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financer le projet ANR JR JR PORIDG au sein duquel s’inscrit ma thèse.
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de l’équipe des dispositifs pour la santé et l’environnement, pour qui la fonctionnalisation de
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1.7 Les métabolites caractéristiques du sepsis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

1.8 Conclusion du chapitre . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
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2.2.1 Les fours de silanisation développés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

2.2.2 Substrats élaborés et utilisés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

2.2.3 Silanes et solvants utilisés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63

2.2.4 Présentation des techniques de caractérisation des monocouches de silanes 63
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3.2.2 Définition des systèmes initiaux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101
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3.8 Nombre moyen de métabolites capturés par les surfaces au cours de la simulation
pour (a, trait plein) la silice plane, (b, tiret long) la silice en feuillets, et (c tiret
court) la silice poreuse. En rouge, les surfaces fonctionnalisées par des silanes CH3

court, en bleu par des CH3 long, en vert par des COO− et en magenta par des
NH+

3 . Les courbes sont lissées avec des courbes de Bézier. . . . . . . . . . . . . . 109
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4.13 S/N et écart type à différentes concentrations, obtenus en MALDI-MS sur une
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LysoPC sont indiqués. L’étoile indique un pic de la surface. La normalisation TIC
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xv
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TIC a été utilisée. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 191
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bilité du protocole de silanisation du silicium avec les silanes CH3 court dans le
four n°3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
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en feuillets. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 205
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RN Réflectron négatif
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THF Tétrahydrofurane

TIC Courant ionique total (Total Ion Current)

ToF Temps de vol (Time of Flight)

ToF-SIMS Spectrométrie de masse des ions secondaire (Secondary Ion Mass Spectrome-
try)

TRIS Tris(hydroxyméthyl)aminométhane
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Introduction

Le sepsis, anciennement appelé septicémie (littéralement infection du sang), est une infection

grave, généralement bactérienne, mais pouvant être d’origine virale ou fongique, pouvant pro-

voquer la mort du patient. La dernière définition du sepsis, datée de 2016 et mise au point par

un consortium de scientifiques et de médecins, le décrit comme un dysfonctionnement d’organes

potentiellement mortel causé par la dérégulation de la réponse immunitaire d’un hôte à une

infection [1].

Cette maladie, assez peu connue du grand public, est la cause de 20 % des décès dans le

monde d’après l’OMS [2], soit environ 11 millions de personnes chaque année. En France, ce sont

environ 60 000 patients qui en meurent tous les ans, principalement des nouveaux-nés et des

personnes âgées dont le système immunitaire est plus faible que pour le reste de la population.

Elle touche également les personnes dont le système immunitaire a été artificiellement diminué, à

la suite d’une intervention chirurgicale par exemple, ce qui lui vaut également le nom d’infection

nosocomiale, c’est-à-dire, d’infection contractée dans un établissement de santé. Ce nombre va

certainement augmenter dans les années à venir à cause du vieillissement de la population, de

l’augmentation du nombre de personnes présentant des comorbidités ainsi que d’une meilleure

reconnaissance de la maladie.

Aujourd’hui, on classifie les états septiques en deux catégories : le sepsis et le choc septique, le

second étant une suite du premier. Il est défini comme un sepsis avec des anormalités circulatoire

et cellulaire suffisamment graves pour augmenter substantiellement la mortalité. Cela se traduit

par une diminution de la pression sanguine et une nécessité de passage en soins intensifs pour

prendre le relais artificiellement sur les organes dysfonctionnants.

La principale méthode de diagnostic est l’hémoculture suivi d’un antibiogramme [3].

L’hémoculture consiste à mettre en culture du sang, issu d’un prélèvement sanguin d’un pa-

tient, pour que les microorganismes présents se développent. La culture peut être faite pendant

une quinzaine de jours. Ce temps est nécessaire pour que l’agent infectieux, le plus souvent une

bactérie, puisse se développer dans le milieu et être en quantité suffisante pour être détecté.

Une fois la présence de la bactérie validée, il reste à trouver un antibiotique efficace. Pour cela,

une deuxième étape, appelée antibiogramme, est nécessaire. Elle consiste à mettre en contact la
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culture bactérienne avec un ou plusieurs antibiotiques pour analyser sa réponse et sélectionner

un traitement à l’infection.

En pratique, ce diagnostic est trop long pour pouvoir être fait avant le début du traitement

du patient, dont l’état de santé peut se dégrader rapidement (les chances de survies diminuent

de 7 % toutes les heures). En attendant les résultats de l’hémoculture, des antibiotiques à large

spectre sont donnés au patient, et dans le cas d’un sepsis aggravé, un choc septique, une admission

en soins intensifs peut être nécessaire pour maintenir les fonctions vitales, grâce notamment à

la transfusion sanguine et la ventilation artificielle. Le traitement dure une quinzaine de jours

et peut-être adapté une fois que l’origine de l’infection est trouvée.

Cependant, cette solution n’est pas viable sur le long terme : les bactéries développent des

résistances au contact des antibiotiques et l’utilisation d’antibiotiques à large spectre ne fait

qu’accélérer cette résistance. Il est donc nécessaire de trouver un outil de diagnostic rapide ou

un traitement efficace contre la maladie. De nombreux essais de traitement ont été menés depuis

plusieurs années mais ont quasiment tous échoué. Le seul médicament autorisé en France pour

traiter le sepsis, le Xigris, uniquement prescrit pour l’adulte, a finalement été retiré du marché

en 2011 par manque d’efficacité [3].

Le diagnostic plus rapide des sepsis d’origine bactérienne, majoritaires parmi l’ensemble des

sepsis, permettrait de commencer un traitement antibiotique spécifique rapidement pour traiter

les patients sans passer par les antibiotiques à large spectre. Cependant, les méthodes actuelles

qui se basent sur les hémocultures et la détection des bactéries sont limitées par la sensibilité

des appareils. Il est nécessaire de développer la culture pendant plusieurs jours avant d’avoir

suffisamment de bactéries pour pouvoir les détecter et les étudier.

Ces dernières années, des études sur le profil métabolique des patients atteints de sepsis ou

de choc septique ont été menées [4,5]. Elles montrent que certaines catégories de métabolites, en

particulier les acides aminés, les acides et les lipides sont des biomarqueurs de la maladie. Par

exemple, la concentration dans le sang de certains métabolites, comme la méthionine augmente

quand la concentration des lipides, comme les céramides diminue avec l’état d’avancement de

la maladie. Pouvoir détecter et quantifier ces variations dans le profil métabolique d’un patient

permettrait de pouvoir diagnostiquer le sepsis et le traiter.

Les techniques de détection actuelles basées sur la spectrométrie de masse sont promet-

teuses grâce à leur grande sensibilité. Cependant, ces techniques sont souvent couplées à d’autres

comme la chromatographie en phase liquide à haute performance ou la spectrométrie de masse

en tandem. Ces techniques, très sensibles, sont toutefois longues à mettre en place et sont dif-

ficilement réalisables dans des échantillons sanguins sans traitement préalable pour retirer les

espèces abondantes non spécifiques comme les protéines.

La technique de spectrométrie de masse par Désorption-Ionisation Laser Assistée par Ma-

trice (MALDI-MS), développée dans les années 1980 est une technique de spectrométrie de

masse créée pour l’analyse d’échantillons biologiques comme les tissus ou des liquides biolo-

giques (urine, plasma, sang...). Cependant, pour des molécules à faible poids moléculaire comme

les métabolites, la présence de pics de matrice, utilisée pour aider à l’ionisation des analytes

interfère avec le signal. Pour cela, d’autres techniques sans matrice ont été développées, en parti-
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culier la technique de spectrométrie de masse avec désorption ionisation sur silicium (DIOS-MS),

qui utilise la structuration du silicium poreux pour ioniser les analytes. De plus, la fonctionnali-

sation de la surface par des silanes peut améliorer la sensibilité des mesures pour s’approcher des

concentrations physiologiques. Cette absence de matrice permet de travailler dans la gamme de

masse des métabolites (inférieure à 1000 Da). Notons que l’efficacité de la détection en DIOS-MS

est très complexe et repose à la fois sur les propriétés d’adsorption des métabolites, mais aussi

de désorption, d’ionisation, de protonation, de transport et de fragmentation. Toutes ces pro-

priétés sont liées aux propriétés physico-chimiques des métabolites et des surfaces, de la fluence

du laser, de la conductivité thermique du substrat, de ses propriétés géométriques ou encore de

son absorbance à la longueur d’onde du laser.

Le projet ANR PORIDG a pour objectif de créer un système de diagnostic du sepsis en

15 min à partir d’un échantillon sanguin déposé sur une puce chimique de silicium poreux et

analysé en spectrométrie de masse. Les principaux axes de recherche de ce projet sont la création

de surfaces de silicium poreux fonctionnalisées reproductibles et conformes, la modélisation de

ces surfaces par dynamique moléculaire et l’étude de l’adsorption de molécules sur les silanes, la

détection de métabolites biomarqueurs du sepsis en DIOS-MS en milieu complexe et biologique

et enfin l’étude d’échantillons cliniques pour développer un modèle de détection de patients

malades.

La technique de fonctionnalisation de surface par monocouches de silanes est une technique

couramment utilisée dans l’équipe de Dispositif pour la Santé et l’Environnement (DSE) de

l’Institut des Nanotechnologies de Lyon (INL) sur des échantillons de silicium plan. Plusieurs

protocoles, en phase liquide et gazeuse ont été développés et répondent aux problématiques

actuelles de fonctionnalisation reproductible et d’immobilisation de protéines et d’anticorps.

Un travail de modélisation des surfaces fonctionnalisées au sein de l’équipe a aussi été mené

récemment. En 2020, Lecot et al. ont comparé quatre couches de silanes auto-assemblées, qui

diffèrent par la longueur de leur châıne alkyle (entre 3 et 18 atomes de carbone) et par leur

groupement terminal (chargé ou non chargé) sur une surface de silice modélisée en dyna-

mique moléculaire avec les résultats expérimentaux obtenus dans l’équipe en spectroscopie à

photoélectrons X (XPS) et en spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) [6].

Ces surfaces, développées dans l’équipe, ont permis d’analyser théoriquement les interactions

protéine-ligand sur une surface et l’influence de la monocouche de silanes à la surface sur les

énergies d’interaction et les déformations de la protéine. Ces surfaces, qui font seulement l’objet

de très rares publications en dynamique moléculaire, peuvent aussi être utilisées pour d’autres

molécules biologiques comme les métabolites pour étudier leur adsorption sur une surface dans

l’objectif de comprendre fondamentalement les résultats de détection en spectrométrie de masse.

Dans ma thèse, je me suis intéressé à la détection de métabolites biomarqueurs du sepsis

en DIOS-MS et ce travail peut être séparé en trois parties. La première partie porte sur la

fonctionnalisation des surfaces de silicium avec quatre silanes, à partir de fours conçus dans

le laboratoire. Une deuxième partie est dédiée à une étude de dynamique moléculaire sur les

interactions entre les métabolites et les surfaces silanisées, grâce à leur énergie d’interaction et

à l’orientation des métabolites à la surface. Enfin, une dernière partie s’intéresse à la détection
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des métabolites en spectrométrie de masse. Cette étude a été faite en MALDI-MS, technique

classique d’analyse de biomolécules puis en DIOS-MS pour surmonter les difficultés de détection

des métabolites à faible concentration et pouvoir travailler dans du plasma.

Le manuscrit est séparé en 6 chapitres :

Le Chapitre 1 présente tout d’abord le fonctionnement de la spectrométrie de masse MALDI

et DIOS ainsi que les applications pour la détection de métabolites. Le procédé de silanisation

est ensuite décrit, suivi de la théorie de la dynamique moléculaire et de ses applications pour

l’étude de l’interaction entre les métabolites et une surface. Enfin, les métabolites utilisés dans

l’étude sont présentés.

Le Chapitre 2 est dédiée à la fonctionnalisation en phase gazeuse de surfaces de silicium

par des silanes. Nous présentons le développement du protocole de silanisation sur les trois fours

de l’étude ainsi que la caractérisation des surfaces par angle de contact, XPS et spectrométrie

de masse des ions secondaires par temps de vol (ToF-SIMS).

Le Chapitre 3 présente les résultats de dynamique moléculaire. Nous modélisons trois

surfaces de silice : une silice plane, une silice en feuillet et une silice poreuse, avec chacune

des avantages et des inconvénients, et qui permettent de s’approcher au mieux de l’expérience.

Les quatre silanes sont ensuite greffés sur ces surfaces et les interactions entre les métabolites et

les silanes sont étudiées.

Ensuite, le Chapitre 4 s’intéresse à la détection des métabolites en MALDI-MS. Nous

commençons par analyser l’effet de six matrices différentes sur la détection des métabolites, puis

nous étudions la détection des métabolites en solution que nous mettons en relation avec le type

de silane, la cristallisation de la matrice et les propriétés des métabolites.

Dans le Chapitre 5, nous étudions la détection de la lysophosphatidylcholine (LysoPC) sur

les surfaces de silicium poreux fonctionnalisées en DIOS-MS. Nous analysons tout d’abord son

comportement sur les surfaces lorsque le métabolite est en solution, puis nous montrons qu’il

est possible de le détecter dans du plasma sans pré-traitement, uniquement en lavant la surface

à l’eau avant la mesure.

Enfin, le Chapitre 6 présente les résultats de la détection des métabolites en DIOS-MS

lorsque ceux-ci sont mélangés ensemble en solution. Nous essayons de rapprocher les observations

aux propriétés physico-chimiques des métabolites, en particulier leur affinité protonique, leur

énergie d’ionisation et leur charge.
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CHAPITRE 1

Etat de l’art

1.1 Introduction

Les études récentes, permises en partie grâce à l’augmentation des capacités de calcul des

ordinateurs, s’intéressent de plus en plus au métabolome humain, c’est-à-dire à l’ensemble des

petites molécules, les métabolites, dans un milieu biologique comme le sang. Ces molécules sont

en nombre important et en concentrations variées, ce qui rend leur étude complexe. Avec le

développement des statistiques, de nouvelles études ont été possibles pour identifier des ten-

dances dans le profil métabolique de patients. Ce domaine de la médecine porte le nom de

métabolomique. La meilleure compréhension de ces profils, en particulier dans le sang, a permis

de mieux comprendre l’effet de maladies sur le corps humain. En effet, les études montrent que

le profil métabolique d’une personne est influencé par son état de santé. Une bactérie ou un

virus dans le sang ou la présence d’un cancer modifient la concentration des métabolites dans le

sang, principalement à cause du dysfonctionnement de certains organes et de la dénaturation de

protéines [5,7–9]. On appelle alors ces métabolites des biomarqueurs de la maladie. Dans le cas

du sepsis, dont les causes peuvent être multiples, plusieurs études se sont intéressées à trouver

des biomarqueurs parmi les métabolites du sang [5,10–18]. Il a été montré récemment, en 2021,

qu’il est possible de regrouper les métabolites biomarqueurs du sepsis en trois familles : les acides

aminés et leurs dérivés, les acides organiques et les lipides [5]. Ces métabolites, naturellement

présents dans le sang, sont en concentration de quelques µg/mL pour les moins abondants chez

un patient sain, et dans le cas d’un patient atteint de sepsis, la concentration de ces biomarqueurs

peut doubler, quadrupler ou au contraire chuter drastiquement suivant le stade de la maladie

et le type de métabolite. [4, 18–20]. Les défis actuels sont de pouvoir détecter les variations de

concentrations d’un panel de métabolites spécifiques du sepsis noyés dans le sang parmi une

abondance de molécules de haut poids moléculaire. Cela permettrait de développer des outils de

diagnostic et accélérer la prise d’antibiotiques spécifiques.
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La spectrométrie de masse est largement utilisée à l’hôpital pour l’identification de petites

molécules (vitamines, molécules actives de médicaments ou toxiques) dans le sang. Cependant,

pour l’étude des métabolites, il est nécessaire de coupler une identification en spectrométrie

de masse avec une première étape de chromatographie pour séparer les métabolites d’intérêt

du reste des molécules. Ce sont des protocoles expérimentaux longs et complexes qui peuvent

engendrer des artefacts et la détérioration des métabolites. Il est donc nécessaire de développer

des techniques innovantes de spectrométrie de masse pour aller vers le diagnostic du sepsis.

Parmi ces techniques, la spectrométrie de masse par désorption-ionisation sur silicium (DIOS)

sur du silicium poreux fonctionnalisé est très prometteur mais peu d’études ont été réalisées

sur des milieux biologiques. L’efficacité du DIOS-MS repose sur la capacité des substrats à

adsorber/désorber/ioniser/protoner les métabolites. Il est très difficile de décorréler tous ces

phénomènes et cela n’a jamais été fait. La dynamique moléculaire pourrait être appropriée

pour avoir une idée des énergies d’adsorption relatives des différents métabolites sur différentes

surfaces.

Dans cette étude bibliographique, nous présentons le fonctionnement général de la technique

de MALDI-MS avec ses avantages et ses inconvénients pour la détection de métabolites dans

un échantillon liquide. Ensuite, nous présentons les principes de spectrométrie de masse par

désorption-ionisation laser assistée par la surface (SALDI-MS), ainsi que les principaux travaux

sur la détection des métabolites. Ces techniques permettent de s’affranchir de la matrice orga-

nique utilisée en MALDI et de pouvoir détecter des métabolites avec un meilleur rapport signal

sur bruit (S/N) que le MALDI. Nous faisons ensuite une étude plus approfondie sur les surfaces

de silicium poreux et leur fonctionnalisation, en particulier par des silanes, largement utilisées

en SALDI-MS de fait de leurs bonnes propriétés optiques. Une deuxième partie de cette étude

bibliographique se concentre sur la fonctionnalisation des surfaces de silicium par des silanes

et de la caractérisation des surfaces. Enfin, la dernière partie est consacrée aux simulations de

dynamique moléculaire. Ces simulations permettent une étude fondamentale des interactions

entre les métabolites et la surface à l’échelle atomique. Le modèle théorique sur lequel se base

la dynamique moléculaire est présenté, ainsi que les principaux travaux consacrés à l’étude des

interactions entre des métabolites et des surfaces.

1.2 La spectrométrie de masse par désorption-ionisation laser

assistée par matrice

La spectrométrie de masse MALDI est la spectrométrie de masse basée sur la désorption-

ionisation laser la plus commune. Cette méthode, apparue dans les années 1980, utilise les

propriétés de cristallisation et de transfert de charge d’une molécule de matrice organique pour

ioniser les analytes et pouvoir les analyser par spectrométrie de masse. Elle est régulièrement

utilisée pour l’analyse de biomolécules parce qu’elle dénature peu les protéines et fragmente

moins les molécules que d’autres techniques de spectrométrie de masse grâce à son ionisation

douce.
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Dans cette partie, nous présentons le fonctionnement du MALDI-MS, puis nous regardons

ses applications pour la détection de biomolécules, et en particulier les métabolites. Nous nous

concentrons principalement sur les surfaces de silicium qui sont des surfaces fréquemment uti-

lisées en dehors des plaques de MALDI industrielles en acier inoxydable, et qui sont les surfaces

qui nous intéressent dans le cadre de ce projet. Nous finissons cette partie sur les limites du

MALDI-MS en particulier pour les métabolites.

