax saharica skin which main activity is
exerted against the Leisimania genus. Temporins also show a wide spectrum of antibacterial
activity against both Gram-positive and Gram-negative bacterial strains, fungi, parasites
and viruses. The authors observed differences in antibacterial activity when grafted via a
specific site or another. Figure 15 shows the one-step grafting strategy of temporin-SHa
carrying a dimethylhydroxysilane group to titanium surfaces, in the attempt to directly
react the modified surface with the hybrid peptide. However, the formed Si-O-Ti bonds
can be easily hydrolyzed, and therefore the grafting density reduced after incubation.
However, if the titanium surface was previously coated with silica, Si-O-5i bonds will
form instead of Si-O-Ti. These new bonds, although still hydrolyzable, are much stronger
than Si-O-Ti. Therefore, the titanium substrate was coated with silica prior to peptide
immobilization. XPS was used to confirm the successful grafting and measure the thickness
of the silica coating and the surface density. Independently of the orientation of the grafted
molecules, the determined molecular surface density and the number of grafted molecules
were similar. They also observed a better interaction with the bacterial membrane and so a
higher antibacterial activity when the dimethylhydroxysilane function is introduced in the
middle of the sequence, rather than at the N-terminus or the C-terminus.

In another examples, and following the same strategy, inese et al. studied silicone
surfaces mimicking silicone catheters [82] and silicone dressings [83]. The authors inves-
tigated a strategy to make peptides grafting easier and more suitable for the fabrication
of medical devices. Additionally, they tried to prevent peptide release in the biological
fluids of the wound in order to maintain a good biological effect. To achieve this, they
proposed to use hybrid dimethylhydroxysilyl peptides to covalently bind the peptides
through Si-O-5i bonds to a plasma-activated silicone surface. The grafting process is similar
for both works. First, the silicone surface was activated by oxygen plasma treatment to
generate active silanol groups. Then, to properly achieve the grafting, the silicone catheter
was incubated in a solution containing the hybrid peptide (Figure 16 top), whereas for
the silicone dressing the bioactive peptide was grafted by dip-coating (Figure 16 bottom),
which allows for treatment of devices on a larger scale.

This grafting process via covalent adsorption directly on the silicone surface led to a
relatively low density of active peptides (~0.1 peptide/nm? of silicone on the catheter and
~0.4 peptide/nm? of silicone on the dressing). As a comparison, adsorption of antimicrobial
peptides on gold surface functionalized by SAM was found to be ~1 peptide/nm? [94],
and also the density of Lasio Il antimicrobial peptide immobilized on a polymer brushes
layer grafted on silicone catheters was found to be 21 peptides/nm? [95]. Nevertheless,
the relatively low density observed by Pinese and co-workers, partnered with the mode of
association of the bioactive peptide with the substrate, was not detrimental to the bicactivity
of the surface, showing on the contrary very good bactericidal properties together with
very low cytotoxicity.

In their work on grafting of antibacterial peptides on silicone catheters [82], Pinese
et al. tested the antibacterial activities on the three most commonly found bacteria in
contaminated medical devices: E. coli, P, aeruginosa and S. aureus. They demonstrated a
75% reduction in the number of bacteria found on the peptide-grafted surfaces after 24 h
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of incubation in a solution containing a known number of bacteria, by comparison with a
non-grafted silicone surface. These results are satisfactory, and they further demonstrated
that the peptide retains its antibacterial activity when covalently grafted. Additionally,
the peptide-grafted silicone surfaces demonstrated strong anti-fouling properties on the
adhesion of 5. aureus as they were more effective than commercial “silver-coated” catheters,
which are associated with a potential toxicity upon accumulation of silver in tissues and the
development of silver-resistant bacteria [96,97]. The long-term efficiency of these antibacte-
rial peptide-grafted silicone catheters is also higher than the commercial “silver-coated”
materials. The work of the same group on bioactive peptides grafted on silicone dress-
ings [83] aims to bring bioactivity to the dressing through the immobilization of three
bioactive hybrid peptides. In vitro studies showed that peptide-grafted silicone dressings
improved cell adhesion and proliferation in wound zone, favoring wound healing. Addi-
tionally, these dressings promoted extracellular matrix synthesis by enhancing collagen
and fibronectin synthesis. Wounds inflicted on the back of a pig confirmed the in vitro
studies, showing that grafted dressings can improve healing by allowing a significantly
increased scar recovery (Figure 17A,B).
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Figure 15. Example of site-specific grafting of hybrid temporin 1 on titanium surfaces. Temporins
were modified at their C-ter end by a silanol group that enables the direct grafting onto TEOS
precursor. Reproduced from [79]. Copyright © The Royal Society of Chemistry 2018.
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Figure 17. In vivo study. (A) Pictures of wounds inflicted on the back of a pig (at days 0, 3 and
5); (B) percentage of recovery of the scars (peptide-treated vs. non-treated dressings). Reproduced
from [83]. Copyright © 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved. Statistically significant differences vs.
control samples are indicated with an * (p < 0.05).

One major challenge arises when it comes to keep AMPs antibacterial activity once
immobilized and limit the toxicity potentially caused by their release. Several works done
on silicone substrates have shown that it is possible to keep the antibacterial and more
generally the biocidal effect [83] after grafting, which is very encouraging with respect
to toxicity. Tor this reason, strong immobilization on silicone surfaces was shown to be
the preferred method. Grafting through the use of a linker or polymeric brushes have
been reported in several works, however an easier model was studied by Pinese et al., in
which the biocactive peptide is directly grafted to the reactive silanol groups of plasma-
activated silicone surface. Morcover, several studies showed that it is possible to achieve
strong antibacterial activity with relatively low quantitics of immobilized peptide on the
surface [76,82,83].

In summary, direct grafting of modified peptides has been successfully achieved on
several kind of surfaces from metal ones to polymers. The grafting has revealed to be
simple and efficient; low concentration of active molecules enables very high antibacterial
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activities compared to classical multistep grafting strategies. This route seems to be a
promising one in term of cost efficiency due to the low density of active molecules required
to achieve high bactericidal grafting.

4.3. Comparison between Covalent Attachment and Physical Adsorption

In order to compare covalent attachment and physical adsorption, Willcox et al. [84]
reported the use of cationic peptides to prevent microbial colonization of commercialized
Etafilcon A, a contact lenses material made of hydroxyethyl methacrylate/methacrylic acid
(HEMA/MAA) copolymer. Protamine, a mixture of protamine and melittin and a synthetic
peptide melimine were the AMPs used for this purpose. They studied two modes of attach-
ment: physical adsorption and covalent attachment via 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) coupling reaction for melimine. This AMP retained the combined
anti-microbial activity of protamine and melittin against both P. seruginosa and S. aureus by
reducing bacterial adhesion to the polymeric surface, while being less toxic to red blood
cells. Willcox and co-workers also demonstrated that melimine retains its activity while
covalently attached to the polymer. The peptide showed a concentration-dependent activity
to reduce bacterial colonization (in over 80%) with good broad-spectrum efficacy at 500 g
per lens. Covalent coupling showed greater activity, as only 20 g per lens reduced bacterial
adhesion in 70%. Moreover, exposure of bacteria to melimine at MIC concentration for
30 min at 37 °C resulted in structural changes of the bacterial cells. As shown in Figure 18,
Pseudomonas aeruginosa cells show membrane bleeding at the cell surface, disintegration
of the membrane, condensation of the contents (mainly DNA) and detachment of the cell
membrane from the cell wall (black arrow in Figure 18b). Moreover, no melimine-induced
resistance was observed after repeated exposure of bacteria to sub-inhibitory concentrations
of the peptide, making this peptide a viable option to prevent possible infections via contact
lenses. Above all, covalent attachment displays more efficiency than physical adsorption.

500 nm 50 nm
— s

Figure 18. Transmission electron microscopy (a) Pseudomonas aeruginosa strain 6294; (b) P. aeruginosa
Scheme 6294, exposed to melimine, Reproduced from [84]. © 2008 Willcox et al. J. Appl. Microbiol. ©
2008 The Society for Applied Microbiology.

Godoy-Gallardo et al. [85] studied the antibacterial activity of hLfl-11, inspired from
lactoferrin, by functionalizing titanium surface by silanization with CPTES (3-chloropropyliri
ethoxysilane) or APTES (3-aminopropyltriethoxysilane), the covalent binding is confirmed
by XPS, or physisorption, Figure 19. The antimicrobial activity of the peptide was tested
against S. sanguinis and L. salivarius (useful for dental applications).

211



Antibiotics 2022, 11,13

22 0f 32

T|Di
Ti
NaCH activation

?H (IJN \:‘m C‘)H OH
|
TiO,

TN

* @ B

HS O SH SH SH
” - _m i Physical adsorption Hs—<J) =hLf1-11 peptide
Ti_50, Ti_100, Ti_200
X X X X X ? cl ? cl ?
’ A g
x I s Qs
r s I O [ r ., r r. . r r. r
- :—.?\'Q'S‘I'O'S‘I-O'SII'D-S‘\—i ;—Sﬂ-O-S\-O-S\-O-S‘l-O'SID—:
Emg.;a lll E‘BTE‘!D EI) o "‘SO cl- a o [‘] EIJ
— EE— Covelentbinding with CPTES
Silanization basic pH
X =CI, CPTES, Ti_NC CPTES Ti_NC50, Ti_NC100, Ti_NC200
X = NHp, APTES, Ti_NA
Crosslinker
o 0 "y
APTES Koty
At
o
! 2 9 09
s s s
TR RO
N N~ N- N, N- N—
(of(\/‘o (éf‘o(“o
0.;‘/ Oﬁ/ 0-_,\) 0= 0. 0=
JNHJ]WZJNHJNH,JNH N uuirw NH, NH
r . rr " r rr
gfsl\'O'S‘\—O' ‘l—OVS‘-lfO'Elnfi §—SE-D-SE-0-S_|-G-S|/\-O-SF\— §
o g i’ wg 73 odd

Ti0; -
I =65

APTES

Covalent binding with APTES

Ti_NAS50, Ti_NA100, Ti_NA200

Figure 19. Functionalization strategies to anchor the hLf1-11 peptide to titanium: physical adsorption
and covalent binding with CPTES or APTTS. Adapted from [85]. Copyright @ 2014 Acta Materialia
Inc. Published by Llsevier Ltd. All rights reserved.

They prepared different titanium surfaces: Ti (smooth titanium), Ti N (titanium
pretreated with NaOII), Ti NA (titanium pretreated with NaOII and silanized with
APTES) and Ti_NC (titanium pretreated with NaOH and silanized with CPTES). Samples
were functionalized by physisorption at different concentrations of Lf1-11 peptide: Ti_50,
Ti 100, Ti_200. Finally other substrates were functionalized by covalent binding: 'Ti NASQ,
Ti NA100, Ti_ NA200 and Ti_ NC50, Ti. NC100, Ti NC200. Results showed an inhibition of
biofilm formation and development for both bacteria strains. Indeed, with a CFU/mm?
enumeration with control Titanium surfaces, the effeet of AMPs is widely shown especially
for covalent bindings, Figure 20. Indeed, the bacterial adhesion of S. sanguinis is similar for
the control and the case of physical adsorption with a value around 8.0 x 10* CFU/mm?.
Whereas for covalent binding with CPTES the value is around 1.0 x 10* CFU/mm? and
with APTES around 3.0 x 10* CFU/mm?. Again, covalent binding is more suitable to
achieve a better antibacterial activity.
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Firally, a study of 2015 by Costa et al. [58], showed also that covalent irmenebilization
of AMPsis more effident than physical adsorption. Indeed, the ability to confrol the
orientation of the peptide and ite distance to the surface is crucial. Peptide Dhwvarbwas
covalerdly immebilized on titanivm and gold substrates. After depesition of chitnsan films
after their functinnalization with MN-acety] cysteine (Bigure 212), the peptide was linked
to the surface via a disulfide bridge with its termdnal eysteine (Figure 21¢), This process
is eonfirmed thanks to FT-RAIRS, Hlipsometry and water aondact angle measurements,
Additienally, physical adserption is achieved tharks hydrophobic end of the bicmel ecule,
This chermnistry is surmmed up on Figure 21, Antibacterial tests agrinst Sfaphyfomws
anrens proved theability of covalently bound AMPs to decrease the colonization whereas
for phoysical adsorption, there i no effect and even worse it can sometimes facilitate
bacterial adhesion, Moreower, the infroduction of spacers (Figure 21b), showed that the
best antibacterial activity is obtedned for the longest possible distance between the surface
and the pephide,
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Reproduced from [98]. Copyright © 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

To summarize this section, these three studies show for three different materials
(copolymer, titania and gold) the advantage of using covalent linked AMPs rather than
physically adsorbed peptides. Another approach exists, layer-by-layer, and will be studied

in the last part of the review.