1.2.1 Fonctionnement du MALDI

La spectrométrie de masse MALDI est présentée en Figure 1.1. Les échantillons à analyser

sont mélangés à une matrice, une molécule ayant la propriété de cristalliser sous forme solide,

et sont déposés sur une surface. Avec l’évaporation du solvant, la matrice va co-cristalliser

avec les analytes. L’échantillon est ensuite placé sous vide et des pulsations laser de quelques

nanosecondes sont envoyées sur la surface. En chauffant la surface, le laser va désorber les

cristaux et ioniser la matrice et les analytes. Pour récupérer les ions, la principale méthode est

l’utilisation d’un tube en temps de vol (ToF pour Time of Flight) qui consiste à accélérer les

ions en fonction du rapport entre leur masse et leur charge (m/z) grâce à un champ électrique.

Les ions sont ainsi triés selon leur rapport m/z et un spectre de masse peut être obtenu. Dans la

suite, nous nous intéressons plus en détails aux différents éléments du MALDI-MS. Un schéma

détaillé du ToF est donné dans la section 1.2.1.e dédiée.

1.2.1.a La matrice

La matrice est une molécule organique qui a la particularité de cristalliser lorsque son solvant

s’évapore. Elle est la plupart du temps mélangée à l’échantillon à analyser et déposée sur une

plaque. La goutte déposée sèche et la matrice co-cristallise avec les molécules de l’échantillon.

Lors de l’irradiation laser, la matrice se désorbe et s’ionise. Cette ionisation permet ensuite

de transférer des charges aux analytes qui s’ionisent à leur tour pour ensuite être détectés. La

matrice a donc un double rôle : la protection des analytes pour éviter une irradiation directe du

laser, et ainsi éviter leur fragmentation, et le transfert de charge vers les analytes pour les ioniser

et qu’ils puissent passer dans le tube ToF [21]. Comme nous le verrons dans la suite, le transfert

de charge est un phénomène complexe dont tous les détails ne sont pas connus. En particulier,

on observe que certaines matrices sont plus efficaces pour l’ionisation de certaines molécules

par rapport à d’autres [22–25] mais ces résultats ne sont pour le moment qu’empiriques. Il est

souvent nécessaire de tester plusieurs matrices sur un échantillon avant de l’analyser.

En MALDI-MS, il est possible d’étudier les ions positifs et les ions négatifs. En fonction des

ions que l’on cherche à détecter, le choix de la matrice et de son solvant peut être différent.

Par exemple, la matrice HCCA (acide α-cyano-4-hydroxycinnamique) [26], la matrice SA (acide

sinapique) [27] et la matrice DHB (acide 2,5-dihydroxybenzöıque) [28] sont largement utilisées

pour la détection d’ions positifs. Au contraire, les matrices 9AA (9-aminoacridine) [29] et NEDC

(N-(1-naphtyl)-éthylènediamine dichlorhydrate) [30] sont principalement utilisées pour les ions

négatifs. Dans le cas de l’analyse des ions positifs, un acide est souvent ajouté au solvant de la

matrice (principalement de l’acide trifluoroacétique ou TFA) pour acidifier le milieu et ioniser
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Figure 1.1 – Schéma de fonctionnement de la spectrométrie de masse MALDI.

la matrice. Lors de nos expériences de spectrométrie de masse, nous avons utilisé six matrices

différentes : HCCA, DHB et THAP (2,4,6-trihydroxyacétophénone) pour les ions positifs et 9AA,

NEDC et DAN (1,5-diaminonaphthalene) pour les ions négatifs.

1.2.1.b Le laser

Le laser est ici l’outil permettant d’ioniser les molécules. Il est possible d’utiliser des lasers

ultraviolet (UV) et infrarouge (IR). Les premiers étant plus communs que les seconds et étant

aussi ceux que nous utilisons dans ce projet, nous nous concentrons exclusivement sur les lasers

UV dans la suite.

Les sources lasers sont multiples et le choix des matrices peut se faire en fonction de ce laser.

En UV, on retrouve principalement deux sources aujourd’hui : le laser azote à 337 nm et le laser

Nd-YAG (pour Neodymium-doped Yttrium Aluminium Garnet) à 355 nm [31]. Le paramètre

principal du laser pour la détection des biomolécules est la fluence du laser. La fluence est

définie comme l’intensité du rayonnement par unité de surface et est exprimée en J/m2. Une

bonne fluence permet de désorber et d’ioniser un maximum d’analytes et de matrice à la surface.

Cependant, plus la fluence est élevée, plus la fragmentation des molécules est élevée. Il est donc

nécessaire de trouver un compromis pour maximiser le signal tout en réduisant au maximum
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la fragmentation. Pour une application MALDI pour la désorption et l’ionisation de la couche

supérieure d’un échantillon, la fluence nécessaire avec un laser UV est de l’ordre de 50-500 J/m2.

À l’intérieur d’un échantillon, l’évolution de la fluence suit la loi de Beer-Lambert [32] :

H(z) = H0 · e−αz (1.1)

où H(z) et H0 sont respectivement la fluence du laser à une profondeur z et à la surface de

l’échantillon et α est le coefficient d’absorption de la matrice. Dans la gamme 300-400 nm, la

longueur d’onde des laser UV, l’absorption est principalement due à des cycles aromatiques avec

des groupes donneurs d’électrons comme des résidus hydroxyles [33–35]. Les matrices utilisées

ont donc toutes ces fonctions chimiques. Sous forme solide cristallisée, le coefficient d’absorption

pour les matrices classiques à 337 nm (laser azote) se trouve dans la gamme 5.104 - 5.105 cm−1,

soit une profondeur de pénétration de l’ordre de 20 à 200 nm, pour une fluence égale à 30 % de

la fluence du laser à la surface de l’échantillon. Classiquement, la profondeur d’analyse est donc

de 20 à 200 nm.

1.2.1.c La désorption

La désorption est la première étape du phénomène de ”désorption-ionisation” caractéristique

de la spectrométrie de masse MALDI. Le terme de désorption est cependant mal choisi. En effet,

l’exposition d’une surface à un laser implique une destruction de cette surface [35] au minimum

sur quelques monocouches. Un terme plus adéquat serait ablation de la surface, c’est-à-dire le

retrait d’une partie du solide, par le laser. Dans la suite, par souci de clarté avec les termes

habituellement utilisés dans la littérature, nous continuerons de parler de désorption mais il est

important de se souvenir que cette description peut être vue comme un abus de langage.

Comme mentionné dans la partie sur le laser, la quantité d’analyte et de matrice désorbée

dépend de la fluence du laser : plus la fluence sera élevée, plus la quantité de matière désorbée

sera importante. Il est très probable qu’une partie de la matrice s’ionise lors de ce processus

de désorption également mais la majorité de ce qui est désorbé reste neutre. Habituellement,

lors de mesures MALDI-MS avec un laser UV, les pulsations du laser sont de l’ordre de 3

ns. La conduction thermique est un phénomène minoritaire lors de la désorption car pour une

pénétration de l’ordre de 100 nm, la constante de conduction est de 10 ns. On parle alors

de régime avec confinement thermique. Le processus se déroule également dans un régime de

confinement acoustique, c’est-à-dire que la durée des pulsations laser est grande devant le temps

acoustique caractéristique qui est de l’ordre de 50 ps [35]. L’ablation n’est donc due ni à des

contraintes thermiques, ni à des contraintes acoustiques dans le milieu mais uniquement à la

fluence du laser.

D’après des études de dynamique moléculaire, il semblerait que lorsque la fluence du laser

est faible, les molécules désorbées sont principalement des molécules seules sans liaison inter-

moléculaire (avec quelques dimères et trimères). En augmentant la fluence, on voit apparâıtre

des clusters de molécules [36], ce qui est nécessaire dans le cas du MALDI comme nous le verrons

dans la partie suivante sur l’ionisation.
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1.2.1.d L’ionisation

L’ionisation est un processus extrêmement complexe et très difficile à observer

expérimentalement. Pour cela, à ce jour, aucun modèle général n’existe. Plusieurs hypothèses

essaient d’expliquer ce phénomène pour le MALDI-MS. Premièrement, et comme nous l’avons

évoqué dans la partie précédente, la première partie de l’ionisation se déroule en même temps que

la désorption, lors de l’impulsion laser. À ce moment, seules les molécules de matrice, dont l’af-

finité protonique est élevée, sont ionisées sous la forme [M+H]+ et [M-H]−. Ces ions se trouvent

dans de la matière condensée et non isolés dans le vide, ils interagissent donc encore avec les

autres molécules de matrice et les analytes [33].

Il existe aujourd’hui deux principaux modèles pour l’ionisation des analytes en MALDI-MS.

Le premier, appelé le modèle CPCD (pour Coupled Physical Chemical Dynamics), suppose que

les analytes sont neutres dans le cristal ou qu’ils sont neutralisés par des contre-ions. Dans ce

cas, l’ionisation secondaire des analytes se fait grâce à un transfert de protons, soit de la matrice

vers l’analyte, soit l’inverse, en fonction de la charge de la matrice [37] :

[matrice + H]+ + analyte → matrice + [analyte + H]+ (1.2)

[matrice − H]− + analyte → matrice + [analyte − H]−. (1.3)

Un autre modèle, qui ne fait pas l’hypothèse que l’analyte est neutre dans la matrice est le

modèle du lucky survivor ou ”survivant chanceux” [38]. Cette fois, le processus, qui se déroule au

sein d’un cluster, est plus complexe et fait intervenir des contre-ions, généralement de la matrice

ou un acide. L’hypothèse de ce modèle est que la pulsation laser crée des clusters de molécules.

L’ionisation secondaire des analytes se fait alors à l’intérieur des clusters selon l’un des schémas

suivants :

{[analyte + nH]+ + n[contre-ion − H]− + [matrice + H]+}+

→ matrice + n contre-ion + [analyte + H]+
(1.4)

{[analyte − nH]− + n[contre-ion + H]+ + [matrice − H]−}+

→ matrice + n contre-ion + [analyte − H]−.
(1.5)

où {} désigne des molécules d’un même cluster. Ce modèle, pour lequel les analytes seraient

encore chargés dans les cristaux est issu d’une observation de Krüger et al. qui ont montré

grâce à des indicateurs colorés que des molécules pouvaient garder leur charge même après la

co-cristallisation avec la matrice [39].

Il a été montré que ces deux phénomènes, avec et sans contre-ions avaient lieu simultanément

lors de l’ionisation en MALDI [38]. La part de chacun sur l’ionisation global des analytes dépend

de la fluence du laser, de la différence d’affinité protonique entre la matrice et l’analyte, ou encore

du pH de la solution. De plus, il n’est pas exclu que d’autres phénomènes comme l’ionisation

multi-photons directe de la matrice [40] ou le modèle de fluide polaire [41] aient aussi une impor-

tance sur le processus d’ionisation. À ce jour, plusieurs modèles tentent d’expliquer l’ionisation

en MALDI mais aucun modèle ne semble en mesure de pouvoir répondre à toutes les spécificités
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du processus. L’ionisation en MALDI est donc un domaine de recherche en développement pour

essayer de trouver un modèle permettant de regrouper l’ensemble des phénomènes qui ont lieu

après la pulsation du laser.

1.2.1.e L’analyseur

La dernière étape est la détection des molécules ionisées. L’analyseur couramment utilisé en

MALDI-MS est l’analyse en temps de vol, présenté en Figure 1.2. Les ions sont tout d’abord

accélérés dans une chambre d’accélération traversée par un champ électrique constant. Le po-

tentiel électrique peut être légèrement différé de la pulsation de quelques dizaines de nanose-

condes pour que les ions se stabilisent avant d’être accélérés. Leur vitesse en sortant du tube

d’accélération de potentiel électrique U est égale à

v =
U√

2

√
z

m
(1.6)

où m est la masse de l’ion et z sa charge. La vitesse dépend donc uniquement du rapport m/z.

Les ions finissent leur course dans une chambre de vol avec un champ nul qu’ils traversent à des

vitesses différentes. Ils sont ainsi séparés selon leur rapport m/z et arrivent à des temps différents

au détecteur. Avec cette technique, deux ions ayant le même rapport m/z auront le même temps

de vol et arriveront au même moment au niveau du détecteur. Cependant, en pratique, on

observe un étalement des vitesses en sortie du tube d’accélération. Pour remédier à ce problème,

l’analyseur peut être équipé d’un réflectron, ou miroir électrostatique, permettant une meilleure

précision dans la mesure (Figure 1.2). En effet, le réflectron est composé d’un champ électrique

opposé à celui du tube d’accélération des ions. Il permet de compenser les légères différences

d’énergie cinétique pour des ions de même rapport m/z qui aurait des trajectoires de longueur

légèrement différentes pour qu’ils arrivent au même moment au détecteur. En modifiant le

sens du champ d’accélération avant le tube de temps de vol, il est possible de détecter soit

des ions positifs soit des ions négatifs selon l’objet de l’étude. Dans la suite, nous parlerons

d’analyse en mode linéaire (positif ou négatif) dans le cas où le réflectron n’est pas utilisé et de

réflectron positif (RP) et réflectron négatif (RN) lorsque le réflectron est utilisé pour l’analyse

respectivement des ions positifs et négatifs.

Comme nous le verrons dans la suite, cette technique de spectrométrie de masse est adaptée

pour la détection de biomolécules. En effet, grâce à la matrice, les molécules comme les peptides,

protéines, ou autres macromolécules, sont protégées du faisceau laser direct, ce qui permet

d’éviter leur décomposition et leur fragmentation, ce qui n’est pas le cas de la majorité des autres

techniques de spectrométrie de masse. Aujourd’hui la gamme de masse pour la spectrométrie

MALDI commence à quelques Da pour les molécules les plus petites à plus de 300 kDa pour les

plus grosses protéines.
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Figure 1.2 – Trajectoire d’un ion dans un analyseur en temps de vol équipé d’un réflectron
dans le cas d’une analyse des ions positifs.

1.2.2 Le choix de la matrice

Comme il en a été discuté dans la section précédente, le choix de la matrice est primordial

pour l’étude MALDI [42]. En fonction des propriétés physico-chimiques des analytes, la meilleure

matrice peut être différente, même au sein d’un même échantillon. Une matrice couramment uti-

lisée est la matrice HCCA car elle offre de bons résultats pour un grand nombre de molécules

différentes. Krause et al. l’utilisent par exemple pour étudier les peptides extraits de la purifi-

cation d’une culture de bactéries Mycobacterium tuberculosis [43]. Ils montrent que l’utilisation

de la matrice HCCA permet de détecter préférentiellement les peptides contenant de l’arginine

par rapport aux autres peptides dans le milieu mais aussi des métabolites. La comparaison à

deux autres matrices, l’acide sinapique et l’acide 2,5-dihydroxybenzöıque montre que le signal de

détection des peptides contenant de l’arginine est multiplié par un coefficient entre 4 et 18 avec

la matrice HCCA par rapport aux peptides contenant de la lysine à la place de l’arginine alors

que ce coefficient est compris entre 2 et 3,2 pour les deux autres matrices. La matrice HCCA

est donc la meilleure pour la détection de ces peptides dans ces conditions.

D’autres matrices organiques peuvent être utilisées pour d’autres molécules ou d’autres types

de molécules. C’est le cas par exemple pour Chen et al. qui utilisent la matrice NEDC pour la

détection du glucose [44]. Grâce à cette matrice, ils détectent le glucose jusqu’à une concentration

inférieure à 200 µg/mL. À la différence de l’étude précédente dans laquelle les ions des peptides

sont créés à partir de l’ajout d’un proton, dans l’étude de Chen et al., l’ion qui est détecté est

un adduit du glucose avec un ion Cl−, présent dans le milieu.

Kinumi et al. étudient aussi la meilleure matrice pour détecter des peptides en MALDI-

MS [25]. Pour cela, ils utilisent plusieurs matrices différentes : HCCA, THAP 2,5-

dihydroxyacétophénone (DHAP), et du di-ammonium hydrogénocitrate (DAHC). Ils montrent
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que la meilleure matrice pour détecter des peptides contenant un acide cystéine-sulfonique est

un mélange entre THAP et DAHC. C’est la solution qui forme les cristaux les plus stables dans

le temps et le meilleur signal.

Pour chaque étude, il est donc nécessaire de faire un travail préalable sur le choix de la

matrice pour optimiser les intensités des analytes. Toutefois, la molécule de matrice n’est pas

le seul paramètre que l’on peut modifier. Le solvant de la matrice est aussi important pour les

analyses. En effet, en fonction de l’affinité du solvant avec l’analyte et sa mouillabilité de la

surface, les résultats peuvent être très différents. C’est le cas par exemple de Cerruti et al. qui,

en plus de tester différentes matrices pour la détection de lipides, testent aussi deux solvants

différents avec la matrice 9AA : un mélange éthanol/eau (70/30 v:v) ou du méthanol pur [29].

L’utilisation du mélange éthanol/eau permet la formation de petits cristaux comparés à ceux

obtenus avec le méthanol pur. De plus, un plus grand nombre de lipides sont détectés avec le

premier solvant. Le mélange est donc plus approprié que le méthanol pur pour l’étude des lipides

dans ces conditions.

Enfin, les matrices peuvent également être utilisées pour dérivatiser des analytes difficilement

ionisables. En couplant la cible à une molécule chargée ou facilement ionisable, il est ainsi

possible de détecter des molécules qui ne le serait pas avec une matrice classique [45]. Cela

provoque également un décalage en masse de l’analyte permettant éventuellement de séparer

deux analytes de masses proches.

1.2.3 Le substrat de silicium

Un autre paramètre intéressant est le substrat sur lequel l’analyte est déposé et la matrice

cristallise [46]. Le substrat habituellement utilisé sur les plaques MALDI est l’acier mais il est

également possible de prendre un autre matériau avec des propriétés d’absorption de l’énergie

du laser ou de transfert de protons différentes et qui peuvent influencer le signal de détection

des molécules. De plus, la mouillabilité du substrat par le solvant des molécules à analyser et

par celui de la matrice peut influencer la cristallisation de la matrice, la répartition des analytes,

et le signal final. Le silicium est un matériau qui est utilisé régulièrement pour remplacer les

plaques d’acier.

Parmi les substrats de silicium, le silicium poreux améliore le signal. En plus de diminuer la

mouillabilité de la surface, le poreux permet d’augmenter la surface spécifique et donc la quantité

d’analytes adsorbés. Mengistu et al. étudient l’amélioration du signal en utilisant du silicium

poreux par rapport à du silicium plan [47]. Ils montrent que l’utilisation du silicium poreux

obtenu par électrogravure chimique permet d’obtenir un signal de détection pour des protéines

comprises entre 6 et 66 kDa (l’insuline, l’albumine de sérum bovin, l’α-caséine...) multiplié par

6 par rapport au silicium plan. Les mesures sont faites avec des protéines à une concentration

de 1 mg/mL en solution.
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1.2.4 Amélioration de la sensibilité et de la sélectivité par la modification

chimique de surface

L’utilisation d’un substrat peut être complétée par une fonctionnalisation de la surface.

Cette fonctionnalisation permet de modifier les propriétés physico-chimiques de la surface et

ainsi changer les propriétés d’adsorption, de désorption et d’ionisation des analytes [48, 49].

Dans cette partie, nous présentons plusieurs pistes de modification d’une surface de silicium

pour améliorer la sensibilité de la mesure MALDI.

1.2.4.a Les polymères

Un premier type de fonctionnalisation de la surface pour modifier ses propriétés chimiques

et favoriser l’adsorption de certaines molécules est l’utilisation de polymères. Ma et al. [50]

ont montré que l’utilisation de polymère époxy pour fonctionnaliser du silicium nanostructuré

(hierarchically porous hybrid monoliths ou HPHC) permet de détecter plusieurs N-glycopeptides

dans différents fluides biologiques.