T T

Ch Dhvar5 Ads
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4.4. Layer-by-Layer Approach

The Layer-by-Layer (LbL) technique is based on the alternating deposition of poly-
cations and polyanions onto a surface. LbL represents a simple and robust method to
coat various surfaces and has been explored in several studies for the immobilization of
AMPs on the surface of materials. Experimentally, peptides are directly incorporated in the
polyelectrolyte multilayers (PEM) by the LbL method.

EBtienne et al. [86], have successfully functionalized PEM with defensin from Anopheles
gambige mosquitoes. They studied the influence of the number of peptide layers on bioactiv-
ity and observed a 98% inhibition of Escherichia coli growth when 10 layers of antimicrobial
peptides were embedded in the polyelectrolyte film architecture. The architecture of the
film is shown on Figure 22. Additionally, good biocompatibility was demonstrated as
some of the multilayer films revealed to be stable for more than two weeks in presence of
body fluids. However, as defensin is positively charged (pl = 10) at the working pH of this
study (pH = 6.5-7), this approach is restricted to highly-charged soluble AMPs that interact
through electrostatic interactions with the polyelectrolyte chains constituting the PEM.
Moreover, strong electrostatic interactions between the peptide and the polyelectrolytes
may lead to denaturation of the peptide, therefore limiting its antibacterial activity.

DL @ Dy
coote B otBlRl%eeecne

Su bstrate | Substrate
Non-functionalized film Functionalized film

Figure 22. Scheme of polyelectrolyte multilayer film (A) and defensin insertion (B). Adsorption

is obtained by adding a layer of the opposite charge; the peptide is embedded under another
polyelectrolyte layer. Reproduced from [86]. Copyright © 2004 American Society for Microbiology.

Guyomard et al. [87], proposed an alternative approach to insert AMPs into poly-
electrolyte films. The strategy is based on the insertion of Gramicidin A (Gram A), a
hydrophobic antibacterial peptide, into a polyelectrolyte multilayer to elaborate biocidal
films following the process described in Figure 23. Firstly, hydrophobic Gram A molecules
were trapped by amphiphilic alkyl-grafted Carboxymethylpullulans (CMP), leading to
their solubilization. Then, the resulting anionic “complex” was assembled by a LbL pro-
cess with cationic poly(L-Lysine) (PLL) to form the peptide-functionalized films. These
resulting films were shown to contain hydrophobic nanodomains in which gramicidin A
was entrapped. The antibacterial activity of the resulting functionalized films was demon-
strated against Gram-positive bacteria, Enterococcus faecalis. The authors also showed that
biocidal activity proceeded through a double mechanism of contact between bacteria and
film surface, and slow release of the peptide into the solution surrounding the films. In
addition, rinsing of multilayers did not completely remove the peptide, which confirmed
that gramicidin A was slowly released, therefore suggesting a long-term preservation of
the biocidal activity of the film surface.
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Figure 23. Process used for immobilization of Gramicidin A, Reproduced from [87]. Copyright ©
2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Finally, Shukla et al. [88], proposed to control the release of AMPs incorporated in
PEM by using hydrolytically degradable multilayer films. They worked on local delivery
of ponericin (61, an AMP exhibiting a net positive charge at physiological pH and active
against S. aureus, as therapeutic agent for wound healing process. Ponericin G1 was
embedded into a LbL assembled polyelectrolyte multilayer film based on a hydrolytically
degradable cationic poly{-aminoester) and an anionic non-cytotoxic polyanion such as
alginic acid, deposited on a silicone surface. The process is described in Figure 24.

Several film architectures were studied in order to obtain various peptide loadings
and led to varying release profiles in order to control the long-term activity of the films. The
resulting films were able to inhibit S. gureus attachment for over 10 days, as degradation of
the poly(f-aminoester} leads to slow release of the peptide. These observations indicated
that film-releasing peptides did not suffer any loss of antibacterial activity. In addition
to prevent biofilm formation, all films were found to be biocompatible with the wound
healing cells.

In several works the incorporation of AMPs in PEM through a LbL process was used to
immobilize bioactive peptides. As peptides are generally charged, electrostatic interactions
between AMP and the polyelectrolytes represent an obstacle for the stability of these
polyelectrolyte multilayers films incorporating the AMP. Nevertheless, trapping of AMP in
hydrophobic nanodomains in these films was shown to be a good alternative to ensure a
better stability of these films, allowing to maintain the biocidal activity. Release of AMP
from PEM films can in some cases, for the delivery of a wound healing peptide for instance,
be desired and this release can be controlled by engineering of the film architecture.
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Figure 24. Process used for the immobilization of ponericin G1 embedded with the LbL structure
(A) structures of all polyelectrolytes used in the Thl. process. (B) schematic protocol of LblL elaboration
and (C) Schematic expected structure of the final LbL film. Reproduced from [88]. Copyright € 2009
Elsevier Ltd. All rights reserved.

5. Conclusions and Future Prospects

Antimicrobial peptides naturally existing in the animal and plant kingdoms prompted
the development of natural and bic-inspired synthetic peptides active against biofilms. The
potential of AMPs as an anti-infective agents has been noted, leading for many of them
to clinical trials in order to get approval as marketed drugs [99]. Despite multiple cfforts,
issues such as production cost, reduced efficiency and more often possible toxicity still
stand in the way of such approval, and despite the huge amount of successful studies
present in the literature, no synthetic AMP and very few natural AMPs have obtained FDA
approval [100,101]. Notwithstanding promising research and on-going clinical trials and, de-
spite still in development, positive prospects for AMP use are in sight, especially concerning
combination therapies. Indeed, synergetic effect of peptides coupled with other therapeutic
agents such as antibiotics or essential oils have shown great potential in increasing efficacy
of treatment [102]. Furthermore, AMPs hold the crucial advantage of overcoming low
susceptibility of biofilm to antimicrobial agents, which suggests that their killing efficiency
is promising, albeit still far from topping that of current antibiotic treatments.

This review has highlighted the wide range of antimicrobial peptides, along with the
various immobilization strategies developed to date. Indeed, these biocidal-functionalized
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surfaces are able to target a broad spectrum of both Gram-positive and Gram-negative
bacteria, together with viruses, parasites and algae for some more specific AMPs. As could
be concluded from the numerous works described, covalent-based approaches are more
advantageous, in addition to represent a crucial role in antimicrobial activity. Importance
of the selected immobilization technique is highly emphasized in the stated literature, in
some cases dominating over factors like concentration of bound peptide [63] even via
peptide engineering either by addition of a specific amino acid fragment or anchoring
moiety or simply by designing totally new synthetic AMP with desired architecture and
specificity [103,104]. Decades of research have led to a better understanding of the complex
mechanisms of action of AMPs, however additional progress is certainly necessary to
overcome current challenges and sustainably commercialize AMP-based antimicrobial
coatings for use against biofilm.

Author Contributions: Conceptualization and methodology, S.B. and V.H.; formal analysis, M.N.,
B.B, M.O. and M.T.M.; investigation, M.N., B.B.,, M.O. and M.T.M.; writing—original draft prepara-
tion, M.N., B.B., M.O. and M.T.M.; writing—review and editing, M.N., M.S,, 5.B. and V.H.; supervision,
B.G.,, M.S,, §.B. and V.H. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: M.N. acknowledges the French ANR for Ph.D. funding via the ChiROptMol (ANR-18-
CE09-0010).

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

List of Abbreviations

AA Amino Acid

AFM Atomic Force Microscopy

AMP AntiMicrobial Peptide

APD Antimicrobial Peptide Database
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Many anticounterfeiting tags rely on images intricate in different color and/or different polarization states to create
optical effects invisible in conventional observation conditions. We build here an imaging micropolarimeter based
on the dual-rotating compensator system and using the color capabilities of cameras to yield the full polarimetric
information for any color coordinates in one acquisition step. After correction for the camera response, the full
color image reconstructed from the polarimetric response is validated by comparison with images obtained in an

optical microscope fitted with polarizers.
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1. INTRODUCTION

Nanostructures host localized resonances that allow strong
interaction with light in a defined wavelength range of the
spectrum. This effect has been studied intensively and has been
proposed to yield colorful effects with subwavelength resolu-
tion that would not fade over time. One can yield these colors
with localized surface plasmon resonances [1], holograms [2],
diffraction and interferences [3,4], and Mie resonances [5—7].
In addition, the dependence on polarization of anisotropic
nanostructures can be added to yield additional effects such
as encoding images in polarization [3,8-10]. Different metals
exhibit plasmonic resonances, but aluminum is particularly
interesting due to its plasmonic resonance spectrum that cov-
ers all the visible range and because it is a low-cost material
[11-15]. One application of structural and plasmonic colors is
in anticounterfeiting where the ability to build complex struc-
tures with unique but easily detectable responses is important.
Metasurfaces and nano-resonators have been studied as a way to
yield anticounterfeiting tags [16,17]. Finally, some realizations
have used polarization effects at one wavelength only [10];
however, the use of colorful effects allows fancier tags and, more
importantly, different images at different polarization states and
colors to be encoded in the same surface. In the design of such
tags, having measurement tools combining the full polarimetric
properties together with colorimetric coordinates would be
particularly interesting.

The most comprehensive polarimetric response of anti-
counterfeiting tags is required, as it would allow evaluating the

0740-3224/21/041184-08 Journal © 2021 Optical Society of America

intensity observed for any emerging polarization of a surface
illuminated with any incident polarization state. In particular,
the information about partially polarized light is important
since practical observation of many anticounterfeiting tags
would use ambient light, which is nonpolarized, as a light
source. Obviously, anticounterfeiting tags contain an image that
can be recognized by the wary observer and would warrant the
authenticity of the tag. During the design of such optical effects,
itis then indispensable to combine both polarimetric and imag-
ing capabilities to evaluate the Mueller matrix, which contains
all the polarimetric information, at different wavelengths of the
image under investigation.

Imaging polarimeters have been proposed in particular for
biological diagnosis applications using high numerical aperture
objectives [18,19]. High resolution polarimetric imaging of the
high harmonic response of a metasurface has also been described
[20]. In these cases, the polarization state generator (PSG) and
polarization state analyzer (PSA) are based on nonmoving ele-
ments for stability’s sake. However, this makes calibration steps
and acquisition cumbersome and multi-wavelength imaging
difficult. In contrast, devices based on dual-rotating compen-
sators have been the early experimental setups proposed for
real-time and spectroscopic full Mueller matrix determination
in the far field [21-23]. More recently, imaging using spec-
trally filtered light has been demonstrated using dual-rotating
elements [24].

In this work, we extend previous studies made on polarimet-
ric imagers to realize an imaging micropolarimeter based on a
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dual-rotating compensator configuration and using the color
properties of a camera to obtain simultaneously boch full polari-
metric and color information on the same metasurface in one
acquisition run. We illustrate the capabilities of our experimen-
tal setup to evaluate the polarization dependence of the observed
color using a palette containing aluminum nanostructures.

2. MICROSCOPY POLARIMETRIC IMAGING

Mugller—Stokes formalism allows describing the polarimerric
response of any surface illuminaced by a light source with any
polﬂrimrion stare, inchlding unpohrizcd Iighr. The po|ari7,;1t]0n
state of light is described by the four-element Stokes vector
5= (_[m., fx - [)., 1’+45‘» - ],450._ ]RHP - [LHP): where [m. is
the rotal intensity; /. and /, are the intensities of the compo-
nents linearly polarized along, respectively, directions x and y;
Iy4se and 145+ are the intensities of the components linearly
polarized, respectively, at 4+45° and —45° from the x dircction;
and fryp and 7 yp are the intensides of the components of the
right-handed and lefti-handed circular polarizations, respec-
tively. The 4 x 4 Mueller matrix M relates the emerging light
deseribed by its Stokes vector S, to the incident one described
by S through S, = M. 8. Determination of the elements
of the Mueller matrix of the samples requires generating dif-
ferent polarization states and analyzing the components of
the emerging p()la_rizari()n state. With thar aim, we have used a
home-built imaging micropolarimeter based on a dual-rorating
compensator polarimerer as presented in Fig, 1(a) and inspired
from previouswork [24]. The PSG iscomposed ofa lincar polar-
izer and a rotating quarter-wave plate yielding different states of
polarization of light. The PSA is composed of the same elements
in reverse order, allowing to analyze any polarization state. With
this assembly, the incident polarization is defined only by the
linear polarizer of the PSG, and, provided that the detecror after
the PSA is polarization independent, all the needed information
about polarization is between the PSG and PSA. The sample to
be studied is placed between a condensing lens and a microscope
objective toimage it.