Récemment, des chercheurs ont montré que l’utilisation de poly(méthacrylate de méthyle)

(PMMA), un polymère hydrophobe, permet une distribution plus uniforme des analytes (pep-

tides et protéines) sur la surface [51, 52]. Cette distribution donne une mesure inter- et intra-

échantillon plus reproductive (environ 10 % d’écart type relatif). Ce phénomène est très recherché

pour une analyse quantitative d’un échantillon car l’une des difficultés de l’analyse MALDI est

la non uniformité de la co-cristallisation entre la matrice et les analytes. Cette non-uniformité

implique l’apparition de ”sweet spots”, des zones où l’analyte s’agrège au sein d’un cristal, ce

qui donne un fort signal localisé et des variations de plus de 50 %. En utilisant ce polymère en

nanopoint sur une surface de silicium plane ou avec des nanopiliers, il est possible d’améliorer

la reproductibilité mais aussi d’améliorer la limite de détection (LoD) de trois ordres de gran-

deur par rapport à la plaque de MALDI classique en acier pour la détection de peptides et de

protéines.

1.2.4.b Le procédé sol-gel

Pour essayer d’augmenter la sensibilité de la mesure, il est aussi possible d’utiliser le procédé

sol-gel pour encapsuler les analytes et ainsi enrichir la surface pour la détection. Lee et al. [53] ont

utilisé ce procédé, combiné à du silicium poreux pour détecter l’antigène prostatique spécifique

(PSA). Pour cela, ils mélangent un anticorps anti-PSA dans le sol-gel, qu’ils déposent ensuite

sur du silicium poreux. Le PSA est ensuite déposé sur le système macroporeux et capturé par

les anticorps. Cette technique permet de détecter l’antigène à une concentration de 48 µg/mL

sans que le signal de l’anticorps ne vienne perturber le spectre de masse. Ce résultat obtenu en

solution modèle est une première étape avant de travailler avec des échantillons plus complexes

comme nous le verrons ensuite.
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1.2.4.c Les silanes

Les silanes sont très largement utilisés pour la fonctionnalisation de surface de silicium parce

qu’ils forment des monocouches auto-assemblées (SAM) et ils existent sous différentes formes

avec différentes longueurs de châıne alkyle et différents groupements terminaux, ce qui permet

de modifier facilement les propriétés chimiques de la surface [54, 55]. Ce n’est pas étonnant que

ces molécules soient aussi utilisées en MALDI-MS pour améliorer la sélectivité de la détection

en modifiant les propriétés de la surface. Nous présentons ici quelques exemples significatifs de

l’utilisation des silanes pour la détection de biomolécules.

Hsieh et al. ont montré que la présence d’une monocouche de 3-aminopropyltriétoxysilane

(APTES) permettait d’améliorer la limite de détection de la bradykinine (900 g/mol) et de la

gramicidine D (1882 g/mol) par rapport à une surface non fonctionnalisée respectivement de 11

nM à 0,93 nm et de 110 µM à 0,33 µM dans une solution modèle [26].

Parfois, les silanes ne sont qu’une étape intermédiaire dans la fonctionnalisation de la surface.

Zhou et al. ont utilisé une surface de silicium poreux fonctionnalisé par des silanes APTES

qu’ils ont modifiée pour arriver à une surface de phosphate de zirconium [56]. Celle-ci permet de

détecter de manière sélective les phosphopeptides par rapport aux autres peptides. L’étude de

la caséine β, qui contient également du phosphore, montre que celle-ci peut être détectée dans

une solution tampon contenant un rapport caséine/albumine de sérum bovin (ASB ou BSA en

anglais pour Bovine Serum Albumine) allant jusqu’à 1:100.

1.2.5 Détection d’analytes en milieu complexe

Lors de l’étude d’échantillons complexes comme des milieux biologiques, il est souvent

nécessaire de commencer par des étapes de pré-traitement de l’échantillon pour en retirer les

espèces qui pourraient empêcher la bonne détection des molécules d’intérêt. C’est le cas en

MALDI-MS où le simple dépôt d’un échantillon de plasma sur une plaque et une cristallisation

n’est pas suffisant pour étudier certaines espèces, en particulier celles présentes en faible quantité

dans le milieu [57]. Plusieurs techniques existent pour purifier le milieu, la centrifugation étant

la plus commune. On retrouve également la chromatographie en phase liquide [58,59] ou l’usage

de nanoparticules (NPs) [60] pour séparer l’analyte du milieu dans lequel il se trouve. Il est

aussi possible de combiner plusieurs méthodes, la centrifugation est par exemple régulièrement

utilisée comme première étape avant une séparation plus précise par une autre technique. Dans

la suite, nous présentons différentes techniques basées sur l’interaction analyte-surface pour la

séparation dans l’optique d’une analyse en MALDI-MS.

1.2.5.a Séparation par des nanoparticules

Ces surfaces modifiées (pores, polymères, silanes...) ont permis une étude d’échantillons plus

complexes allant jusqu’aux échantillons biologiques comme le plasma. Une technique commune

pour la séparation des analytes d’un milieu est la séparation avec des nanoparticules. Ces nano-

particules permettent d’adsorber les analytes d’intérêt. Puis, grâce à un aimant, il est possible

de séparer ces NPs du milieu complexe. Enfin, une étape d’élution grâce à un solvant organique
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permet de récupérer les analytes et d’en analyser la composition en spectrométrie de masse [61].

En effet, l’un des principaux problèmes lors de l’analyse MALDI d’échantillons sanguins est

l’albumine qui est présente en grande quantité dans le sang et qui est très bien détectée en

MALDI-MS. L’objectif de Terraciano et al. est donc de trouver une méthode permettant de

supprimer l’albumine du signal [62]. Pour cela, ils utilisent des nanoparticules de silice poreuse

qu’ils mélangent à un échantillon de sérum. Après un temps de réaction, les NPs sont séparées

du milieu par centrifugation puis les protéines adsorbées à la surface des NPs sont extraites dans

un mélange eau/méthanol et analysées en MALDI-MS. Cette technique permet de diminuer sen-

siblement le signal de l’albumine par rapport à un échantillon de plasma directement déposé sur

une plaque. Une augmentation du signal pour les masses comprises entre 800 et 10 000 Da est

visible grâce aux NPs de silice.

Xu et al. [63] ont aussi utilisé des particules de silice pour détecter spécifiquement des glyco-

peptides. Cette silice est fonctionnalisée par un acide di-boronique pour capturer spécifiquement

ces glycopeptides dans un milieu complexe de digestion tryptique. Les NPs sont ensuite séparées

du milieu par centrifugation et une élution permet de récupérer ce qui est resté adsorbé à la

silice, qui est ensuite analysé en MALDI-MS. Ce pré-traitement de la solution permet de di-

minuer le signal de la BSA et de s’intéresser spécifiquement aux glycopeptides. Ils sont ainsi

détectés jusqu’à une concentration inférieure au pmol/mL, soit environ deux ordres de grandeur

meilleurs que sans l’étape d’enrichissement avec la silice fonctionnalisée.

Dans le cas d’une séparation avec un aimant, il peut être intéressant d’utiliser un cœur pour

la nanoparticule différent de la surface. Chen et al. [64] utilisent un cœur d’oxyde de fer recouvert

de silice mésoporeuse. La silice permet d’adsorber des peptides d’un extrait de cerveau de rat

et le cœur de fer permet grâce à un aimant de séparer les peptides adsorbés sur les NPs du

reste du milieu. Cette configuration permet de détecter de l’angiotensine II (1046 Da) à une

concentration de 5 ng/mL dans une solution de cerveau de rat ce qui n’est pas possible sans les

NPs.

Il est aussi possible d’utiliser directement des nanoparticules sur une plaque MALDI, sans

passer par l’étape d’élution lors de la préparation des échantillons. Wang et al. [65] utilisent

des nanoparticules fonctionnalisées par des anticorps pour la détection de l’insuline. Grâce à

la fonctionnalisation par des anticorps anti-insuline, ils arrivent à détecter l’insuline dans un

échantillon de plasma préalablement centrifugé. Les NPs sont ensuite rincées pour ne garder que

ce qui est capturé par la surface puis déposées sur une plaque MALDI avec la matrice HCCA

et analysées. Grâce à cette méthode il est possible de détecter l’insuline naturellement présente

dans le plasma et le sérum.

1.2.5.b Séparation par des substrats de silice

Dans un autre contexte, certains chercheurs se sont intéressés à un peptide ou une protéine

d’intérêt. L’hepcidine par exemple est un peptide connu pour être un biomarqueur de la quantité

de fer dans le sang et qui peut donc être utilisé pour surveiller une anémie [66]. Le groupe de Fan

et al. [67] s’est donc intéressé à ce peptide : grâce à une surface de silicium mésoporeux, ils ont

pu extraire l’hepcidine d’échantillons de sérum et d’urine préalablement centrifugés. L’hepcidine
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est ensuite éluée de la surface poreuse grâce à un solvant à base d’acétonitrile (ACN) et déposée

sur une plaque de MALDI classique avec de la matrice HCCA. Dans ce cas, la mesure n’est pas

directement faite sur la surface de silicium mais les propriétés physico-chimiques de la surface

sont tout de même utilisées pour extraire l’hepcidine du milieu. Cette technique a ensuite été

utilisée pour étudier des échantillons de patients infectés par le virus de l’hépatite B (VHB).

Certains de ces patients avaient aussi contracté une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire,

deux conséquences possibles de l’infection au VHB. Les chercheurs montrent que le suivi de ce

peptide dans du sérum est possible et permet de différencier les groupes de patients infectés par

le VHB et ayant contracté un carcinome hépatocellulaire des patients sains. En revanche, les

patients atteints de cirrhose ne sont pas différentiables des patients sains avec cette méthode [7].

Liang et al. [68] étudient la détection d’un peptide synthétique standard ajouté dans du

sérum de rat grâce à une surface de silicium poreux avec des pores de diamètre 5,2 nm. De

même que précédemment, l’échantillon de sérum pré-traité est déposé sur la surface de silice

puis retiré et les analytes, présents à la surface après rinçage, sont élués pour être analysés sur

une plaque de MALDI classique. Cette méthode montre qu’il est possible de détecter un peptide

standard (1338 Da) artificiellement ajouté dans du sérum de rat jusqu’à une concentration de

10 ng/mL.

Notons que ces deux techniques de séparation présentent un pré-traitement complexe

de l’échantillon (séparation par des solvants, élution...), ce qui peut engendrer des artefacts

expérimentaux et allonger le temps d’analyse. Par ailleurs, à notre connaissance, aucune étude

MALDI-MS sans pré-traitement pour la détection d’un métabolite spécifique en milieu physio-

logique n’a été menée.

1.2.6 Limitations du MALDI

Malgré sa grande sensibilité, le MALDI-MS peut être limitant dans certains cas en milieu

complexe, en particulier pour la reproductibilité et l’étude de petites molécules comme des acides

aminés.

1.2.6.a Problème de reproductibilité

L’ionisation en MALDI se fait grâce à un transfert de proton entre la matrice et l’analyte et

dépend donc fortement de la co-cristallisation entre les deux molécules. Cette co-cristallisation

n’est cependant pas tout le temps uniforme sur la surface, avec par exemple une cristallisation en

anneau et une concentration plus importante de la matrice sur les bords de la goutte par rapport

au centre. Ce phénomène diminue la reproductibilité de la mesure. Pour résoudre ce problème,

plusieurs méthodes plus ou moins complexes ont été développées ces dernières années pour rendre

le dépôt plus uniforme et ainsi augmenter la reproductibilité point à point [69]. Kudina et al. ont

mis au point un procédé de dépôt de la goutte contenant la matrice par électromouillage [70].

L’électromouillage est une technique permettant de diminuer l’angle de contact d’une goutte de

liquide sur une surface sur laquelle le mouillage est normalement faible en imposant une tension

électrique. Ici, les auteurs ont utilisé une plaque de verre sur laquelle ils ont déposé un réseau
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d’électrodes planes. Ensuite, les électrodes ont été recouvertes par une couche de parylène C

puis une couche mince de Teflon™ pour rendre la surface hydrophobe. Après le dépôt de la

goutte, une tension est appliquée sur le substrat, ce qui fait circuler l’analyte et la matrice dans

la goutte et évite leur précipitation. En séchant, la goutte diminue sa surface de contact avec

la surface et la cristallisation n’a lieu qu’en fin de séchage, à la différence du MALDI classique

pour lequel la surface de la goutte séchée est la surface lors du dépôt initial et un anneau de

cristaux apparâıt autour de la goutte. Une comparaison en MEB (Microscope Électronique à

Balayage) des gouttes séchées est présentée en Figure 1.3. La surface occupée par les cristaux est

plus petite avec cette technique, appelée e-MALDI, avec l’électromouillage qu’avec la technique

de MALDI classique.

Figure 1.3 – Images MEB d’une goutte séchée de matrice DHB avec du paracétamol (ratio
molaire de 10:1) avec (a) une plaque de MALDI classique et (b) une plaque de e-MALDI. La
bande blanche sur fond noir mesure 1 mm. Image issue de [70].

La réduction de la taille de la goutte et la plus grande uniformité de la cristallisation leur

a permis de détecter des petits molécules avec un signal pouvant aller jusqu’à 30 fois le signal

de MALDI classique et avec des variations relatives de l’ordre de 10 % alors qu’elles peuvent

atteindre plus de 50 % dans le cas du MALDI classique.

1.2.6.b Problèmes de détection aux faibles masses

Le MALDI-MS est couramment utilisé pour des molécules de masse supérieure à 1000 Da.

En dessous de cette masse, la matrice peut gêner la bonne détection des molécules. En effet, les

matrices sont des molécules qui s’ionisent facilement et le transfert de charge vers les analytes

n’est pas complet dans la majorité des cas. Les matrices passent donc dans le tube ToF et arrivent

jusqu’au détecteur. Leur masse étant de quelques centaines de Da, leur spectre se concentre sur

les faibles masses. À cause de cela, certains pics peuvent concomiter avec des pics des analytes.

Par exemple, la matrice HCCA a un pic à 190,2 m/z correspondant à la molécule avec un

proton supplémentaire ([HCCA+H]+). Toute molécule ayant la même masse que la matrice et

étant détectée avec le pic [M+H]+ ne pourra pas être détectée avec cette matrice. Dans le cas

d’une étude de plusieurs molécules, le choix d’une matrice convenant à toutes les molécules peut

s’avérer compliqué car le spectre d’une matrice comporte souvent une grande quantité de pics

issus d’adduits et de groupements de molécules, comme pour la matrice HCCA en Figure 1.4.
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Figure 1.4 – Spectre de masse MALDI de la matrice HCCA sur la gamme de masse 0-800 m/z.

À ce jour, les quelques études en MALDI-MS menées sur les métabolites en milieu complexe

sont des études statistiques pour évaluer un profil métabolique général d’un échantillon [71]. Il est

par exemple possible, grâce à du silicium poreux sur lequel est déposé une goutte de périlymphe

(liquide présent dans l’oreille interne), d’étudier la surdité de perception [72]. L’analyse en spec-

trométrie de masse MALDI permet de séparer les patients en trois groupes en fonction de leur

profil métabolique, les groupes pouvant être différenciés par d’autres caractéristiques cliniques

comme la concentration des protéines. Cependant, le périlymphe ne peut être obtenu que pour

des patients atteints de surdité car l’opération présente un risque de perte auditive dans le cas

d’un patient sain. Il n’a donc pas été possible de réaliser un contrôle avec un patient sain dans

cette étude.

1.2.6.c Des solutions pour améliorer la reproductibilité et la détection aux faibles

masses

Plusieurs pistes ont été examinées pour résoudre le problème de reproductibilité. Une récente

étude concerne le remplacement des matrices organiques par des nanoparticules [73]. L’avantage

de ces nanoparticules est qu’elles ne sont pas détectées sur le spectre comme cela peut être

le cas avec les matrices organiques. Elle sont donc plus adaptées pour la détection de petites

molécules de masse semblable à la masse des matrices. Sakurai et al. ont testé deux types de

nanoparticules : en tellurure de cadmium (CdTe) ou en oxyde de cuivre (CuO) [74]. Ces deux

nanoparticules sont utilisées pour détecter des molécules contenant un groupement carboxyle :

la tyrosine (181 Da), l’acide salicylique (138 Da), l’acide glucuronique (194 Da) et l’ibuprofène

(206 Da). Les deux NPs permettent de détecter ces quatre molécules à une concentration de 1

mg/mL. L’étude sur la tyrosine montre que la détection de cet acide aminé avec les NPs de CuO

donne une intensité de signal 6,3 fois plus importante qu’avec les NPs de CdTe en réflectron

négatif. Cette différence est expliquée par le potentiel zêta des NPs. En effet, le CuO est plus

apte à capter des électrons seuls car son potentiel zêta est de l’ordre de 25 mV alors que celui

du CdTe est proche de 0.
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Une autre idée pour une meilleure analyse en MALDI-MS de petites molécules est de limiter

la détection des pics de matrice. Park et al. [11] proposent d’utiliser un polymère de parylène

pour empêcher la détection des pics de matrice. Pour cela, ils déposent une goutte de matrice

DHB sur une plaque MALDI. Après séchage de la goutte, ils déposent une couche mince de

50 nm de parylène sur la surface par dessus la goutte séchée de matrice. Ils étudient ensuite

les analytes en déposant une goutte sur le parylène au dessus de l’emplacement de la goutte.

Le parylène ayant une structure poreuse, il permet à l’analyte de pénétrer à l’intérieur et de

se trouver en contact avec la matrice DHB tout en évitant que le laser irradie directement la

matrice, ce qui diminue considérablement la quantité de matrice détectée sur le spectre de masse.

Enfin, la principale méthode pour résoudre ces deux problèmes est l’utilisation d’un autre

groupe de techniques : le SALDI-MS. Dans ce cas, la matrice est supprimée complètement et

l’ionisation se fait grâce à la surface, souvent nanostructurée, dont les propriétés optiques sont

favorables au transfert d’énergie et de protons vers les analytes. Ce groupe de techniques est

présenté dans la section suivante.

1.3 La spectrométrie de masse par désorption-ionisation laser

assistée par la surface

La technique de spectrométrie de masse MALDI offrant des limites pour la détection de

petites molécules, de nouvelles méthodes de détection, issues du même phénomène d’ionisation

par laser, mais sans matrice organique, ont émergé [75]. Les premières mesures de spectrométrie

de masse avec ionisation par laser ont été publiées pour la première fois par Tanaka et al. en

1988 [76] pour la détection de peptides grâce à un mélange de poudre de cobalt et de glycérol à

la place de la matrice organique. Quelques années plus tard, en 1995, le groupe de Sunner et al.

est le premier à employer le terme de SALDI pour Surface-Assisted Laser Desorption/Ionization

(Désorption-ionisation laser assistée par la surface) dans son étude pour la détection de petits

peptides, de l’ordre de 1000 Da, grâce à des flocons de graphites [77].

1.3.1 Fonctionnement du SALDI

Aujourd’hui, le SALDI englobe un grand nombre de techniques basées sur une nanostruc-

turation de la surface. En 2013, l’IUPAC (Union internationale de chimie pure et appliquée)

donne comme définition pour le SALDI : ”Classe de techniques de désorption-ionisation laser

sans matrice pour des macromolécules biologiques”. Cette définition, qui ne donne pas d’infor-

mation sur le substrat à utiliser, est donc très large et englobe un vaste ensemble de techniques.