A. Method of Analysis

From the time-dependent intensity of cach pixcl of the imaging
system, it is possible o extract the full Mucller matrix of cach

(a) Algnment Polarizer PSG PSA  polariser]
White Py Sample P,
Source r T Camera
H}-Oli H ¢ i—*”—i%—G:I
Coll e oo ,L ecti Camera
Bandpass  SYSBM o Rotating  [Lens Rotating Objective
orhaat
filer G <

Fig.1. (a) Schemeand (b) phut()graphyofthe optical secup.
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point of the imaged surface, The Stokes vector representing the
light seen by the camera S, (#) is described as a function of the
Mueller matrices of the linear polarizers (Py and P oriented at
angles g and &), the two compensators (Mg, and M- ), the
objective Mo, the condensing lens M., the Mueller matrix of
the sample considered My (to be determined), and the incom-
ing unpolarized light Ssc. The values of S, (#) vary with time #
owing to the rorating compensators, the time clock being given
by the framerate of the camera. Considering the order of the
different elements [Fig. 1(a)], the intensity measured can be cast
in a Stokes vecror as follows:

Sour(£) = Prlo)) Mc, (w12 + ¢y

Sl)Mc\bjMﬁMImS
Mg, (wot + do. 80) Polatg) Sin '

m

with ax the velocity of Cjy, @y the velocity of €, ¢y the phase
at origin of Cy, ¢ the phase at origin of 1, 8y the retardance
of Cy, 8) the retardance of €1, and time #. With unpolarized
incident light, &, = (1, 0, 0, 0), and without the objective or
lens, the intensity measured with checamera 7(¢) is

T(e) = flan. w1, o, ¢1. 8o, 81, 2. 1, M. (2)

By inverting this formula with a method first used in Ref. [25],
we obrain every Mueller macrix elementof the sample M.

The angle ¢y is set to 0°, and all the angles hereafter are deter-
mined with respect to &. To determine the other parameters
(c15 o, 1, 895 and 8)), a calibration procedure is needed. The
calibration is made in a straight-through configuration withour
a sample, lens, or objective, so | My, Micns, Mol =114] are
the identity matrices. It is made by averaging the intensity of
all the pixels of the camera, considered as a point detector, and
fitting the obtained total intensity to a theoretical curve. [n the
following, we have assumed that the different optical elements
could be described by the Mueller matrices of perfect polarizers
and retarders. The tme evolution of the rotal intensity in a
straight-through configuration is then given by

1(:) =1L (1 + Cq, [—(CgoSzzﬁ.o + sz,qn)(Cal Slz,_,‘ ,,gl )—
Cs )1 = G5 ) Chg, Soay C)el Som + 53” Sy Sapy Soe 1+
Szﬂll—(1 - (ﬁo)(zﬂuﬁzﬁo(%ﬁl + G, G )+ ’
(1 — Cs)(—C5, 52 e Con YCa, S, — 83 S5 S Cony 1)
(3
where we have used the notations Cy = cos(Y); Sy =sin(¥);
By = wyt + ¢hg and H; = @t + ¢1. The prefaccor 7, is the tortal
intensity reaching the detector and is used to normalize I(t) in
the determination of the Mueller matrices.

It can be noted that with @, = 90°, we obtain the relation
given in Ref. [24]. Once the calibration of the angles and rerar-
dance of the wave plates are done, a correction due to residual
retardation introduced by the imaging system (lens 4 objec-
tive) has to be performed for every pixel. Using Eq. (2) with
Mg =1 (so without sample), we determine Moy M. We
cannot separate experimentally My and My, although the
sample is placed between the two. To apply the correcrion, we
consider Mo Miens as a retarder with asmall retardance (which is
confirmed experimentally in Figs. 2(a} and 2(b)]. So, Mo, Mien,
can be approximated to a diagonal matrix. We then assume that
Mg and M, commute with M. Finally, we can consider a
corrected marrix for the sample, which is defined by
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Fig.2. (a) Mueller matrix M’,,hj M., of the imaging system before
correction after averaging five consecutive measurements at 650 nm.
The insets present histograms of the values distribution over all pixels
in each element with the mean values. (b) Image of spatial variation of
the retardance of imaging system modeled as a pure retarder. The inset
presents a histogram of the polarizance values over all the pixels of the
camera of the imaging system.

corrected 1 pmeasured
M = (Mg Miens) ™ MY . 4)

B. Characteristics of the Setup

A photograph of our experimental sctup illuminated with the
alignment laser is presented in Fig. 1(b). The white source wasa
stabilized broadband light source (Thorlahs—SLS201/M) firted
with a fiber coupler. The beam was filtered through a bandpass
or heat filter. The heat filter (Heat Abs Glass KG-5, Edmunds
Optics) was used for measurements with white illumination
to consider only the visible part of the light spectrum. The
monochromatic measurements were performed with Corion
bandpass filters with a bandwidth of 70 nm. In the following, we
will mention only the center wavelength of the filters. The light
was condensed at the output of the fiber to yleld a collimated
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parallel beam. The PSG and PSA were composed of fixed lincar
polarif.crs (PGT-S1V G]an—Tayk)r pnlari'/,cr and WP25M-UB
wire grid polarizer Thotlabs, respectively) and superachromatic
quarter-wave plates as compensators (SAQWP0OSM-700 super-
achromatic quarter-wave plates Thorlabs). A plano-convex
converging lens (f =75 mm) was used to condense the inci-
dent beam and increase the illuminance on the surface of the
sample. It was placed after the PSG so that the incident beam
on the PSCG was collimated. An infinite conjugated objective
(Olympus, UMPIlanFl 20 x /NA = 0.46) was used to image
the surface. The camera was a Sony XCD-SX90CR allowing an
acquisition of 30 frames per second fitted with an objective with
69 mm of focal length.

Wecrossed the polarizer and the analyzer ateg = 0°and oy =
90° since the relative angles are casy to set due to Malus” law.