Sa définition étant liée à la non-utilisation d’une matrice organique, elle se situe principalement

en opposition à la technique plus couramment utilisée de MALDI-MS, dont la présence de cette

matrice est nécessaire pour le processus.

Alors que les phénomènes présents dans la désorption et l’ionisation commencent à être

appréhendés pour la technique de MALDI-MS, ce n’est pas encore le cas pour le SALDI. À ce

jour, il n’existe pas de consensus scientifique permettant d’expliquer au moins partiellement la

20



désorption et l’ionisation. Ces deux processus dépendent du laser, des analytes et de la surface

et de sa géométrie, ce dernier point étant problématique pour une analyse poussée car il existe

autant de surfaces différentes que de groupes travaillant sur cette technique, les surfaces étant

souvent fabriquées par le groupe de recherche en amont des analyses. Le point sur lequel s’accorde

la communauté scientifique est que le substrat a un rôle majeur en absorbant l’énergie du laser,

ce qui augmente rapidement la température de surface et qu’il existe des processus thermiques

et non-thermiques pour la désorption et l’ionisation en SALDI-MS [78,79].

De bonnes propriétés thermiques de la surface, permettent une bonne désorption des

molécules à la surface : la technique de SALDI est basée sur la capacité d’un substrat à augmen-

ter rapidement en température et à garder cette chaleur après la pulsation laser. Cette chaleur,

localisée à l’endroit de l’impact du laser, permet de désorber les analytes présents à la surface.

Pour cela, la surface doit avoir une forte absorbance dans la région UV-visible, autour de la

longueur d’onde du laser (337 nm pour un laser azote), une faible capacité thermique et une

faible conductivité thermique [80]. Ces paramètres sont directement reliés à la nature du sub-

strat, à sa nanostructuration et à sa fonctionnalisation chimique. Ils seront détaillés dans le cas

des substrats de silicium dans la section 1.4.

Les propriétés non-thermiques permettent également la désorption des analytes mais aussi

leur ionisation pour leur détection. Pour la désorption, il y a aussi la possibilité que le laser

détruise légèrement la surface, ce qui permettrait aux analytes de se ”désorber” de la surface,

comme c’était le cas en MALDI-MS où nous avions une ablation de la surface et de la matrice par

le laser. Pour ce qui est de l’ionisation, nous pouvons penser, en faisant une autre analogie avec

le MALDI, qu’il existe des ions déjà présents dans le milieu qui permettent d’ioniser les analytes

ou qu’il y ait un transfert de protons ou d’électrons entre la surface et l’analyte [79, 81]. Il est

possible que l’ablation de la surface puisse avoir un rôle dans l’ionisation, des ions provenant de

la surface étant parfois détectés en SALDI-MS.

Un point qui a permis de développer rapidement les techniques de SALDI-MS est qu’un

appareil de MALDI-MS est suffisant pour faire des mesures de ce type. Il suffit en général d’at-

tacher le substrat nanostructuré de SALDI sur une plaque MALDI grâce à une bande adhésive

conductrice. L’analyse des ions se fait donc également en temps de vol avec éventuellement un

réflectron pour une meilleure précision des mesures.

1.3.2 Les matériaux des substrats

Les substrats pour le SALDI-MS sont nombreux et plusieurs types de matériaux sont pos-

sibles : les métaux, le carbone, le silicium... [82–86] Dans cette partie, nous présentons les prin-

cipaux substrats utilisés pour les mesures en SALDI-MS.

1.3.2.a Les métaux

L’aluminium poreux Les propriétés de l’aluminium lui permettent d’être utilisé comme

un substrat de SALDI. Il est en particulier utilisé pour une technique appelée DIUTHAME

(Desorption/Ionization Using Through-Hole Alumina Membrane). La membrane est constituée
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d’aluminium poreux d’une profondeur d’environ 5 µm et de diamètre de pores de 200 nm [87,88].

Il n’existe pas de caractérisation de la conductivité thermique de ce type d’aluminium mais

d’autres études montrent que l’aluminium poreux a une conductivité thermique de l’ordre de

15 W.m−1.K−1 (porosité de 40 % et profondeur de 5 µm) et que cette valeur diminue avec

la porosité du substrat [89]. L’absorbance dans l’UV est de l’ordre de 1 % à 350 nm [90]. Les

pores du DIUTHAME permettent de détecter les peptides d’une solution de calibration standard

(Bruker Peptide Calibration Standard II). Cette surface est aussi efficace pour des molécules plus

petites comme les phospholipides [91]. Le DIUTHAME donne des intensités 10 fois plus faibles

que la matrice DHB pour la phosphatidylcholine (18:2) en solution. En revanche, lorsque l’on

regarde une extraction de cerveau de souris et les principaux lipides présents, l’intensité avec le

DIUTHAME est multipliée par six par rapport au MALDI-MS, avec également des variations

d’intensité au sein d’un même échantillon environ deux fois plus petites, un paramètre important

dans l’objectif d’une étude systématique et une comparaison d’échantillons.

Les couches minces métalliques Dans le cas de l’étude de tissus biologiques, il est possible

d’imiter la méthode de MALDI-MS qui consiste à pulvériser une couche de matrice sur le tissu

[92–94] en pulvérisant une couche mince (de quelques nm) de métal avant d’analyser le tissu en

spectrométrie de masse. Ce dépôt à la surface du tissu permet un meilleur transfert de charge,

tout en protégeant la surface des impacts du laser. C’est le cas par exemple de Ràfols et al. [95]

qui pulvérisent une couche d’or sur une coupe de cerveau de souris pour étudier les métabolites

présents. Cette méthode leur permet d’étudier la localisation de ces métabolites dans le cerveau

grâce à une imagerie de la coupe.

Lauzon et al. [96] utilisent l’argent pour détecter des biomolécules sur des empreintes digi-

tales. Pour cela, ils pulvérisent une couche mince d’argent de 14 nm sur les empreintes qu’ils

analysent ensuite en spectrométrie de masse [97]. Cette méthode sans matrice permet de détecter

différents acides gras, comme l’acide oléique directement sur les empreintes digitales et ainsi

détecter des petites molécules de quelques centaines de Da parce que la couche mince de d’ar-

gent est peu détectée en spectrométrie de masse.

Il est aussi possible de pulvériser du platine pour la détection en SALDI [98, 99]. Ce métal

permet la détection de molécules comme l’acéphate (184 Da) et l’acétamipride (223 Da) qui ne

sont pas visibles en MALDI-MS. Comme pour la plupart des métaux, la pulvérisation du platine

permet une meilleure évacuation des charges, ce qui permet une meilleure résolution lors de la

mesure.

Les nanoparticules métalliques Enfin, comme nous l’avons vu précédemment, il est possible

d’utiliser ces nanoparticules comme matrices pour la détection en spectrométrie de masse [74,

100–103]. Dans ce cas, les NPs sont mélangées aux analytes sur une plaque MALDI avant d’être

analysées. Elles ont donc le même rôle que la matrice organique en MALDI-MS. Dans la suite,

nous nous concentrerons sur les substrats solides sur lesquels les échantillons sont déposés et

analysés. Dans le cas où des nanoparticules sont utilisées, elle le seront pour fonctionnaliser la

surface pour changer ses propriétés et ne seront pas directement mélangées aux analytes.
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1.3.2.b Le carbone

Les propriétés du carbone sont aussi utilisées pour le SALDI-MS. Sa conductivité thermique

est plus élevée que pour l’aluminium. Le graphite a une conductivité thermique entre 100 et

400 W.m−1.K−1 [104] et les nanotubes de carbone entre 2000 et 6000 W.m−1.K−1 en fonction

de leur longueur, de leur densité ou de leur structure (monocouches ou multicouches) [104,105].

L’absorbance dans l’UV autour de 350 nm est de l’ordre de 0,5 % et a tendance à diminuer avec

la concentration en nanotubes [106].

Kim et al. utilisent par exemple une surface d’oxyde de carbone sur laquelle sont déposés

des nanotubes de carbone multicouches pour la détection de métabolites [107]. Cette surface

nanostructurée permet de détecter le glucose (180 Da) jusqu’à une concentration de 1 µg/mL.

De plus, grâce à l’absence de matrice organique, le bruit de fond est plus faible et il n’y a pas

l’apparition de ”sweet spots”, un problème récurrent du MALDI-MS.

Abdelhamid et Wu [108] utilisent des nanofeuilles de graphène pour la détection de drogues,

en particulier l’acide flufénamique (281 Da). Alors que l’acide n’est pas détectable avec la

méthode de MALDI-MS, ils arrivent à une limite de détection inférieure à 0,3 µg/mL sans

matrice grâce aux nanofeuilles de graphène.

Lee et al. [109] ont utilisé le procédé sol-gel pour emprisonner de l’oxyde de graphène. Ce

procédé permet d’améliorer la détection des métabolites naturellement présents dans une solu-

tion complexe (mélange d’algues) par rapport à une mesure sans le procédé sol-gel en diminuant

la fluence du laser nécessaire pour une bonne détection et ainsi diminuer le risque de fragmen-

tation des métabolites. En comparaison au MALDI-MS avec la matrice 9AA, le mélange sol-gel

et l’oxyde de graphène permettent d’avoir un profil plus complet de la solution avec un bruit de

fond moins important.

Les nanomurs de carbone peuvent aussi être utilisés en spectrométrie de masse SALDI.

Pour une meilleure efficacité de ces nanomurs, il est préférable d’en avoir en densité importante

à la surface. Sakai et al. [110] montrent une meilleure détection de l’arginine (174 Da) pour

une distance entre les murs de 142 nm (plus grande densité testée), probablement grâce à une

diminution de la fragmentation de l’analyte par rapport aux nanomurs plus espacés. En effet,

le rapport signal sur bruit est multiplié par 12 par rapport à celui obtenu pour des nanomurs

séparés de 467 nm.

1.3.2.c Le silicium

Les substrats de silicium sont largement utilisés en SALDI. Peu chers et facilement modi-

fiables, et ayant de bonnes propriétés optiques, ils offrent une large variété de possibilités pour

un substrat de spectrométrie de masse [111].

L’ensemble des substrats de silicium, en particulier ceux appartenant à la catégorie de DIOS-

MS seront discutés dans la partie suivante. Aucune nomenclature précise n’existant à ce jour,

le nom de la technique est laissé à l’appréciation des chercheurs, ce qui implique que certaines

dénominations ne soient pas exclusives. Dans la suite, nous ne nous concentrerons donc pas

uniquement sur le DIOS-MS mais sur les substrats de silicium nanostructuré (pores, nanopiliers,
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nanofils...) dans leur ensemble. Nous verrons dans la section 1.4 les formes de silicium que nous

pouvons utiliser, les fonctionnalisations de la surface possibles et les applications pour l’étude

d’échantillons complexes biologiques.

1.3.2.d Les autres matériaux

D’autres substrats sont aussi possibles pour les mesures de SALDI-MS. On retrouve par

exemple le semi-conducteur disulfure de molybdène (MoS2), dont la conductivité thermique

d’une monocouche est estimée à 35 W.m−1.K−1 [112]. Le MoS2 peut être préparé sous forme

de nanoflocons et utilisé de deux manières différentes : soit en le mélangeant directement à

l’analyte, soit en déposant plusieurs couches de nanoflocons sur la surface puis en déposant une

goutte d’analyte sur les couches de MoS2 [113]. La première méthode ressemble à la méthode

traditionnelle MALDI de mélanger une matrice (ici les nanoflocons de MoS2) directement dans

la solution et de laisser l’ensemble sécher sur une surface. Dans le deuxième, on modifie les pro-

priétés de la surface en ajoutant un matériau avec des propriétés physico-chimiques différentes.

Ces nanoflocons permettent d’étudier plusieurs métabolites de différentes familles : des acides

aminés (comme l’histidine, 155 Da), des saccharides (comme le sorbitol, 182 Da) et des acides

gras (comme l’acide stéarique, 284 Da). La meilleure configuration est avec 3 couches de MoS2

déposées sur la surface, cela permet de détecter ces métabolites jusqu’à une concentration de 40

ng/mL pour l’histidine, 2 µg/mL pour le sorbitol et 30 ng/mL pour l’acide stéarique.

Enfin, il est possible de mélanger différentes types de substrats pour obtenir les propriétés

désirées. C’est le cas par exemple de Bian et Olesik [114] qui utilisent des nanofibres de polymère

de polyvinylpyrrolidone qu’ils fonctionnalisent ensuite par des NPs d’argent ou des nanotubes

de carbone pour la détection de drogues. Les meilleurs résultats sont obtenus avec la fonction-

nalisation de nanotubes de carbone. Cela permet par exemple de détecter du vérapamil (455

Da) jusqu’à une concentration de 0,5 ng/mL donc du même ordre de grandeur que les autres

surfaces avec des variations entre les gouttes d’environ 10 %, meilleur que pour le MALDI-MS

avec des matrices organiques.

Cette possibilité de mélanger les types de matériaux pour créer des substrats pour le SALDI-

MS rend cette technique très personnalisable en fonction des besoins de l’étude mais aussi des

ressources des groupes de recherche. Ces plaques peuvent ensuite être directement accrochées à

une plaque de MALDI classique et être utilisées avec un appareil MALDI-ToF-MS. Cependant,

cette grande variabilité dans les substrats rend la compréhension des phénomènes de désorption

et d’ionisation complexe, ce qui explique pourquoi, à ce jour, ces processus ne sont pas totalement

compris. Dans la partie suivante, nous parlons plus en détail des substrats de silicium pour les

mesures en SALDI-MS.
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1.4 La spectrométrie de masse par désorption-ionisation sur si-

licium

Le substrat le plus largement utilisé en SALDI-MS reste le silicium. Ses propriétés optiques,

sa possibilité de nanostructuration et de fonctionnalisation chimique à haut rendement avec des

procédés industriels, et sa disponibilité commerciale dans le milieu de la microélectronique le

rendent idéal pour la spectrométrie de masse. Dans cette partie, nous présentons les différentes

formes utilisées pour la spectrométrie de masse.

Premièrement apparu en 1999 pour la détection de petites molécules comme la des-Arg-

bradykinine [115], le DIOS-MS se réfère en général à un substrat de silicium nanoporeux obtenu

à partir d’une gravure électrochimique de la surface. Ici, nous engloberons tous les substrats

à base de silicium nanostructuré, pas uniquement par gravure électrochimique. On retrouve

par exemple des échantillons avec des nanopiliers de silicium obtenus par dépôt à angle rasant

(GLAD pour Glancing Angle Deposition) [116] ou les nanofils. Ces substrats, pour certains, sont

fonctionnalisés par des silanes, des anticorps ou des nanoparticules pour une étude spécifique de

certains métabolites ou autres molécules, en particulier dans des milieux complexes.

Le type de substrat utilisé a une influence sur la conductivité thermique du substrat et ses

propriétés optiques. Le silicium plan a une conductivité thermique de 149 W.m−1.K−1 et la

silice de 1 W.m−1.K−1 [117]. En porosifiant le substrat, cette conductivité peut être grandement

modifiée et dépend des caractéristiques des pores. Elle est par exemple très liée à la largeur des

pores : plus le pore est large, plus la conductivité thermique est grande. Alvarez et al. [118]

montrent que la conductivité d’un substrat de silicium poreux passe de 1,2 W.m−1.K−1 lorsque

les pores ont un diamètre inférieur à 5 nm à 31,2 W.m−1.K−1 lorsque les pores ont un diamètre de

100 nm. On observe l’effet inverse avec la porosité. À profondeur de pore égale, la conductivité

thermique diminue lorsque la porosité augmente [119] : elle peut perdre quasiment un ordre

de grandeur lorsque la porosité passe de 20 % à 60 % [120]. Enfin, l’absorbance dans l’UV

du silicium est aussi dépendante de sa porosité. Behzad et al. [121] montrent que l’absorbance

autour de 350 nm augmente avec la durée de la gravure électrochimique pour la préparation du

silicium poreux : elle est multipliée par deux entre une gravure de 10 min et une gravure de

60 min. La gravure électrochimique permet d’augmenter la profondeur des pores et la porosité

et il n’est pas possible de décorréler l’effet ces deux caractéristiques sur l’absorbance. Il semble

tout de même que l’absorbance UV reste constante à partir d’une profondeur de 500 nm [122].

L’augmentation de l’absorbance serait donc principalement due à l’augmentation de la porosité

à des profondeurs élevées. Les lasers les plus communs en DIOS-MS sont les mêmes que les lasers

de MALDI-MS, soit avec une longueur d’onde de 337 nm ou de 355 nm. Dans ces deux cas, on

voit que le choix des pores et de leur profondeur est primordial pour optimiser les mesures. En

effet, l’idéal semblerait une porosité élevée, une profondeur faible (quelques nanomètres) et une

profondeur de plus de 500 nm. Cependant il faut également un diamètre suffisant pour capturer

les analytes à l’intérieur des pores. Comme nous le verrons dans la suite, notre choix de pores

de 1 µm de profondeur et 10 nm de diamètre avec une porosité de 60 % remplit ces conditions

et permet une bonne détection des analytes. Les grandeurs standards de la bibliographie sur la

détection de métabolites en DIOS-MS seront rediscutés dans la section 1.4.2.
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1.4.1 Avantage du DIOS-MS par rapport au MALDI-MS

Plusieurs études ont montré que le DIOS-MS permet la détection de métabolites non détectés

en MALDI-MS, probablement grâce à la suppression des interférences entre les métabolites

et la matrice et des pics de matrice aux mêmes masses que les métabolites. Le cas de Bu-

dimir et al. [123] sur l’analyse d’acides gras en solution est caractéristique. Alors qu’aucun

signal n’est observable pour les lipides comme l’acide hénéicosylique (326 Da) avec la ma-

trice de 5-Chloro-2-mercaptobenzothiazole, la détection du lipide complet et de certains adduits

métalliques est bonne en DIOS-MS. En testant plusieurs concentrations, ils arrivent à détecter

l’acide hénéicosylique jusqu’à 200 µg/mL.

Korte et al. présentent une surface de silicium avec un réseau de nanopiliers appelés nano-

post [124, 125]. Ils s’intéressent au nombre de métabolites qu’il est possible de détecter grâce

à ces piliers dans deux milieux : une extraction de cellule et de l’urine, et ils comparent ces

résultats au MALDI-MS. Ils montrent que cette surface de silicium permet de détecter envi-

ron la même quantité de métabolites dans l’extraction de cellule qu’en MALDI-MS mais des

métabolites différents. En revanche, dans l’urine, 137 métabolites sont détectés avec les nanopi-

liers contre seulement 62 avec le MALDI. Cette surface offre donc un vrai avantage dans l’analyse

de molécules à faible poids moléculaire dans certains milieux. Dans une analyse ciblée avec les

nanopiliers, il est possible de détecter les 20 acides aminés à une concentration de l’ordre de 100

µg/mL en solution aqueuse [126].

Enfin, l’absence de matrice diminue considérablement le bruit du fond, ce qui permet une

étude plus simple des spectres [127], en évitant par exemple le recours aux statistiques.