The compensators were integrated inte motorized rotation
stages (Thorlabs PRM1Z8 and Thotlabs KDC101 K-Cube
Brushed DC Servo Motor Controller). These rotation stages
permit to control the position and rotation speed of the com-
pensators at every time up to 25°-s7" with an accuracy of
0.1%. The compensators were rotating at ey =4°-s~! and
w; =20° 57! with fixed phases at origins ¢ and ¢ corre-
sponding to the mechanical misalignment of the fast axis of the
wave Pla[cs \r\’ith [hC rCFCrCnCC ()F thC motor ﬂl1glC Wlth I‘CSPCCt
to o

The velocity ratio of the compensators is of crucial impor-
tance to allow the extraction of the Mueller marrix of the sample
from the measured intensitics. Following previous studies, we
chose a ratio of zil =5 [22-24,26]. To achieve a measurement,
a single turn of the slowest compensator is needed, i.c., 90s. To
ensure that the values of ¢ and ¢, were always the same after
calibration, the motors were synchr(mizcd with the camera so
that the image acquisition and angle readings referred to the
same clock. After the calibration procedure described previ-
ously, we obtained the values of the five angles: @, ¢o. 1, 8o,
and §,.

We have to consider the systematic errors that arise from
the non-ideality of the different optical elements, uncertain-
ties about the calibration results, and uncertainties about the
alignment procedure. The position of the analyzer was deter-
mined due to Malus’ law; we find, with the calibration fit,
o =90+ 1072°, Since the COMpCNsators are not pcrfccﬂy
achromatic, the values for the retardances were determined
for each wavelength used during the experiments. We used
a conventional ellipsometer to cross-check the values found
with our calibration procedure. For instance, the value of the
retardance of the compensator Cy varied around 94° + 27 in
the 400 nm—800 nm spectral range. With a filter centered at
620 nm, we found with our calibration §; = 92.97¢, while
with cllipsometric measurement, 8, = 92.70° at 620 nm. This
shows that the calibration procedure yiclds accurate values of
[hC |'Ct€l|'d"1nCC F()r our CQmPCnSﬂt()l‘S. ThCrC iS ﬂls() a Syﬁ[Cma[iC
uncertainty about the position of the COMPpENSators. Indeed, the
fastest component is rotating at 207 - s~1, whereas the framerate
of the camera is 305!, This induces a 0.67° systematic uncer-
tainty in the position of this rotating element. The propagation
of errors was studied and can be found in Refs. [24,27,28]. With
a first-order approximation, we estimate that the systematic
errots of our setup introduce an uncertainty for the Mueller
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matrix coefficients to be generally below 4-0.02 except for the
elements M,3; and M3, (£0.05), which are more sensitive to
errors [24].

Random noise also affects the values of the Mueller matrix
elements. The dispersion of the data in each pixel of the camera
can be automatically reduced thanks to an averaging of sev-
eral consecutive measurements. To analyze this influence, a
measurement was performed with a filter centered at 650 nm.
The dispersion of the matrix coefficients of the imaging system
Mobj Miens in air averaged over the whole imaged field is shown
in Fig. 2(a).

The standard deviations were of 5.107% after averaging
five consecutive measurements. To extract the polarization
properties of the imaging system, we used the logarithmic
decomposition of the Mueller matrix Mopj Miens [29,30]. The
imaging field was 150 x 150 pixels’. The average depolariza-
tion extracted over all the pixels was of 0.047 on average, and the
polarizance P was found nearly equal to zero with an average
value 0f 0.015 [inset of Fig. 2(b)]. These values hint towards the
imaging system behaving as a pure retarder. Figure 2(b) presents
the retardance map obtained with the logarithmic decomposi-
tion. It was homogeneous across the camera detector and had an
average value of —1.03°. This justifies a posteriori the approx-
imations made in our correction model [Eq. (4)] considering
that the imaging system could be seen as a linear retarder with a
small retardance.

C. Precession of the Rotating Compensators

‘When imaging microscopic objects, one source of error induced
by this system is the effect of the rotating element on the position
of the beam emerging from the PSA. An error that cannot be
reduced originates in the faces of the output compensators not
being perfectly parallel resulting in a deviation of the beam. A
point of the sample will no longer be imaged on the same pixel
of the camera, yielding a blurred image. The wave plates used
here are given by the constructor with a beam deviation below
3 arcmin (around 5.1072°). This deviation would be well below
the acceptance angle of the wire grid polarizer (20°), which
ensures that the intensity detected on the detector would allow
extracting the Mueller matrix elements. Our PSA is located at
approximately 30 cm from the camera detector, but the focal
length of the camera objective is 69 mm, which is the actual
length to be taken into account. This focal length would result
in a displacement of the image of approximately 60 pum on
the CCD detector of the camera, across a full rotation of the
compensator of the PSA. This effect would strongly hamper
the resolution of the imaging system. Before placing the wave
plate in our micropolarimeter, we determined, experimentally,
the beam deviation induced by the non-parallel faces of the
compensator and found it to be below approximately 5.107°.
This results in a displacement of the image on the detector plane
below 6 pwm. This value must be compared to the size of the
sub-pixels of our camera detector, which are 3.75 x 3.75 pum?
organized in the 2 x 2 Bayer configuration. In the color imaging
configuration, we will consider only one sub-pixel out of four
for each color. So, two sub-pixels of the same color are actually
separated by up to 7.5 um. The expected displacement of the
image should be of approximately one pixel for our resolution.
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Fig. 3.  (a) Image of a metasurface containing a reproduction of
Mona Lisa in direct imaging configuration of the micropolarimeter
(transmittance T) and (b) My coefficient of the Mueller matrix deter-
mined after measurement at 650 nm. Details of the image remain
clearly visible despite the possible displacement of the beam induced by
the rotating elements in the micropolarimeter.

This influence is shown in Fig. 3 where the Mueller matrix
element M3 determined at 650 nm of a metasurface repre-
senting a Mona Lisa made of gold U-shaped resonators [10] is
compared to the intensity image measured on the same surface
with the compensators not rotating [Fig. 3(a)]. The image is
100 x 100 pm? with 90 x 90 points: we can see that fine details
can still be resolved despite the possible displacement of the
beam induced by the rotating compensators.

The beam deviation error may be reduced by applying a
position correction of the image by tracking computationally
the position of the image as a function of the wave plate angle.
However, with the magnification used here, the deviation had
more or less the same magnitude as a pixel resolution and was
not necessary.

D. Use of Mueller Matrix to Obtain the Colorimetric
Coordinates of a Sample

To achieve a polarimetric measurement with color information,
the signal obtained at three different wavelengths corresponding
to the red (R), green (G), and blue (B) colorimetric coordinates
could be enough due to the possibility to make RGB reconstruc-
tions. With our system, a feasible solution would be to measure
our sample with three different bandpass filters placed in front
of the broadband light source. However, it is possible to use the
properties of the detector of our color camera for which each
pixel contains four sub-pixels arranged in a Bayer configuration
[31]. The Bayer configuration within each pixel is presented in
Fig. 4(a) together with the spectral response of the color filters
placed in front of each sub-pixel [Fig. 4(b) is a graph taken from
the constructor notice]. These filters effectively achieve the
spectral filtering of the broadband source, and the polarimetric
response for each color can be acquired in only one acquisi-
tion, provided that each sub-pixel is treated separately. A single
white illumination allows three measurements at three different
wavelengths.

However, it can be seen that the filters have a rather large
bandwidth and that the spectral signals overlap. In addition, it is
known that the blue filter can show some efficiency again in the
near infrared, requiring the use of a heat filter.

As a consequence of the overlap of the spectral response
of the R, G, and B filters of the camera, cross-talk can be
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Fig. 4. (a) Bayer RGB configuration of the camera.
(b) Manufacturer characteristics for the sensitivity of different
RGB pixels (full lines). The positions and bandwidths of the Corion
filters are also indicated as colored rectangles. (c) Mean intensity in
each sub-pixel of the Bayer configuration with an incoming blue light
centered at 450 nm.

expected between the sub-pixels. Figure 4(c) presents the
time dependence of the intensities recorded in each sub-pixel
in a straight-through configuration for incoming blue light
(filcered at the source at 450 nm). It is clearly observed that the
amplitude of the intensity variations in each sub-pixel of the
camera depends on the incoming wavelength. In Fig. 4(c), there
was some cross-talk among the pixels, particularly between the
G and B ones since the intensity in the G pixels is not negligible.
Consequently, three measurements were made at A g =450 nm,
Ag=550nm, and Az =600 nm, as close as possible to the
maximum of the camera filters to obtain all ratios of the ampli-
tudes characterizing the cross-talk. An X matrix with 3 x 3
dimension containing the cross-talk parameters is presented
below with the experimental values (in the equations, the

intensities are represented with this formalism 53¢ ):

subpixe

, n
6 P
A G £ 1 0.24 0.03
IR 1B
x=|% 1 i_low 1 019]. (5

’r L 0.01 007 1
IR 1(,
IR G 1

R G
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An ideal intensity /e, is calculated. It contains the three
intensities needed to determine the Mueller matrices at the
three corresponding wavelengths with the method presented
previously (X stands for white illumination):

Ii 7 7 7
B =x| ¢ | and fyer=| ;¢ | =X""| 1E
I§ e e Iy

(6)

Three Mueller matrices normalized to A}, are determined:

Mp, Mg, and Mp. Thereis one matrix for each pixel of the cam-

era. One can use these matrices by multiplying with an input

Stokes vector at each pixel to simulate the effect of any incoming

polarization on asample. For each pixel of the camera, we obtain
an output Stokes vector:

S1 AR
Sou[pll[ = Mp Sinpu[
i A G
with Sgutput = Mg Sinpur ’ (7)

N
Sinpur = S
3 g
Sy Soutput = Mp Sinpuc
which describes the polarization state of the output light. Due to
the Stokes formalism, it is possible to choose to display whether
the total intensity, i.e., the first element of S,ypue, or different
characteristics of the polarization of the light by using the differ-
ent components of the Stokes vector. By inserting the Mueller
matrices of polarizers into the calculation, it is also possible to
filter the response for any polarization of observation. In the
following, we will focus on using the wavelength dependence
information to make a polarized RGB reconstruction of an
image.

3. APPLICATION TO A METASURFACE MADE
OF NANO-U ALUMINUM STRUCTURES

A palette containing aluminum nanostructures was imagined
to evaluate the polarization dependence of the observed colors
for these structures. Different sizes of U-shaped resonators
placed on a square lattice with different lattice constants were
tested. Indeed, it is known that both size and distance between
resonators can affect the color observed [15]. With the aim of
obraining red, blue, and green colors in transmission, the size of
the resonators and the lattice constant were designed using cal-
culations based on finite element methods (HFSS by ANSYS).
We used aluminum as the material to allow for plasmonic
resonances in the blue part of the spectrum to be excited. We
found that resonarors with total footprints of 320 x 320 nm?
[Fig. 5(2)], 270 x 270 nm? [Fig. 5(b)], and 170 x 170 nm?
[Fig. 5(c)] could yield red, green, and blue colors, respectively.
We also investigated four lattice constants of 350 nm, 400 nm
(Fig. 5), 450 nm, and 500 nm. The samples were made with a
classical e-beam lithography (EBL) method. Figure 5 presents
a sketch of the different U-shaped resonators investigated
together with the scanning electron microscopy (SEM) images
of the obtained square lattices of resonators made of aluminum.
To obtain these resonators, a 150 nm thick PMMA layer was
spin-coated on a glass substrate followed by a 20 nm thick
coating Electra92 to avoid charging effects during the electron
beam exposure. After e-beam inscription, the Electra resist was
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Fig. 5.
nano structures of different size scaling on a lattice of 400 nm: res-
onators of (a) 320 nm, (b) 270 nm, and {c) 170 nm. The schematics
above the images give the actual dimensions,

Scanning electron microscopy (SEM) images of U-shaped

removed in deionized water, and then a MIBK-TPA (mixrure of
methyl isobutyl ketone and isopropanol) development step was
made to reveal the exposed arcas. A 40 nm thick aluminum layer
was deposited, and finally, the excess resist was lifted off to yield
arrays of U-shaped resonators on the glass substrate. For each
combination of resenator size and lattice constant, an area of
20 % 20 pmz was made, resu]ting in 12 areas,

The different plasmonic resonant modes excited in U-shaped
resonators have already been studied extensively [32-34].
The different modes can be excited selectively with light lin-
C?lrly pO]ari'sz ﬂIOng Ci[hc[' thc Iﬂ.[Cl'}l] arms or thc bD[tO|11 arm
of the U-shaped resonators, hence yielding different colors.
‘These metasurfaces were observed using a conventional optical
microscope (Olympus BX61) fitted with a hear filter and linear
polarizers. The observations were made in transmission bright
field mode, and the observed images are presented in Figs. 6(a)
and 6(b). The white balance was performed on the light trans-
mitted in the glass next to the areas containing the resonators
and set o (R,G,B) = (255,255,255). One can observe that
each patch had a different color and that the celor in each patch
changed depending on the state of polarization for the incoming
light. Since the numerical aperture of the microscope objective
may affect the observed colors, the measurements were made
with the same » 20 objective as the onc used in the micropo-
larimeter. With this objective, a single measurement is enough
to observe the 1 2 patches.