1.4.2 Influence des pores

Les paramètres essentiels pour un bon signal en DIOS-MS viennent des pores, en particulier

leur profondeur et leur diamètre. Il est nécessaire d’utiliser des pores suffisamment profonds pour

capturer les molécules à l’intérieur et avoir des propriétés optiques intéressantes mais le risque de

pores trop profonds est qu’il peut être difficile pour les métabolites de sortir des pores après leur

ionisation. Pour cela, Jemere et al. [122] ont regardé quelle profondeur de pore était optimale

pour absorber le maximum de lumière d’un laser à 337 nm utilisé dans le cas du DIOS-MS. Ils

montrent que l’intensité de signal pour la détection de la dopamine (153 Da) atteint un plateau à

partir d’une profondeur de 500 nm (Figure 1.5). C’est aussi à cette profondeur que l’absorbance

du substrat dans l’UV, à 337 nm, atteint un plateau, ce qui prouve que l’absorbance du substrat

est essentielle pour un bon signal en DIOS-MS et plus généralement en SALDI-MS.

En ce qui concerne la largeur des pores, on retrouve dans la littérature des pores de quelques

nanomètres jusqu’à des pores de plusieurs dizaines de nanomètres de diamètre, allant jusqu’à la

centaine de nanomètres. Cette large gamme de taille de pores offre aussi une variété dans l’ex-

clusion stérique possible des protéines par les pores. Bouamrani et al. [128] ont étudié l’influence

de la taille des pores sur l’exclusion de protéines comme l’albumine, facilement détectable en

spectrométrie de masse. Ils montrent que pour un diamètre de pores supérieur à 9 nm, l’albumine

(65 kDa) est légèrement détectable malgré un lavage de la surface, ce qui n’est pas le cas pour
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Figure 1.5 – Courant ionique total du vérapamil sur du silicium poreux avec plusieurs pro-
fondeurs. 10 pmol sont déposés sur tous les films et la même énergie de laser a été utilisée pour
toutes les expériences. L’insert correspond à l’absorbance UV du substrat à 337 nm en fonction
de la profondeur. Image issue de [122].

des diamètres inférieurs. De plus, il semble y avoir une corrélation entre le diamètre des pores

et le signal de détection des analytes en solution : plus les pores sont petits, plus cela favorise la

détection des petits analytes, au détriment des plus grands (entre 1 et 10 kDa).

À partir des discussions précédentes, on en déduit que les substrats de silicium poreux avec un

diamètre inférieur à 9 nm, une profondeur de l’ordre de 1 µm et une porosité élevée permettent

d’optimiser la détection des métabolites en DIOS-MS. Cependant, il faut noter que ces résultats

sont obtenus avec une surface de silicium poreux non modifiée. En effet, l’ajout de silanes par

exemple modifie la taille des pores mais aussi l’hydrophobie générale de la surface, ce qui a

une influence sur la pénétration du solvant et des molécules à l’intérieur des pores et sur les

propriétés thermiques et optiques du substrat.

1.4.3 Fonctionnalisation du substrat pour l’analyse de solutions modèles

La fonctionnalisation de la surface permet de protéger la surface de contamination et de

modifier les propriétés physico-chimiques de la surface dans une optique de détection de certains

analytes [127]. En particulier, la fonctionnalisation chimique du silicium, qui est utilisée dans un

grand nombre de domaines, s’est beaucoup développée ces dernières années [129]. Dans la suite,

nous étudions plusieurs types de fonctionnalisation et leurs effets sur la détection de biomolécules

en solution modèle.

1.4.3.a Les silanes

Comme évoqué précédemment, le silicium ou la silice peuvent facilement être fonctionna-

lisés par des silanes pour changer leurs propriétés physico-chimiques (hydrophobie/hydrophilie,

charge électrique, rugosité, affinité chimique) et ainsi capturer et détecter spécifiquement cer-

taines molécules dans un milieu [79,111]. Leur groupement terminal peut avoir un rôle important

dans la détection de certaines molécules [130]. Trauger et al. [131] ont testé du silicium poreux
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avec plusieurs silanes de taille de châıne alkyle et de terminaison différentes : un avec une

terminaison amine plutôt hydrophile et un perfluoré hydrophobe. Ces deux groupes offrent des

résultats différents pour la détection de métabolites. En particulier, l’utilisation d’un groupement

amine permet de détecter les métabolites les plus hydrophiles alors que le silane hydrophobe

permet de détecter une plus grande quantité de métabolites, quelle que soit leur hydrophilie.

Les silanes fluorés ou perfluorés (lorsque tous les atomes de carbone de la châıne alkyle sont

lié à un atome de fluor) sont souvent utilisés pour fonctionnaliser la surface de silicium grâce à

leur caractère hydrophobe. En effet, cela permet de réduire la surface de la goutte sur la surface

ce qui permet d’enrichir le signal de spectrométrie de masse. [132]. L’utilisation des silanes

perfluorés permet de détecter la des-Arg9-bradykinine (903 Da) jusqu’à une concentration de

0,1 ng/mL, inférieure à ce qui est habituellement obtenu avec du silicium non-fonctionnalisé,

probablement parce que le silane hydrophobe permet une meilleure localisation de la goutte sur

la surface, ce qui intensifie le signal à l’endroit du dépôt [131].

À notre connaissance, aucune étude sur l’influence des silanes sur la conductance thermique

de la surface de silicium n’a été menée. En revanche, il a été montré que les terminaisons Si-

H et Si-OH sur une surface de silicium modifient sa conductance thermique : elle est de 220

MW.m−2.K−1 dans le cas d’une surface avec des terminaisons Si-H hydrophobes et augmente

de 50 % à 330 MW.m−2.K−1 avec des groupements Si-OH hydrophiles à la surface [133]. Cette

observation est encore vraie lorsque qu’une monocouche se trouve à la surface de l’échantillon :

lorsque cette monocouche est terminée par un acide carboxylique, la conductance thermique

est triplée, passant de 65 MW.m−2.K−1 avec une châıne alkyle sans groupement terminal à

190 MW.m−2.K−1 lorsque la même châıne se termine par un groupement carboxyle [134]. La

conductance thermique est donc plus grande lorsque la surface est hydrophile [135]. En revanche,

par analogie avec les monocouches de thiols sur une surface d’or, on peut supposer que la

longueur de la châıne alkyle du silane a peu d’influence sur la conductance thermique pour

des châınes comprises entre 4 et 18 carbones [134,136]. Une couche de silanes sans groupement

terminal pourrait donc être favorable d’un point de vue thermique pour les analyses en DIOS-

MS. Cependant, nous ne savons pas si l’échelle de ces variations a un effet significatif.

1.4.3.b Les polymères

D’autres composées perfluorés peuvent être utilisés, comme les polymères : pour uniformiser

les couches et rendre les dépôts plus reproductibles, Minhas et al. [137] ont utilisé une po-

lymérisation plasma de composés perfluorés (C4F8, CF4 et CHF3). Ils permettent d’obtenir des

résultats équivalents aux silanes que ce soit pour la détection des métabolites (ils détectent de

la cocäıne dans de l’eau à 100 ng/mL) ou pour la conservation des substrats (ils peuvent se

conserver plusieurs mois sans perdre en efficacité en spectrométrie de masse).

1.4.3.c Les nanofils

Ces silanes fluorés ou perfluorés sont régulièrement utilisés pour la détection de petites bio-

molécules à cause de leur caractère hydrophobe [138]. Ils permettent par exemple de détecter des
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drogues à des concentrations faibles. Guinan et al. [139] ont testé trois substrats de silicium nano-

structurés et silanisés : un avec des pores de 100 nm de largeur et 450 nm de profondeur, un avec

des pores de 10 nm de largeur et 13 µm de profondeur et un dernier (NALDI pour Nano-Assisted

Laser Desorption/Ionization) avec des nanofils de 10 nm de diamètre et entre 100 et 500 nm

de longueur. Chaque surface était ensuite fonctionnalisée par des silanes fluorés (chaque surface

avec un silane différent). En testant ces surfaces sur des drogues en solution : méthadone (309

Da), oxycodone (315 Da), flunitrazépam (313 Da), 3,4-méthylènedioxy-N-méthylamphétamine

(MDMA, 193 Da) et cocäıne (303 Da) à une concentration de 100 ng/mL, ils montrent que les

surfaces offrant les meilleurs résultats en termes de S/N et de répétabilité goutte à goutte sont les

deux surfaces poreuses par rapport aux nanofils. Les deux surfaces poreuses sont équivalentes :

certaines molécules sont mieux détectées avec les pores fins et d’autres avec les pores plus larges.

Dupré et al. [140] ont étudié des nanofils plus grands. Avec des fils de diamètre compris

entre 50 et 100 nm et une longueur de 12 µm, ils ont comparé ces fils à des échantillons de DIOS

classique avec des pores de quelques centaines de nm de profondeur et de quelques dizaines de

nm de diamètre. Les surfaces sont ensuite silanisées par des perfluorosilanes ou des octadecyltri-

chlorosilanes (OTS), des silanes composés d’une châıne alkyle de 18 carbones, les deux étant des

silanes hydrophobes. Ces surfaces sont testées sur des mélanges de peptides, de masse comprise

entre 500 Da et 1500 Da, à différentes concentrations. À la concentration la plus faible étudiée

(10−7 mol/L, soit entre 50 et 150 ng/mL en fonction du peptide), parmi les 35 peptides, séparés

en 7 groupes de 5, c’est la surface DIOS avec les silanes OTS qui permet de détecter le plus

de peptides (23/35), les autres surfaces permettant d’en détecter au maximum 20 et avec des

intensités plus faibles.

Les nanofils semblent donc donner de bons résultats pour la spectrométrie de masse mais

inférieurs aux surfaces de DIOS poreuses pour les molécules étudiées, c’est-à-dire des petites

molécules de quelques centaines de Da.

1.4.3.d Les thiols

Il est possible d’utiliser d’autres molécules pour fonctionnaliser les surfaces comme les thiols

utilisés par Tsao et al. [141]. Les thiols nécessitant de l’or pour se greffer, des nanoparticules d’or

sont greffées à la surface de silicium nanostructurée et les thiols sont fonctionnalisés directement

sur les NPs. Les thiols se terminent soit par un groupement amine chargé positivement, soit par

un groupement carboxyle chargé négativement. Ils étudient ensuite des peptides dérivés de la

bradykinine, de masses aux alentours de 1000 Da. Les peptides étudiés étant globalement chargés

positivement, l’augmentation à la surface de la concentration de thiols avec une terminaison NH2

diminue le signal des peptides alors que le signal augmente avec l’augmentation du nombre de

thiols avec une terminaison COOH. Le fait que les thiols NH2 soient chargés positivement à pH

7 alors que les thiols COOH sont chargés négativement explique ce résultat. En effet, un thiol

de charge opposé à la charge du peptide promeut l’adsorption et l’ionisation des peptides.
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1.4.3.e Les nanoparticules

Enfin, les NPs peuvent être utilisées pour fonctionnaliser la surface de silicium poreuse [142,

143]. Par exemple, Yan et al. [144] utilisent des nanoparticules d’argent qu’ils déposent dans des

pores de silicium. Cette fonctionnalisation permet d’améliorer la limite de détection jusqu’à plus

de deux ordres de grandeur, passant pour la molécule de tétrapyridinporphyrine (618 Da) de 0,8

µg/mL avec un substrat de DIOS sans fonctionnalisation à 5 ng/mL avec la fonctionnalisation

par les nanoparticules d’argent.

1.4.4 Substrats fonctionnalisés et échantillons physiologiques

Dans le cas d’une solution complexe, l’analyse directe d’un échantillon sans étape de fil-

tration avant ou après le dépôt sur la surface offre peu d’informations sur la composition de

l’échantillon. En effet, une grande quantité de molécules différentes se trouvent dans le milieu,

certaines plus abondantes que d’autres (comme l’albumine) ce qui empêche une analyse correcte

de l’échantillon. Il est par exemple possible d’effectuer une série de centrifugations pour éliminer

les plus grosses molécules ou une séparation par affinité sur une surface suivie d’une élution pour

récupérer les molécules d’intérêt comme il a été vu dans la partie sur le MALDI-MS. Ici, nous

présentons des techniques, plus ou moins coûteuses en temps, utilisant les propriétés du silicium

poreux pour simplifier le milieu et ainsi rendre l’étude de l’échantillon biologique possible.

1.4.4.a Le cas des sels

L’un des principaux défis dans l’étude de fluides biologiques comme le sérum est la présence de

sels qui s’agrègent à la surface et qui diminuent le signal de spectrométrie de masse. L’utilisation

d’un substrat poreux par rapport à un substrat plan est un premier élément permettant de

diminuer le bruit dû aux sels dans le milieu.

Des auteurs ont travaillé sur ce problème avec une solution tampon de liquide cérébrospinal

artificiel [145]. Ils ont trouvé que, pour le silicium poreux créé avec la technique GLAD et

fonctionnalisé par des silanes perfluorés, la meilleure méthode pour limiter l’effet des sels est

de faire sécher lentement la goutte d’analyte à 4◦C pendant plusieurs heures pour éviter la

cristallisation des sels et les interférences sur le signal.

Cependant, dans le cas d’échantillons complexes sur du silicium poreux, le lavage de la surface

après le dépôt peut être suffisant pour le dessalage et les conditions de stockage des échantillons

a dans ce cas peu d’importance sur le résultat final. C’est ce que montrent Duan et al. [146]

en analysant des peptides de masse autour de 1000 Da dans des milieux salins (des solutions

tampon et de l’urée à 8 M). Les échantillons sont composés de silicium poreux fonctionnalisé

par des silanes OTS, très hydrophobes. Alors que peu ou pas de signal est observable dans le

cas du MALDI-MS et du DIOS-MS sans lavage, le lavage de la surface par de l’eau avec 0,1 %

d’acide trifluoroacétique (TFA) après le dépôt des peptides en milieu salin permet d’améliorer

sensiblement le signal et ainsi de détecter certains des peptides à faible concentration (1 ng/mL).
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1.4.4.b Analyse avec pré-traitement des fluides

Suite aux résultats et aux limites de détection pour les métabolites en milieu modèle, des

études ont commencé à apparâıtre, principalement pendant ces 10 dernières années, sur la

détection de métabolites dans des milieux biologiques complexes. Pour aider à la détection

des métabolites, une ou plusieurs étapes de pré-traitement du liquide sont effectuées pour en

retirer les molécules pouvant gêner l’analyse, en particulier les protéines. Dans cette section,

nous présentons les techniques de séparation les plus étudiées dans la littérature. Ces techniques

ont l’avantage de réduire le temps nécessaire pour le pré-traitement, par rapport aux méthodes

de chromatographie classiquement utilisés dans les examens cliniques (qui peuvent prendre plu-

sieurs heures, voire plusieurs jours).

Le marquage des molécules d’intérêt lors du pré-traitement offre plusieurs avantages lors

d’une analyse d’une solution complexe en SALDI-MS. Premièrement, certains marquages peuvent

aider à la détection car ils s’ionisent plus facilement que l’analyte [147]. Deuxièmement, toujours

en fonction du marquage choisi, celui-ci peut aider les analytes à s’adsorber de manière privilégiée

sur la surface et ainsi permettre à l’analyte de rester à la surface après le lavage. C’est ce que

montrent Go et al. [148]. Ils ont utilisé du silicium poreux fonctionnalisé par des silanes fluorés

et ont ensuite marqué les acides aminés présents dans le plasma avec des molécules fluorées

liées aux acides carboxyliques des acides aminés. Pour cela, il ont fait précipiter les protéines du

plasma pour ne garder que les plus petites molécules et rendre l’analyse moins complexe. Après

le dépôt de la goutte avec les molécules marquées, les auteurs ont lavé la surface pour retirer

tout ce qui ne serait pas lié avec une solution de méthanol à 50 %. Cela leur permet de détecter

une grande partie des acides aminés, ce qui n’est pas le cas sans lavage. De plus, le marquage

avec un composé fluoré est plus efficace qu’un marquage simple avec un butanol, le fluor aide

donc à la capture et à la détection des molécules.

Une autre méthode que l’on retrouve souvent dans la littérature est la précipitation des

protéines suivie d’une séparation entre les molécules polaires et apolaires. Il est par exemple pos-

sible de détecter des métabolites dans un échantillon de plasma pré-traité avec une précipitation

des protéines et une séparation des milieux organiques et aqueux [124]. Les deux phases sont

ensuite déposées séparément sur un réseau de nanopiliers de silicium fluorés et analysés en spec-

trométrie de masse. Au total, parmi les deux phases, 108 métabolites sont détectés, en particulier

des acides aminés et des acides organiques dans la phase aqueuse et des phospholipides et des

acides gras dans la phase organique.

Zhou et al. [145] étudient aussi un milieu complexe, du sérum, pour essayer de détecter et

quantifier certains métabolites. Pour cela, ils utilisent la technique GLAD pour faire crôıtre des

nanocolonnes de 500 nm de hauteur sur la surface qu’ils fonctionnalisent avec des perfluorosi-

lanes. Le sérum est d’abord pré-traité par ultrafiltration et plusieurs étapes de centrifugation

avant d’ajouter de l’acide pour faire précipiter les protéines encore présentes et abondantes dans

le milieu. À la différence de l’étude précédente, le filtrat n’est pas séparé en deux phases. Grâce

à la méthode de l’addition standard qui consiste à ajouter plusieurs concentrations d’analytes

connues dans un échantillon inconnu, ils arrivent à quantifier la taurine (125 Da), l’acide aspar-

tique (133 Da) et d’autres molécules avec des valeurs proches de celles obtenues en spectroscopie
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de résonance magnétique nucléaire (RMN) : 72 µM contre 80,0 µM en RMN pour la taurine et

55,3 µM contre 62,7 µM en RMN pour l’acide aspartique.

Pour essayer de diminuer le temps de pré-traitement des échantillons avant analyse, Wang

et al. [149] proposent d’utiliser la microextraction sur phase solide pour extraire les molécules

d’intérêt rapidement. Pour cela, ils ont créé un échantillon de silicium porosifié sur les deux

faces et dont l’une des faces a été fonctionnalisée par des silanes OTS. Les deux faces ont donc

une mouillabilité différente (faible pour la face silanisée et élevée pour l’autre). Ces échantillons

sont ensuite plongés dans une solution contenant du plasma ou de l’urine pendant 2 min et

l’échantillon est analysé en spectrométrie de masse sur la surface silanisée. Grâce à cette ex-

traction rapide, ils arrivent à détecter le véarapamil ajouté dans une solution de plasma et très

peu soluble dans l’eau jusqu’à une concentration inférieure à 0,05 ng/mL. Il faut noter que cette

concentration, plus faible que les concentrations habituellement détectées dans un fluide biolo-

gique est obtenue pour un volume de 1 mL, soit 1000 fois plus important que le volume de 1 µL

habituellement utilisé pour les dépôts de goutte sur la surface.

1.4.4.c Analyse sans pré-traitement des échantillons

L’étude de métabolites en milieu biologique en DIOS-MS sans pré-traitement est beau-

coup plus rare. Néanmoins, elles a un intérêt clinique clair : la simplification des protocoles

expérimentaux grâce à moins d’artefacts et un protocole plus rapide. Aucune protéine n’est

retirée du fluide et l’étude doit prendre en compte la grande quantité de molécules pouvant

interférer avec le signal. Dans cette partie, nous présentons les rares études dans des milieux

biologiques en spectrométrie de masse laser sur un substrat de silicium et sans pré-traitement.