The metasurface was measured also with the polarimetric
setup. The Mueller matrices of the sample were recorded with
white heat-filtered illumination at normal incidence. After
obtaining these Mueller matrices, the method presented previ-
ously to recover the colorimetric coordinates of a sample with
specific states of incoming or output polarization was used. After
a cross-talk correction, we chose to use two input Stokes vectors
o abserve the effect of incoming vertically and horizontally
polarized light, S, =1(1.1,0,00 and S, =(1,—1,0.0),
respectively, The angles of the lincar polarizations were opti-
mized by adjusting the Stokes vector because we cannot apply
a light perfectly polarized parallelly or perpendicularly to the
arms of the U resonators. We considered the first component
of the output Stokes vector, and after an RGB recombination,
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Fig. 6. Optical microscope observations of the samples of alu-
minum nanostructures with owo different states of incoming linearly
polarized light, respectively, (a) vertically and (b} horizontally, with
corrected backgrounds. RGB recombination of an output Stokes
parameter after a single Mucller matrix measurement for incoming
linearly polarized light, respectively, (¢) vertically and (d) horizontally.

a color was obtained for each pixel of the image. A white bal-
ance was petformed by applying for each color a correction
calculated by (i} determining the average value of the intensity
1, [Eq. (3)] over a small area of the glass substrate, <j;,glnss)
withi= (Ag, ke, Ap), and (ii) applying to each pixel and each
color channel the multiplicative factor 255.1:_P]xc|/{[j_glm).
The reconstructed color images obrained for each incom-
ing polarization state are shown in Figs. 6(c) and 6(d). We
observe a qualitative very good agreement berween the colors
observed in the optical microscope [Figs. 6{a) and 6(b)] and
the reconstructed ones [Figs. 6(c) and 6(d)], which supports
our methodology for extracting the polarized-resolved color
information of metasurfaces at the micrometer scale.

SOlTIe ilTlPrOverﬂEﬂ[ Hlay l)e brollgh[ to JlIOW ﬂ)[ a CO|T|pari—
son using real colorimetric coordinates. The achromaticiry
of the uptical COMPONCNLs cannot be impmvcd much, in par-
ticular for the quarter-wave plates. A possibility could be to
use a Fresnel rhomb retarder instead of an achromatic wave
plate. Fresnel rhomb retarders bring improvement in the fast
angle orientation compared to achromatic quarter-wave plates
for which the fast axis varies between —1.59° and +0.78°
in the visible part of the spectrum. The retardance deviates
from a quarter-wave by 0.004 wave for a Fresnel rhomb and by
0.008 wave for the achromatic wave plates in the visible range.
However, because the retarders are rotating continuously, the
beam deviation is a lot easier to minimize in imaging conditions
with quarter-wave plates. L 'he variation with wavelength of the
fast axis and rerardance of the quarter-wave plates, together with
the broad wavelength analyzed in each pixel of the Bayer con-
figuration, should induce depolarization in the measurements.
The depolarization measured remained low. Indeed, usinga pre-
vious study [35], we calculated the depolarization induced by
the two quarter-wave plates in a straight-through configuration

IZ
L, where M= M,

with depolarization of 1 — Vo
1L
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or M = My, [36]. Considering the spectral dependence of the
rétardance and fast QXiS Ofientation Of thé achfomatic quartér-
wave plates provided by the manufacturerand with a bandwidth
of 70 nm, we found depolarizations of 1.5 * 1073, 8.6 % 1074,
and 1.8+ 10~* 2t 450 nm, 550 nm, and 600 om, respectively.
These values are well below the value extracted for M, Miens
presented above. Thisshows that the non-ideal retardance of the
quarter-wave plates was not a limiting factor in our setup. This
is in line with the propagation in the Mueller matrices of errors
made on the actual value of the retardance [24]. The overlap
of the color filters of the CCD detector of our camera induces
probably cross-talk corrections slightly different from the ones
Llefd here, and dle Valués maybé rctrievéd Llslng COlOr Standards:
this was beyond the scope of this work and the determination of
the cross-talk coefficients using filters allowed us to clearly show
how itaffected the measurements. The interest of the procedure
described here is multiple. Many anticounterfeiting tags pro-
posed are using images interleaved in orthogonal polarization
states [3,8,9] or hidden in some polarization state [10]. The
good contrast between the different images relies on the perfect
alignment of the polarization axes used for imaging with the axes
of the images. The full polarimetric measurement of the sample
and fast post-processing of the data would allow finding directly
the optimum polarization axes to have the better contrast or
reveal the image without relying on tedious alignment for the
end user (be it scientist or customer). For commercial applica-
tions, théré Wﬂl be nééd Of polarimétric measurements. Théré
are already Stokes cameras available, generally working at one
wavelength, We show here that imaging at multiple wavelengths
to render color polarized images would be feasible. There are
more and more proposals of using the camera of smartphones
for anticounterfeiting applications. Recent publications on
metasurfaces allow to envision external adaptors that could be
fitted to the camera of smartphones to allow for Stokes imaging
[37] . Thé fu].l COlOr méasuréd Mue”fff matfiX Ofthé tag Could bé
recorded in asecured database and used to validate the measured
Stokes vector.

4. CONCLUSION

In this work, we have built a micropolarimeter combining
imaging and color rendering capabilities. The micropolarimeter
was bascd on a dual—rotating Compénsator Systém allowing to
determine all 16 elements of the Mueller matrix. Due to the use
of a short focal length camera, the error on the beam position
introduced by the rotating elements could be maintained at
aCCCptablC lévcls. Thé Color Capab]lity was Obtainéd through
thff use Ofthé BaYCI Conﬁguratioﬂ Ofthé détﬂctor Ofthé camera
to filter the three R, G, and B color coordinates. Three Mueller
matrices were determined simultaneously after cross-talk cor-
rection and allowed reconstructing a color image observed
for two orthogonal linear polarizations. Obviously, the math-
ematical reconstruction could be used for any combination of
incident to emerging polarization. Such a polarimeter and the
information derived from its measurements could be used to
investigate systematically and conveniently the color response
for any polarization conditions of anticounterfeiting tags where
images would be intricate in color and polarization.
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