Tsao et Yang [150] étudient ainsi le glucose (181 Da) dans l’urine. Pour cela, ils utilisent du

silicium nanostructuré sur lequel sont greffées des nanoparticules d’or. Le glucose étant difficile

à ioniser, les auteurs s’intéressent à un dérivé du glucose : l’acide gluconique (196 Da) qui est

catalysé par l’or. Alors que le signal est très faible pour la détection du glucose à 20 mg/mL sans

le greffage des NPs d’or, il est possible de détecter le glucose sous forme d’acide gluconique en

analysant les ions négatifs (jusqu’à une concentration inférieure à 0,1 ng/mL dans l’eau). Cette

sensibilité permet aussi de détecter le glucose, grâce à l’acide gluconique, dans l’urine sans pré-

traitement, soit à une concentration de l’ordre de 1 mg/mL. L’interférence des autres molécules

dans l’urine est présente mais suffisamment faible pour que le pic de l’acide gluconique ressorte.

Ces NPs d’or greffées sur du silicium poreux permettent aussi de détecter des molécules de

glutathion. En effet, la fonction -SH du glutathion interagit facilement avec l’or (comme dans le

cas des thiols) et il est ainsi possible de capturer spécifiquement ces molécules et d’éliminer les

protéines et autres molécules. Wang et al. [142] analysent le glutathion dans un lysat cellulaire

grâce à du silicium poreux avec des NPs d’or de 10 nm de diamètre. Cela leur permet de détecter

le glutathion naturellement présent avec juste un rinçage de la surface avec de l’eau avant la

mesure.

Guinan et al. [151] montrent la possibilité de détecter des drogues dans la salive. Ils utilisent

un substrat de silicium poreux qu’ils fonctionnalisent avec un silane perfluoré. Ils ajoutent ensuite

artificiellement de la cocäıne (303 Da), de la métamphétamine (149 Da) et du MDMA (193 Da)
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dans la salive qu’ils déposent sur le silicium poreux et analysent en spectrométrie de masse.

Les trois drogues sont détectées dans la salive à des concentrations de l’ordre de 100 ng/mL.

L’étude de la limite de détection de la cocäıne dans la salive donne une LoD d’environ 4 ng/mL,

légèrement meilleure que les tests salivaires actuels aux alentours de 10 ng/mL.

Alhmoud et al. [152] se sont intéressés à la méthadone (309 Da) qu’ils ont détectée avec

des échantillons de silicium poreux fonctionnalisés avec des silanes fluorés et des nanopiliers de

silicium. La méthadone se trouve dans le sang de patients traités par cette drogue. En étudiant

des prélèvements d’urine, de plasma et de salive de ces personnes, les auteurs ont montré qu’il

était possible de détecter la méthadone et un dérivé, l’EDDP (2-éthylidene-1,5-diméthyl-3,3-

diphénylpyrrolidine, un métabolite de la méthadone), sans modification des échantillons avant

la mesure, juste en lavant la surface après le dépôt d’une goutte des fluides testés avec 5 µL

d’une solution tampon de citrate d’ammonium à 10 mM.

Une nouvelle méthode qui a été proposée récemment est d’inverser la procédure en déposant

le substrat sur une goutte de milieu à analyser [153]. Pour cela, Jiang et al. [154] ont utilisé

un substrat de silicium avec des nanofils qu’ils ont fonctionnalisés avec de l’éthylène-propylène

fluoré, un polymère fluoré. Ils ont ensuite déposé une goutte de 20 µL d’urine sur une lame de

verre et ont ensuite déposé le substrat sur la lame. Le volume de la goutte est alors plus grand que

le volume habituellement utilisé dans le cas d’un dépôt d’une goutte sur le substrat, en général

1 µL. Une analyse statistique en composantes principales a permis de distinguer les patients

atteints d’un cancer du foie d’un groupe témoin. De plus, l’étude des profils métaboliques a

permis d’identifier des métabolites biomarqueurs de ce cancer, comme la sérine et la créatinine.

Cette technique peut aussi s’adapter à d’autres maladies comme le diabète de type 2 [155].

Ainsi, à notre connaissance, une seule étude a été publiée dans le plasma, qui est un fluide

largement plus complexe que la salive ou l’urine (pour lesquels quelques rares études ont été

publiées). La détection directement dans le plasma sans pré-traitement serait très prometteuse

pour le diagnostic clinique. Il semble urgent d’approfondir cet axe de recherche.

Conclusion sur la spectrométrie de masse

La détection de petites molécules en spectrométrie de masse est un sujet attirant l’intérêt

de plus en plus de chercheurs. La grande variété de substrats possibles et la possibilité de les

modifier en fonction des besoins offrent un domaine d’étude très large pour la détection de

polluants dans de l’eau, la détection de protéines ou encore l’analyse du profil métabolique d’un

individu.

Des recherches récentes montrent qu’une maladie, qu’elle soit due à un virus ou à une bactérie

modifie l’équilibre métabolique d’une personne [4,5,7,8] : la concentration de certains métabolites

dans le sang comme les acides aminés est modifiée à cause principalement du dysfonctionnement

de certains organes, comme c’est le cas avec le sepsis, et de la dénaturation de protéines. Une

meilleure analyse de ces variations permettrait de mieux appréhender ces maladies et à terme de

pouvoir les diagnostiquer et prévoir leurs conséquences sur le patient. Pour cela, il est nécessaire

de développer un outil sensible pour la détection de métabolites en très faible quantité parmi

33



d’autres molécules comme les protéines de tailles beaucoup plus importantes. Les résultats à ce

jour en DIOS-MS semblent prometteurs pour cela : des études ont montré qu’il est possible de

détecter des molécules jusqu’à des concentrations inférieures au ng/mL, concentration inférieure

à la concentration de la plupart des métabolites dans le sang comme les acides aminés [4]. Par

ailleurs, une étude a montré la possibilité de détecter un métabolite spécifique dans le plasma

sans pré-traitement.

Pour obtenir des informations précises sur le profil d’un patient, il est nécessaire de pouvoir

capturer sélectivement certaines molécules par rapport à d’autres. Les études montrent que les

silanes sur une surface de silicium permettent de réaliser cela. Les silanes hydrophobes, large-

ment étudiés dans le cas du DIOS-MS permettent d’exclure plus facilement les protéines d’un

milieu en se concentrant principalement sur les petites molécules alors que les surfaces moins

hydrophobes comme les silanes avec une terminaison amines ont tendance à être meilleures pour

les métabolites hydrophiles. De plus, une surface chargée permet de détecter préférentiellement

des molécules de charge opposée. C’est pour cela que nous nous sommes concentrés sur quatre

surfaces de silanes différentes : 3-aminopropyldiméthyléthoxysilane (NH+
3 dans la suite), n-

propyldiméthylmétoxysilane (CH3 court dans la suite) octadécyldiméthylmétoxysilane (CH3

long dans la suite), et tert-butyl-11-(diméthylamino(diméthyl)silyl)undécanoate (COO− dans

la suite) avec des propriétés différentes. Les silanes CH3 court et CH3 long sont des silanes

plutôt hydrophobes avec une terminaison qui n’est pas chargée. Les deux autres, COO− et

NH+
3 , sont plus hydrophiles et sont chargés respectivement négativement et positivement à pH

7,4, le pH du sang (Tableau 1.1).

Code du silane Formule brute Formule topologique

CH3 court C7H18OSi

CH3 long C21H46OSi

COO− C15H32NO2Si

NH+
3 C7H20NOSi

Tableau 1.1 – Formules brutes et topologiques des quatre silanes utilisés dans la suite.

Ces dernières années, des études dans un milieu complexe comme le plasma commencent

à émerger mais restent éparses. Il a été montré qu’il est possible de détecter des molécules

artificiellement ajoutées dans un fluide biologique et certaines naturellement présentes avec un

simple lavage de la surface avec une solution tampon avant la mesure. Néanmoins, une seule étude

sur du plasma sur un seul métabolite spécifique a été publiée [152]. Il est nécessaire d’étendre ces

études en plasma et investiguer la possibilité de discriminer des échantillons sains d’échantillons

pathologiques en cherchant à identifier des panels de biomarqueurs dans un même échantillon.
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1.5 La silanisation de surface

Pour les mesures en spectrométrie de masse, nous avons choisi d’utiliser des échantillons de

silicium poreux fonctionnalisés par des silanes. Comme nous l’avons vu dans la partie précédente,

l’utilisation de silanes permet une meilleure détection des métabolites et, en modifiant les pro-

priétés des silanes, il est possible d’améliorer la détection de certains métabolites. Dans cette par-

tie nous présentons le processus de silanisation ainsi que différentes techniques de caractérisation

utilisées pour étudier la conformité de la couche de silane en spectrométrie de masse des ions

secondaires à temps de vol (ToF-SIMS) et la densité de surface des silanes en spectroscopie de

photoélectrons X (XPS).

1.5.1 Processus de silanisation

La fonctionnalisation d’une surface de silicium par des silanes, ou silanisation, est un procédé

permettant la création d’une SAM de molécules de silanes sur une surface de silice grâce à la

formation d’une liaison covalente Si-O entre la molécule de silane et la surface. La formule

générale d’une molécule de silane est R4−nSiXn où n est un entier entre 1 et 3. X est un

groupement hydrolysable, souvent Cl-, CH3O- ou CH3CH2O-, et R est un groupement non

hydrolysable (dans le cas où n ̸= 3, les groupements R peuvent être différents). On parle de

silane monofonctionnel lorsque n = 1 et de silane trifonctionnel lorsque n = 3. Le processus de

silanisation est présenté en Figure 1.6.

Figure 1.6 – Processus de fonctionnalisation par une molécule de silane monofonctionnel sur
une surface de silice avec des groupement silanol. Le silane est d’abord hydrolysé puis lié à la
surface avec une liaison covalente Si-O.

La composition du groupement non hydrolysable est très variée, en particulier sur sa lon-

gueur et sa terminaison. Cela permet de modifier les propriétés physico-chimiques de la surface

comme son caractère hydrophobe ou sa charge. De plus, les silanes formant une monocouche

auto-assemblée, la rugosité de la surface est peu modifiée par la fonctionnalisation comme le

montre les mesures de microscopie à force atomique (AFM) [156, 157]. Les substrats sont aussi

moins sujets à contamination, plus stables dans le temps (sur plusieurs mois) et protégés de la

corrosion. [158]. Les applications de ces surfaces silanisées sont très larges [159]. Les silanes sont

35



particulièrement intéressants pour l’analyse de biomolécules grâce à leur capacité à immobiliser

certaines molécules comme des protéines [160,161].

1.5.2 Influence du nombre de groupes hydrolysables de la molécule de silane

sur la silanisation

Les silanes trifonctionnels sont majoritairement utilisés pour la fonctionnalisation de sur-

face parce qu’ils sont plus réactifs que les silanes monofonctionnels. Cela permet en général une

meilleure couverture de la surface avec une SAM plus dense [162]. En revanche, ils présentent

l’inconvénient de pouvoir polymériser à la surface sous certaines conditions. En effet, les si-

lanes trifonctionnels contiennent trois groupements hydrolysables et deux silanes peuvent donc

réticuler en formant des liaisons Si-O tout en se liant à la surface [163, 164]. Il est possible de

créer la monocouche par des liaisons latérales Si-O avec peu de liaisons Si-O-Si avec la surface.

Au contraire, les silanes monofonctionnels sont tous liés à la surface ce qui permet de créer

une couche plus robuste [165]. Dans le cas des silanes monofonctionnels, deux silanes peuvent

également former un dimère mais celui-ci ne pourra pas se lier de manière covalente à la sur-

face et pourra donc être retiré avec un lavage de la surface. Dans le cas d’un substrat poreux,

il y a donc le risque avec un silane trifonctionnel de combler les pores. Dans notre cas, pour

éviter ce risque, nous avons choisi d’utiliser des silanes monofonctionnels. En revanche, étant

moins réactifs, les silanes monovalents ont moins été étudiés dans la littérature que les silanes

trifonctionnels.

1.5.3 Techniques de caractérisation des SAMs

Différentes techniques de caractérisation de surface permettent d’étudier les monocouches de

silanes [160, 166–170]. Pour obtenir une caractérisation complète de la surface, il est nécessaire

de combiner plusieurs techniques. Dans la suite, nous nous concentrons sur la mesure de l’angle

de contact de l’eau, qui donne une information qualitative sur la couverture de la surface par

les silanes, la technique XPS pour étudier la composition chimique de la surface et le ToF-SIMS

pour localiser les groupements chimiques dans les pores.

1.5.3.a Angle de contact

Une des propriétés des couches de silane à la surface des substrats est de modifier leur

mouillabilité. L’angle de contact d’une goutte d’eau sur la surface, c’est-à-dire l’angle θ entre

l’interface solide/liquide et l’interface liquide/gaz (Figure 1.7), dépend de la longueur de la

châıne alkyle du silane et de sa terminaison. Il donne aussi une information sur la densité de la

monocouche de silane à la surface : la surface de silice hydroxylée étant très hydrophile (angle

de contact proche de 0◦), plus la couche de silane est dense, plus l’angle de contact est élevé. Il

faut cependant tenir compte de la possibilité des silanes à réticuler à la surface : dans ce cas,

l’angle de contact peut aussi être modifié. Dans le cas de silanes monofonctionnels, il n’y a pas

à prendre en compte ce phénomène.

Pour le silane NH+
3 , la littérature s’accorde sur un angle de contact sur une surface de silicium

compris entre 60° et 65° [55, 165]. Aucune étude sur les silanes CH3 court et CH3 long n’a été
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Figure 1.7 – Mesure de l’angle de contact d’un liquide sur un substrat.

faite. En revanche, les angles de contact de l’eau sur une surface de silicium fonctionnalisée par

des silanes OTS contenant une châıne alkyle de la même longueur que le silane CH3 long a

été publiée et la valeur de l’angle est de l’ordre de 95° [171]. Il existe également une étude de

l’évolution de l’angle de contact de surfaces d’or fonctionnalisées par des thiols en fonction de la

longueur de leur châıne alkyle. Il est montré que le thiol contenant une châıne de trois atomes

de carbone (comme le CH3 court) induit un angle de contact de 80°. La mesure n’a pas été faite

avec une châıne de dix-huit carbones comme le silane CH3 long mais il semble que l’angle de

contact atteint un plateau entre 100 et 110° à partir d’une châıne de huit carbones [166]. Enfin,

l’angle de contact d’une goutte d’eau sur une surface de silicium fonctionnalisée par des silanes

COO− est de 75° [172]. Ces résultats sont résumés dans le Tableau 1.2.

Silane Angle de contact Référence

NH+
3 60-65◦ [55, 165]

COO− 75◦ [172]

Thiol avec 3 C 80◦ [166]

Thiol avec plus de 8 C 100-110◦ [166]

OTS (18 C) 95◦ [171]

Tableau 1.2 – Tableau récapitulatif des angles de contact de la littérature des silanes de notre
étude ou proche de ceux de notre étude.

1.5.3.b XPS

La technique XPS est une technique apparue dans les années 1960 pour étudier la composition

chimique des surfaces. Un faisceau de photons X est envoyé sur un échantillon qu’il pénètre sur

quelques micromètres. Les photons sont absorbés et leur énergie permet d’arracher des électrons

de cœur des atomes de l’échantillon. L’énergie des photons est suffisante pour éjecter des électrons

de cœur si elle est supérieure à l’énergie dite de liaison Eliaison, qui décrit la force liant l’électron

à son noyau. Les électrons réussissant à sortir du solide sont ensuite récupérés et séparés en

fonction de leur énergie cinétique Ec. Dans le cas où l’électron atteint le détecteur sans perte

d’énergie, c’est-à-dire quand il n’entre pas en collision avec une autre particule, il est possible

de lier son énergie cinétique à son énergie de liaison au noyau selon la formule :

Ec = hν − Eliaison − Φ (1.7)
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où hν est l’énergie du rayon X et Φ est la constante de la fonction de travail de l’échantillon. Il

est alors possible d’analyser ces électrons qui n’ont pas subi de perte d’énergie et de remonter

à leur environnement chimique dans la surface, les autres électrons se trouvant dans le bruit de

fond du spectre. La source du spectromètre est souvent une source Al Kα (1486,6 eV) ou Mg

Kα (1253,6 eV) dont l’énergie est suffisante pour éjecter les électrons de cœur de la majorité des

éléments chimiques.

Comme les électrons ont un libre parcours moyen faible dans la matière (distance moyenne

entre deux collisions), seuls ceux issus des atomes proches de la surface pourront sortir du

matériau et être collectés. Ainsi, même si les photons X pénètrent dans l’échantillon sur plusieurs

micromètres, la technique XPS est une technique d’analyse de surface. On définit la profondeur

d’analyse comme étant égale à trois fois le libre parcours moyen d’un électron dans le matériau

qu’il traverse, soit une dizaine de nanomètres. Il est possible de réduire cette profondeur d’analyse

en inclinant le détecteur par rapport à la surface. En effet, si on définit θ l’angle du détecteur

par rapport à la surface et l0 la profondeur d’analyse lorsque que le détecteur est à la verticale

par rapport à la surface (θ = 90◦) alors, lθ = l0 sin(θ) est la profondeur d’analyse à l’angle θ

(Figure 1.8). Par exemple, pour θ = 30◦, alors l30 = l0/2.

Figure 1.8 – Profondeur de l’analyse en XPS en fonction de l’angle entre le substrat et le
détecteur.

Les énergies de liaison étant propres à chaque atome, il est possible de déterminer la compo-

sition de la surface grâce à la mesure des énergies cinétiques. De plus, l’environnement chimique

d’un atome modifie légèrement les énergies de liaisons de ses électrons, il est donc possible d’obte-

nir des informations sur ses proches voisins et donc sur les liaisons chimiques à la surface. Dans la

gamme d’énergie étudiée, les électrons proviennent de plusieurs couches électroniques des atomes

(1s, 2s, 2p...) Pour un spectre haute résolution, il est possible d’observer deux pics d’énergies

légèrement différentes correspondants à des électrons de même environnement chimique (en de-

hors des couches s). Cela est dû à l’interaction spin-orbite qui provoque un décalage énergétique

des électrons [173]. Pour des électrons issus de la couche électronique 2p, en notant les deux pics

2p1/2 et 2p3/2, alors le rapport de leurs aires est de 1:2.
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Dans le cas d’une monocouche de silanes sur une surface de silice, Shircliff et al. [174] ont

développé une formule permettant d’estimer la densité des silanes sur la surface :

Γsilanes =
ASi silane

ASi oxyde
nSiO2z (1.8)

où ASi silane et ASi oxyde correspondent respectivement aux aires normalisées du pic de l’atome

de silicium présent sur le silane et à l’ensemble du silicium oxydé, nSiO2 est la concentration

moléculaire de la silice (22 nm−3) et z la profondeur d’analyse (3 fois le libre parcours moyen

multiplié par sin θ). Dans la silice, le libre parcours moyen est d’environ 3,7 nm [175]. La fonc-

tionnalisation de la surface modifie probablement légèrement cette valeur mais cette différence

n’est pas connue. Dans la suite, nous supposerons qu’elle est identique à la silice.

1.5.3.c ToF-SIMS

La spectrométrie de masse des ions secondaires (SIMS) est une technique de spectrométrie

de masse basée sur l’ionisation de la surface d’un échantillon par l’envoi d’un faisceau focalisé

d’ions primaires. Le faisceau pulvérise la surface et ionise certains atomes ou groupes d’atomes.

Ces ions issus de l’échantillon sont appelés ions secondaires. Ils sont ensuite détectés par un

spectromètre de masse, c’est-à-dire triés en fonction de leur rapport m/z. Dans le cas du ToF-

SIMS, l’analyse des ions secondaires se fait en temps de vol. Il est possible d’étudier les ions

positifs et les ions négatifs en changeant le signe du champ d’accélération avant le tube ToF.

Les ions primaires peuvent avoir plusieurs origines, on retrouve par exemple les ions O+
2 ,

Cs+, Ar+, Ga+, des clusters d’ions Bi (Bi+, Bi2+, Bi3+)..., d’une énergie comprise entre 150

eV et 30 keV. Le faisceau d’ions primaires provoque d’autres phénomènes que l’ionisation de la

surface comme la rétrodiffusion des ions primaires ou leur implantation dans la surface ou encore

le déplacement des atomes du substrat à l’intérieur de l’échantillon par une cascade de collisions.

De plus des ions secondaires, la pulvérisation de la surface provoque l’éjection d’atomes neutres

et d’électrons. Pour ces raisons, la spectrométrie ToF-SIMS est destructrice : un léger cratère se

forme à l’impact du faisceau d’ions.

Le ToF-SIMS peut être utilisé en mode statique, c’est-à-dire en analysant l’extrême surface

d’un échantillon (quelques monocouches) ou en mode dynamique pour une analyse en profondeur

du substrat avec un canon d’ions () en flux continu. Pour cela, la source primaire est couplée à un

autre faisceau d’ions (souvent des ions Cs+ avec une énergie de 500 eV). Cette deuxième source,

plus large que la première, permet de pulvériser la surface autour de la zone pulvérisée par la

source primaire et en retirer quelques monocouches. De plus, son énergie permet de garder un

maximum d’informations moléculaires. En alternant les deux faisceaux, il est possible d’obtenir

un profil des éléments de l’échantillon en profondeur. L’analyse en profondeur n’est plus une

analyse de la surface mais peut être utilisée dans le cas d’un substrat de silicium poreux. En

effet, grâce à la pulvérisation de la surface avec la deuxième source, il est possible d’analyser la

composition des pores et l’évolution des éléments en fonction de la profondeur. Dans le cas d’une

surface silanisée, on peut alors observer l’évolution de la couverture des silanes à l’intérieur des

pores.
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1.5.4 Les types de procédé de silanisation

On retrouve deux méthodes de silanisation d’une surface de silicium, en fonction du milieu

dans lequel se trouve l’échantillon lors de la fonctionnalisation : la silanisation en phase liquide

et celle en phase gazeuse.

1.5.4.a Silanisation en phase liquide

Dans le cas de la silanisation en phase liquide, l’échantillon est immergé dans un solvant

contenant des silanes. Ce solvant est organique et anhydre pour éviter que les silanes ne puissent

réagir avec des molécules d’eau qui pourraient être présentes. Le toluène est le solvant le plus

souvent utilisé lors de la silanisation en phase liquide [165] mais on en retrouve d’autres comme

le pentane [170] ou le chloroforme [176]. Ce sont des solvants qui dissolvent la plupart des silanes

utilisés pour la fonctionnalisation de surface

1.5.4.b Silanisation en phase gazeuse

La fonctionnalisation en phase gazeuse permet de s’affranchir des solvants. Comme pour la

silanisation en phase liquide, les silanes se condensent selon le processus présenté en Figure 1.6.

Par rapport à la méthode précédente, aucun solvant, souvent polluant et toxique n’est utilisé. Il

est donc plus facile de transférer ce procédé à grande échelle parce qu’il n’est pas nécessaire de

prendre en compte la consommation de solvant et son recyclage. De plus, l’absence de solvant

permet de ne pas avoir à étudier la solubilité des silanes et la mouillabilité de la surface, pour

savoir si le solvant pénètre dans les pores dans le cas d’une surface poreuse par exemple.

La fonctionnalisation en phase gazeuse peut être réalisées soit avec un appareil de dépôt

chimique en phase vapeur (CVD), soit grâce à un réacteur non-industriel créé spécifiquement

pour la silanisation. Les protocoles suivent toujours la même structure, identique pour tous les

silanes monofonctionnels ou plurifonctionnels : un nettoyage des échantillons et un chauffage

dans le réacteur, l’introduction des silanes suivi d’un temps de plusieurs heures pour que la

réaction se produise et enfin un nettoyage des échantillons. Dans le cas de la fonctionnalisation

avec des silanes monofonctionnels, la température est comprise généralement entre 100◦C et

150◦C [177–179]. Dans ce cas, la silanisation est laissée pendant une douzaine d’heure. Il est

possible de diminuer cette température jusqu’à 70◦C mais cela implique de laisser la réaction

de silanisation plus longtemps, sur plusieurs jours [180]. Les échantillons sont placés à pression

atmosphérique dans un environnement neutre pour éviter les contaminations dues à l’air. Dans

le cas de la CVD, il est possible de travailler sous vide pour minimiser ces risques [180].

1.5.4.c Avantages et inconvénients des deux méthodes

Ces deux méthodes permettent d’obtenir des densités surfaciques de silane sur du silicium

plan équivalentes [181]. En revanche, des disparités peuvent apparâıtre au niveau de l’uniformité

de la couche. Yadav et al. [165] se sont intéressés à trois aminosilanes, donc terminant avec une

fonction amine, contenant entre 1 et 3 groupements hydrolysables : l’aminopropyltriéthoxysilane
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(APTES, 3 groupements), l’aminopropylméthyldiéthoxysilane (APMDES, 2 groupements) et

l’aminopropyldiméthyléthoxysilane (APDMES, 1 groupement). Les mesures AFM après la sila-

nisation en phase liquide montrent l’apparition d’̂ılots rugueux avec les silanes APTES et dans

une moindre mesure avec les silanes APMDES. Ces ı̂lots ne sont pas présents avec les silanes

APDMES et sont dus à la polymérisation des silanes sur la surface. Après une silanisation en

phase gazeuse, les trois surfaces sont moins rugueuses et il n’y a plus d’̂ılots : la polymérisation

a ainsi été évitée et la couche de silanes est plus uniforme.

De plus, plusieurs études utilisent la phase liquide pour la fonctionnalisation du silicium

poreux mais pas de caractérisation des SAM élaborées. En particulier, il n’a jamais été prouvé

que les silanes étaient présents dans les pores. De même, il n’existe pas d’étude sur la conformité

des couches ni de la densité des silanes.

La silanisation est un procédé couramment utilisé dans l’équipe de Chimie et Nanobiotech-

nologie de l’INL pour des applications en microfluidique et en biologie [182]. Un protocole en

phase liquide a été développé et s’adapte à une grande quantité de silanes qu’ils soient monofonc-

tionnels ou trifonctionnels. Un autre protocole de silanisation en phase gazeuse a été développé

pour le silane COO−. Les protocoles en phase gazeuse donnent des résultats très proches de ceux

obtenus lors d’une silanisation en phase liquide sur l’uniformité de la couche d’après des mesures

AFM [157]. Notre objectif est de développer des protocoles de silanisation en phase gazeuse pour

trois autres silanes : NH+
3 , CH3 court et CH3 long. Ces silanes ainsi que le silane COO− ont cha-

cun des propriétés physico-chimiques différentes afin de pouvoir étudier leurs effets différentiels

sur la détection des métabolites en spectrométrie de masse.

1.6 La dynamique moléculaire

Nous utilisons les simulations de dynamique moléculaire pour analyser les interactions entre

les métabolites et les surfaces de silicium silanisées, à l’échelle atomique. Dans cette partie, nous

commençons par présenter le principe de la dynamique moléculaire et son fonctionnement puis

nous continuons sur les principales études des interactions entre des métabolites, en particulier

les acides aminés, et une surface.

1.6.1 Principe et fonctionnement

La dynamique moléculaire permet de calculer la trajectoire de chaque atome au cours du

temps en résolvant les équations du mouvement de Newton. Les forces mises en jeu sont les forces

intramoléculaires de contact et intermoléculaires à distance. À cause des limitations liées aux

temps de calcul, un système contient typiquement 50 000 atomes dans une bôıte de simulation

de taille 10x10x15 nm3 (Figure 1.9).

1.6.1.a Équations à résoudre

La dynamique moléculaire est basée sur la résolution des équations du mouvement. Si nous

considérons un système à N atomes de positions r = (r1, . . . , rN ), la trajectoire de l’atome i en
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Figure 1.9 – Système initial de dynamique moléculaire. Les atomes jaunes représentent le
silicium, les rouges l’oxygène, les bleus l’azote, les cyans le carbone, les blancs l’hydrogène, les
dorés le soufre, les verts les ions Cl− et les orange les ions Na+. Les atomes du mur de Lennard-
Jones sont représentés en rose et les molécules d’eau par des points.

fonction du temps peut être obtenue à partir de l’équation de Newton :

mi
d2ri
dt2

= Fi (1.9)

avec mi la masse de l’atome i et Fi l’ensemble des forces s’exerçant sur cet atome [183].

L’ensemble des forces formant Fi peut être exprimé comme le gradient de l’énergie potentielle

du système U(r1, . . . ,rN ) :

Fi = −∂U(r1, . . . , rn)

∂ri
. (1.10)

Pour pouvoir résoudre les équations du mouvement pour tous les atomes et étudier l’évolution

temporelle du système, il est donc nécessaire d’expliciter les termes composant l’énergie poten-

tielle.

1.6.1.b Description des termes de potentiel

Les interactions entre les atomes dans le système peuvent être séparées en deux catégories :

les forces intramoléculaires ou de contact et les forces intermoléculaires ou à courte distance,

chacune de ces forces ayant plusieurs composantes. Dans cette partie, nous décrivons les formes

analytiques des interactions utilisées en dynamique moléculaire.

Les interactions intramoléculaires Les interactions entre atomes issues des liaisons cova-

lentes sont décrites par trois termes : l’élongation, la flexion et la torsion. La géométrie de ces
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trois termes est présentée en Figure 1.10. Il est aussi possible d’ajouter un quatrième terme

associé aux angles impropres qui est une déformation par rapport à une structure plane.

Figure 1.10 – Géométrie des liaisons entre atomes pour une molécule linéaire. r23 représente
la distance entre les atomes 2 et 3, θ234 l’angle de flexion et ϕ1234 l’angle de torsion. Image issue
de [183].

Élongation L’élongation de la liaison entre les atomes i et j peut être décrite par le

potentiel :

υ(rij) =
1

2
krij(rij − req)

2 (1.11)

où rij = |ri − rj | est la distance entre les atomes i et j, req est la distance d’équilibre entre les

deux atomes et krij est la constante d’élongation en kJ.mol−1.nm−2.

Flexion L’angle entre trois atomes i, j et k peut être décrit par le potentiel :

υ(θijk) =
1

2
kθijk(θijk − θeq)

2 (1.12)

où θijk est l’angle entre les atomes i, j et k, θeq est l’angle d’équilibre et kθijk est la constante de

flexion en kJ.mol−1.rad−2.

Torsion ou angle dièdre propre L’angle de torsion représente la déformation autour

d’une liaison simple. Son potentiel décrit les barrières énergétiques associées. Dans le cas de

quatre atomes i, j, k et l liés linéairement, l’énergie potentielle associée à la torsion est décrite

comme une somme de potentiels :

υ(ϕijkl) =
1

2

∑
m

kϕ,mijkl (1 + cos(mϕijkl − γm)) (1.13)

où ϕijkl est l’angle de torsion, m la multiplicité, c’est-à-dire le nombre de minima (sans unité),

γp est le facteur de phase et kϕ,mijkl est la hauteur de la barrière de potentiel en kJ.mol−1.
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Angle dièdre impropre Dans le cas où il est nécessaire de garder une planéité entre

plusieurs atomes (cycle aromatique par exemple), un terme associé à l’angle dièdre impropre

peut être ajouté au potentiel. Il est alors décrit par la formule [184] :

υ(ω) =
1

2
kimp(ω − ω0)

2 (1.14)

où ω est l’angle impropre, c’est-à-dire la déviation par rapport à une structure plane, ω0 est

l’angle à l’équilibre et kimp est la constant de l’angle dièdre impropre en kJ.mol−1.rad−2.

Les interactions à distance Elles sont souvent séparées en deux termes : les forces de van

der Waals et les forces électrostatiques. Parfois, un terme associé à un potentiel externe ou à

un mur peut être ajouté [183]. Les autres interactions, par exemple prenant en compte plus de

deux atomes, sont négligées.

Forces de van der Waals Les interactions de van der Waals sont modélisées par un

potentiel de Lennard-Jones :

υ(rij) = 4εij

[(
σij
rij

)12

−
(
σij
rij

)6
]

(1.15)

où rij est la distance entre les atomes i et j, εij est la profondeur du puits de potentiel en

kJ.mol−1 et σij son diamètre en nm.

À très faible distance, le potentiel positif a un effet répulsif entre les atomes. En augmentant

la distance, il devient négatif et attractif. Il modélise alors les interactions entre dipôles induits

(forces de London et de Debye).

Forces électrostatiques Le potentiel électrostatique entre deux charges ponctuelles, ou

dipôles permanents, i et j est décrit par la loi de Coulomb :

υij =
qiqj

4πε0εrrij
(1.16)

où qi et qj sont les valeurs respectives des charges des atomes i et j, rij la distance les séparant,

ε0 = 8,854 · 10−12 F.m−1 et εr sont respectivement la permittivité du vide et la permittivité

relative du milieu (εr = 1 dans le vide et εr = 80 dans l’eau).

Énergie potentielle totale du système On définit alors la fonction d’énergie potentielle

du système à N atomes comme la somme de toutes les contributions précédentes :

U(r) =
∑

liaisons

krij
2

(rij − req)
2 +

∑
angles

kθijk
2

(θijk − θeq)
2 +

∑
dièdres

∑
m

kϕ,mijkl

2
(1 + cos(mϕijkl − γm))+

∑
impropres

kimp

2
(ω − ω0)

2 +

N∑
i=1

N∑
j=i+1

4εij

[(
σij
rij

)12

−
(
σij
rij

)6
]

+
N∑
i=1

N∑
j=i+1

qiqj
4πε0εrrij

(1.17)
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1.6.1.c Le champ de force

Pour pouvoir calculer ce potentiel, plusieurs paramètres nécessitent d’être explicités. Pour

cela, l’énergie potentielle est modélisée par un champ de force qui donne les valeurs des différents

paramètres. Ces valeurs sont définies pour chaque atome et dépendent de son environnement

chimique : deux atomes de carbone impliqués dans une liaison C-C et C-O n’auront pas les

mêmes valeurs pour leurs paramètres. Ces valeurs sont obtenues à partir de calculs théoriques

de mécanique quantique ou de résultats expérimentaux (spectroscopie Raman, diffraction de

rayons X...). On parle de champs de force semi-empiriques [185].

Dans le cas des forces de van der Waals, les valeurs εij et σij pour chaque paire d’atomes ne

sont pas données. Pour chaque atome, on donne uniquement εi et σi. À partir de ces paramètres,

on remonte aux valeurs εij et σij à partir des relations suivantes :

εij =
√
εiεj (1.18)

σij =
1

2
(σi + σj) (1.19)

Plusieurs champs de forces existent en fonction des besoins de la simulation et des molécules

étudiées (protéine, sucres, ADN...). Les plus communs sont les champs de force CHARMM,

AMBER, GROMOS et OPLS. La silice et les molécules de silane ne sont pas décrites dans les

champs de force classiques, cependant, des adaptations du champ de force OPLS ont déjà été

développées pour ces molécules, et des études au sein de notre équipe ont été menées pour rendre

compatibles les molécules de notre étude comme les silanes avec ce champ de force [185]. Le reste

des atomes issus des métabolites, des ions et des molécules d’eau sont déjà pris en compte.

1.6.1.d Interactions longue distance

Pour un calcul précis des interactions entre les atomes, les interactions non liantes devraient

être calculées entre toutes les paires d’atomes du système car elles sont non nulles quelle que soit

la distance entre les atomes. Cela impose une grande quantité de calculs, avec une complexité

en O(N2). Étant donné que les forces électrostatiques et de van der Waals tendent vers 0 quand

la distance entre les atomes augmente, les calculs sont en réalité simplifiés à longue distance

pour diminuer le temps de calcul. Pour déterminer la distance à partir de laquelle les calculs

sont simplifiés, on définit un rayon appelé cut-off d’une valeur généralement comprise entre 8

et 14 Å. Les calculs précis ne sont faits que lorsque la distance entre deux atomes est inférieure

au cut-off.

Dans le cas des forces de van der Waals, avec une décroissance en (1/r)6 les forces convergent

rapidement vers 0. Si on considère rc comme le rayon de cut-off, on tronque le potentiel et on

obtient :

υ(rij) =


4εij

[(
σij

rij

)12
−
(
σij

rij

)6
]

si rij < rc

0 si rij ≥ rc

(1.20)
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La décroissance des forces électrostatiques est en revanche beaucoup plus lente, elles ne

peuvent donc pas être tronquées. Pour diminuer le temps de calcul, lorsque la distance entre

deux atomes est supérieure au cut-off, un calcul moins détaillé est effectué [186]. Dans notre cas,

nous utilisons la méthode PME (pour particle mesh Ewald) qui permet de calculer les interactions

électrostatiques à longue distance avec une complexité en O(N log(N)). Cette méthode repose

sur une interpolation des charges et l’utilisation d’un algorithme FFT (Fast Fourier Transform)

[187,188].

1.6.1.e Conditions périodiques

En dynamique moléculaire, l’étude se fait dans une bôıte de simulation dont les dimensions

sont de quelques nanomètres à quelques dizaines de nanomètres pour les plus grandes. Un nombre

non négligeable d’atomes se trouve donc sur les faces de la bôıte, ce qui pourrait créer des effets

de bords importants. Pour éviter ces problèmes, des conditions périodiques sont imposées au

système [183]. Le système total peut être vu comme un ensemble infini de répliques de la bôıte

de simulation : chaque atome sortant par une face de la bôıte entre par la face opposée à une

vitesse identique [184].

Ce quadrillage infini des bôıtes de simulation nécessite une limite dans le calcul des forces

entre les atomes. Pour cela, la convention de l’image minimale est utilisée : les forces ne sont

calculées qu’avec la réplique de l’atome la plus proche [183]. Cela signifie que les effets longue

distance à des échelles supérieures à la taille de bôıte ne sont pas pris en compte par ce modèle

[184].

1.6.1.f Résolution des équations du mouvement

Grâce à la définition du champ de force, la composante de force de l’équation du mouvement

(équation 1.9 à la page 42) est connue. Il est donc possible de résoudre l’équation pour l’ensemble

des atomes du système et étudier son évolution dans le temps.

Méthode des différences finies La complexité de l’énergie potentielle et le nombre d’atomes

dans le système rendent peu probable l’existence d’une solution analytique de l’équation du

mouvement. Les équations sont donc résolues numériquement grâce à la méthode des différences

finies [186]. En dynamique moléculaire, cela passe par le développement de Taylor qui permet

de mettre en relation la position, la vitesse et l’accélération :

r(t + δt) = r(t) + v(t)δt +
1

2
a(t)δt2 + . . . (1.21a)

v(t + δt) = v(t) + a(t)δt + . . . (1.21b)

avec r(t), v(t) et a(t) respectivement la position, la vitesse, et l’accélération à l’instant t. Ce

développement est utilisé pour la résolution avec la méthode d’Euler explicite.

Il est possible d’améliorer cette méthode en la rendant plus précise et en s’assurant de

conserver l’énergie totale du système en utilisant l’algorithme de Verlet qui calcule la position à
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l’instant t + δt à partir des positions aux instants t et t− δt et à l’accélération à l’instant t. En

effet, si on écrit le développement de Taylor aux instants t− δt et t + δt :

r(t− δt) = r(t) − v(t) δt +
1

2
a(t) δt2 − . . . (1.22a)

r(t + δt) = r(t) + v(t) δt +
1

2
a(t) δt2 + . . . (1.22b)

En sommant les deux équations et en ne gardant que les termes jusqu’à la dérivée troisième, on

obtient la position à l’instant t + δt :

r(t + δt) = 2r(t) − r(t− δt) + a(t)δt2 (1.23)

Les termes en dérivée troisième s’annulent lors de l’addition des deux égalités, l’algorithme

est donc plus précis qu’un développement de Taylor simple. Pour les vitesses qui ne sont pas

explicitement caculées à partir de cette méthode, on soustrait les deux égalités de Taylor et, en

ne gardant que les termes jusqu’à la dérivée seconde, on obtient la vitesse à l’instant t :

v(t) =
r(t + δt) − r(t− δt)

2δt
. (1.24)

Encore une fois, les termes d’accélération s’annulent, ce qui rend cet algorithme plus précis que

l’expression classique de la vitesse en fonction des positions aux instants t et t + δt.

Dans notre cas, nous avons utilisé l’algorithme de leap-frog ou saut de grenouille, qui suit

la même logique que l’algorithme de Verlet mais en calculant les positions et les vitesses à des

instants décalés. La position à l’instant t + δt est obtenue à partir de la position à l’instant t et

de la vitesse à l’instant t + 1
2δt. Les expressions sont alors [186] :

r(t + δt) = r(t) + v(t +
1

2
δt) δt (1.25a)

v(t +
1

2
δt) = v(t− 1

2
δt) + a(t) δt. (1.25b)

Les conditions initiales La méthode des différences finies est déterministe, c’est-à-dire que la

position et la vitesse peuvent être calculées à n’importe quel temps dès que les conditions initiales

de position et de vitesse sont connues. La topologie du système donne les positions initiales des

atomes. Les vitesses initiales sont elles déterminées selon une distribution de Maxwell-Boltzmann

centrée sur la température T, c’est-à-dire que la densité de probabilité de la vitesse dans un milieu

à l’équilibre thermodynamique vaut [184] :

p(v) =

(
m

2πkBT

)3/2

e
− mv2

2kBT . (1.26)

De plus, la distribution initiale des vitesses est telle que le moment global P est nul [185] :

P =

N∑
i=1

mivi = 0. (1.27)
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Nous étudions la variabilité de l’évolution du système en réalisant plusieurs répliques de

simulation en gardant le même système initial des positions et en modifiant aléatoirement les

vitesses initiales.

Le pas de temps Le pas de temps δt de la simulation permet de modifier la précision de

l’évolution en temps du système et les variations de position et de vitesse des atomes. Plus

le pas de temps est petit, plus les résultats sont précis mais plus les calculs sont longs. En

revanche, si le pas de temps choisi est trop grand, certains mouvements comme les vibrations

intra-moléculaires ne peuvent pas être pris en compte. En général le pas de temps pour ce type

de simulation est de l’ordre de la femtoseconde [184], dans notre cas, il sera de 1 fs.

1.6.2 Interactions entre les acides aminés et une surface

L’objectif de la dynamique moléculaire dans notre projet est d’étudier les interactions entre

une surface de silice silanisée et des métabolites. Ce domaine de recherche sur les interactions

métabolites/surface est peu développé et se concentre principalement sur les acides aminés.

D’avantage d’études (mais qui reste peu nombreuses) préfèrent s’intéresser aux protéines. On

trouve tout de même quelques études sur les acides aminés principalement dans une optique de

mieux comprendre les phénomènes en lien avec des protéines complètes.

Dans la suite, nous présentons les principales études sur les acides aminés. Cela commence par

la vérification du champ de force avec l’analyse de leur comportement dans un solvant. Ensuite,

nous présentons des recherches concernant l’adsorption des acides aminés sur une surface. Cette

adsorption peut être caractérisée de plusieurs façons, en particulier grâce aux énergies de liaison

et à l’orientation des molécules sur la surface. La dernière partie est consacrée à l’influence du

solvant sur l’adsorption des molécules sur les surfaces de silice.

1.6.2.a Influence du champ de force sur le comportement des acides aminés

Chaque champ de force ayant ses particularités, il est possible que certains ne soient pas

adaptés à l’étude de certaines molécules. Il peut donc être nécessaire de commencer par vérifier

que les champs de forces s’accordent sur certains résultats expérimentaux vérifiables avant

d’étudier plus en détails les comportements des molécules [189,190]. Ces comparaisons peuvent

être de différents ordres en fonction des besoins. Ici, nous présentons deux études de champ de

force, la première sur la relaxation de Debye des acides aminés et la seconde sur les énergies de

solvatation des acides aminés dans l’eau.

Relaxation de Debye Pour sélectionner le champ de force le plus adapté pour l’étude des

acides aminés, Pr̊uša et Cifra [191] ont caractérisé l’influence de différents champs de force sur

la relaxation de Debye des acides aminés, c’est-à-dire le temps nécessaire pour revenir à un

équilibre après avoir été soumis à un champ électrique. En comparant les valeurs obtenues aux

valeurs expérimentales, ils montrent que le champ de force OPLS est celui donnant les résultats
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les plus proches, et est toujours meilleurs que les champs de force AMBER et CHARMM. Ce

champ de force est également celui qui sera utilisé dans notre étude.

Énergie de solvatation Certaines études, pour simplifier les calculs et les interactions entre

les atomes du système, préfèrent ne prendre en compte qu’une partie des acides aminés à la

place de l’acide aminé complet, en particulier les groupes amine et carboxyle (la partie H2N-

HC-COOH) sont retirés de la molécule. On parle alors d’analogues des acides aminés. L’analogue

le plus simple est celui de l’alanine (qui peut s’écrire sous la forme H3C-C(NH2)-COOH) : c’est

une molécule de méthane. Karino et al. [192] ont utilisé ces analogues pour valider l’utilisation

du champ de force OPLS et les méthodes de calcul de l’énergie de solvatation pour les acides

aminés. Les calculs sont comparés à des valeurs expérimentales et les variations sont inférieures

à 1 kcal/mol, soit une erreur de moins de 10 %. Le champ de force semble donc bien adapté.

1.6.2.b Interactions acides aminés/surface

Il est possible ensuite d’étudier les interactions entre les acides aminés et une surface, en

particulier leur adsorption sur cette surface pour comparer les propriétés des différents acides

aminés. Plusieurs matériaux ont été testés pour étudier les interactions entre les acides aminés

et la surface, en particulier ceux utilisés en biochimie comme la silice [193], l’or [194], les oxydes

de métaux [195], ou les nanotubes de carbone [196]. Dans notre projet, la surface choisie est une

surface de silice, cependant, peu d’études s’intéressent à caractériser un grand nombre d’acides

aminés sur une surface de silice dans un milieu aqueux. Cette partie, consacrée aux interactions

entre les acides aminés et la surface n’est donc pas exclusivement dédiée à la silice, d’autres

surfaces seront présentées pour compléter les analyses faites sur de la silice. Nous verrons que

les comportements des acides aminés sont proches d’une surface à l’autre.

Acide aminés sur de la silice Rimola et al. [197] ont étudié les interactions entre des acides

aminés et une surface de silice amorphe dans le vide. Pour cela, ils ont divisé les acides aminés

en cinq groupes selon leur polarité et leur acidité/basicité. Ils montrent ainsi que les molécules

polaires ont des interactions plus fortes avec la surface de SiO2 car elles peuvent former plus de

liaisons hydrogène avec les atomes d’oxygène de la surface et les fonctions Si-OH. De plus, les

acides aminés basiques, donc chargés positivement, ont une énergie d’interaction plus forte que

les autres acides aminés car la surface de silice est chargée négativement.

Certains acides aminés sont étudiés individuellement, c’est le cas de la glycine [198] et de

l’alanine [199] en particulier. En revanche, à notre connaissance il n’existe aucune étude compa-

rative de l’adsorption des acides aminés sur de la silice dans de l’eau. Les études se rapprochant

le plus de ce système n’étudient pas les acides aminés directement mais leurs analogues. Wright

et Walsh [200] ont par exemple comparé l’adsorption de plusieurs analogues sur une surface de

quartz hydrophobe et non chargée. Les auteurs ont étudié l’adsorption d’analogues plutôt que

les acides aminés complets parce que dans le cas d’une étude d’interaction entre un peptide et un

surface, ce sont principalement les châınes latérales des acides aminés qui interagissent avec la

surface. Ils montrent que l’affinité des analogues d’acides aminés est plus grande dans le cas d’un
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cycle aromatique hydrophobe (analogue de la phénylalanine). Les analogues polaires et chargés

ont une affinité plus faible avec la surface. Cette étude comporte cependant des limites : l’ab-

sence de la partie H2N-HC-COOH sur les analogues supprime les contraintes physico-chimiques

qui pourraient exister dues à sa présence. De plus, dans le modèle utilisé, la silice a été définie

comme neutre, ce qui n’est pas le cas dans la réalité. La présence des charges négatives peut

influencer l’adsorption des acides aminés.

Pour compléter sur l’adsorption des acides aminés sur une surface et confirmer les résultats

obtenus sur la silice, nous présentons dans la suite deux études menées, l’une sur une surface

d’or neutre et la seconde sur une surface d’oxyde de titane (également chargée négativement à

pH 7). L’objectif est de déterminer et de comparer les énergies d’adsorption des acides aminés

et de déterminer les orientations privilégiées des acides aminés sur la surface.

Acides aminés sur TiO2 et or

Orientation des métabolites Comme cela peut être le cas pour les protéines, l’orien-

tation d’un acide aminé sur une surface n’est pas unique et, selon l’évolution de la simulation,

l’orientation finale du métabolite peut varier. C’est ce qu’ont regardé Xue et al. [201] avec

différents acides aminés dans de l’eau et sur une surface d’oxyde de titane (TiO2). Les acides

aminés ont tous une ou deux orientations sur le TiO2, modifiant ainsi leur surface de contact.

En fonction de l’orientation, la mobilité de l’acide aminé n’est pas la même et l’énergie libre

de liaison est aussi modifiée. Une surface de contact plus grande du métabolite sur le substrat

augmente l’énergie libre de liaison, ce qui réduit les chances pour l’acide aminé de se désorber.

En revanche, dans le cas d’une surface de TiO2 hydroxylée, une seule orientation est observée,

les liaisons hydrogène imposant un placement sur la surface.

Énergie d’adsorption Feng et al. [194] ont étudié les énergies d’adsorption de 20 acides

aminés dans de l’eau sur une surface d’or. Les forces électrostatiques sont un paramètre impor-

tant dans la valeur de l’énergie d’adsorption et cette composante est majoritaire dans l’énergie

totale. Les énergies d’interactions entre les acides aminés et la surface sont comprises entre -12

kJ/mol pour l’alanine et -92 kJ/mol pour l’arginine (plus les énergies sont basses plus les forces

sont attractives). Les énergies d’interaction sont directement liées à la taille de la molécule : plus

la molécule est grande, plus l’énergie est négative. De plus, la présence d’un cycle aromatique ou

de groupements hybridés sp2 permet de diminuer l’énergie. À l’inverse, les acides aminés plus

petits et comprenant un groupement tétraédrique sont ceux ayant l’énergie d’interaction avec

l’or la plus proche de 0 parce que leur surface de contact est diminuée. Dans le cas des acides

aminés avec un atome de soufre comme la cystéine, on observe que l’atome de soufre se dépose

sur la surface en suivant la maille de l’or, les auteurs parlent alors d’adsorption épitaxiale.

Xue et al. [201] complètent cette observation sur les énergies, avec une surface de TiO2,

globalement chargée négativement, en s’intéressant à l’influence de la charge d’un acide aminé

et la conséquence sur l’énergie libre de liaison avec la surface. Ils montrent que l’interaction entre

la surface et une molécule chargée positivement (l’arginine et la lysine) est plus forte qu’avec une

molécule chargée négativement (l’acide aspartique), à cause des interactions électrostatiques. Ce
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phénomène était aussi observé sur la silice qui est également chargée négativement dans le cas

des interactions dans le vide [197].

1.6.2.c Influence du milieu sur l’adsorption des acides aminés

L’eau est un solvant adapté à l’étude des acides aminés parce qu’ils y sont tous solubles.

Cependant, dans certains cas, il peut être intéressant de modifier légèrement le milieu pour

étudier l’influence sur l’adsorption des molécules car en solution, les acides aminés sont rarement

seuls. Dans cette dernière partie, nous présentons deux études s’intéressant à des solvants aqueux

modifiés.

Influence du pH Dans une première étude, Li et al. [193] modélisent la variation du pH sur

une surface de silice en modifiant le nombre de groupements silanols ionisés (0 % à pH 3, 9 %

à pH 5, soit 0,4 nm−2 et 18 % à pH 7, soit 0,8 nm−2) et regardent l’influence sur la capture

de petits peptides de quelques acides aminés. Ils observent qu’en fonction du pH, l’orientation

du peptide sur la surface change. Dans le cas d’un peptide contenant des châınes se terminant

avec des molécules d’arginine dont la charge globale est positive sur cette gamme de pH, on

observe une augmentation du nombre de molécules d’arginine adsorbées avec l’augmentation

du pH. L’augmentation de la quantité de silanols, qui crée une surface plus négative, modifie

l’orientation du peptide sur la silice et favorise l’adsorption de l’arginine. Pour le peptide avec

des châınes contenant de l’histidine, protonée à pH 3 et déprotonée pour les autres pH, on ne

voit pas de modification de l’orientation du peptide sur la surface lorsque l’on fait varier le pH.

L’augmentation de silanols n’a pas d’influence sur l’adsorption de cet acide aminé sur la surface.

Il est donc nécessaire de correctement modéliser les silanols à la surface pour que le pH soit bien

pris en considération.

Influence de la solution Dans une deuxième étude, Bag et al. [202] se sont

intéressés à l’adsorption sur une surface de silice de molécules d’arginine et de lysine, de

charges positives, dans deux solutions tampon. La première est la solution TRIS (pour

tris(hydroxyméthyl)aminométhane) qui se trouve soit chargée positivement soit sous forme

neutre (pKa de 8,2) : à pH élevé, la forme neutre est majoritaire. Comme la surface de si-

lice est chargée négativement, à pH bas, un nombre plus important de TRIS positifs va occuper

les sites d’adsorption de la silice car leur affinité avec la surface est plus grande que pour les

TRIS neutres. En conséquence, un faible nombre de molécules d’arginine et de lysine s’adsorbent

à la surface lorsque le pH est bas. Ce nombre augmente lorsque le pH augmente grâce de la di-

minution du nombre de TRIS positifs et l’augmentation du nombre de sites d’adsorption libres.

Dans le deuxième cas d’un tampon neutre ou négatif (ici MOPS, de l’acide 3-morpholino-

1-propanesulfonique), le comportement des acides aminés sur la surface est plus complexe : le

nombre d’acide aminés adsorbés commence par diminuer avec l’augmentation du pH puis, à

partir d’un pH de 7,2, ce nombre augmente rapidement. Plusieurs phénomènes entrent donc

compétition. Le pKa du MOPS est 7,2 alors pour un pH inférieur au pKa, la forme neutre est

majoritaire. Cette forme neutre a une plus grande affinité avec la surface de silice que la forme
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chargée négativement et occupe un nombre important de sites d’adsorption. En augmentant le

pH mais en restant sous un pH de 7,2, la quantité de MOPS neutres reste importante et le

nombre de sites libres est toujours faible. Le nombre d’acides aminés adsorbés sur la surface

diminue parce que la quantité de MOPS négatifs augmente et il y a une compétition d’affinité

entre la surface de silice et les MOPS négatifs pour les acides aminés : il peut être plus facile

pour un acide aminé de se lier à un MOPS négatif que de trouver un site d’adsorption libre.

Pour un pH supérieur au pKa du MOPS, le nombre de MOPS neutres devient minoritaire et

la quantité de sites libres pour l’adsorption des acides aminés augmente. Le nombre de MOPS

négatifs augmente également mais il est possible pour le complexe acide aminé/MOPS négatif

de s’adsorber sur la surface, ce qui fait augmenter le nombre total d’acides aminés adsorbés sur

la surface.

Ces deux études montrent que comme lors d’un travail expérimental, le choix du solvant

est primordial. De plus, la visualisation de la position des molécules par rapport à la surface

permet de comprendre les phénomènes se déroulant à l’échelle atomique. Ces modélisations sont

encore rares et les systèmes étudiés sont simples : les surfaces sont principalement composées

d’un seul matériau. Cela laisse entrevoir un large domaine d’études pour mieux comprendre les

phénomènes se déroulant à cette échelle. Dans l’application à la spectrométrie de masse qui a été

présentée précédemment, l’étude de l’adsorption des molécules sur la surface, l’orientation de la

molécule ou le choix du solvant, sont des paramètres à prendre en compte pour le signal final

et la dynamique moléculaire peut permettre de mieux comprendre et éventuellement prédire

certains phénomènes.

1.6.2.d Notre système

Les études par dynamique moléculaire des interactions entre des métabolites et un substrat

sont rares et se concentrent sur la caractérisation des acides aminés, maillons des protéines, pour

comprendre certains comportements des protéines à plus grande échelle. Les études montrent que

les énergies d’adsorption des acides aminés sur une surface sont très dépendantes des propriétés

d’hydrophobie et de charge des acides aminés et de la surface : il est donc nécessaire de trouver

un modèle au plus proche de la réalité pour prendre en compte tous les phénomènes à l’échelle

atomique et pouvoir en tirer des conclusions à l’échelle macroscopique. Il en est de même avec

le solvant : la prise en compte des conséquences du pH et de la solution est primordial lors des

études de dynamique moléculaire.

Nous avons élargi le groupe des métabolites étudiés en incluant d’autres métabolites que les

acides aminés comme le glucose ou la caféine (voir le Tableau 1.3 pour l’ensemble des métabolites

de l’étude), qui sont des molécules présentes dans le sang et donc qui ont une influence sur

le comportement des autres métabolites. Notre hypothèse est qu’en spectrométrie de masse,

nous avons besoin d’une bonne adsorption et d’une bonne désorption des métabolites. Il doit

donc y avoir un équilibre entre les deux, qu’il est difficile de situer. L’étude de dynamique

moléculaire a pour but de savoir s’il est possible de mieux comprendre cet équilibre en comparant

les résultats de spectrométrie de masse à ceux des simulations, en particulier l’intensité de

détection des métabolites en fonction de leur énergie d’adsorption, de leur surface de contact,
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du nombre de contacts... Pour cela, nous avons repris les substrats de silice fonctionnalisée

utilisés précédemment dans l’équipe (Figure 1.11) [185], que nous avons modifiés pour étudier

plusieurs formes de silice : plane, en feuillets et poreuse avec un diamètre de 10 nm comme

pour les substrats utilisés en spectrométrie de masse. Pour chaque système de silice, les quatre

silanes, CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+
3 , présentés dans la section 1.4.4.c ont été greffés

pour étudier les différences d’adsorption des métabolites en fonction des propriétés de la surface.

Les systèmes et les résultats obtenus sont présentés dans le Chapitre 3.

Figure 1.11 – Surface de silice fonctionnalisée par les silanes (a) CH3 court, (b) CH3 long, (c)
COO−, et (d) NH+

3 . Les atomes jaunes représentent le silicium, les rouges l’oxygène, les bleus
l’azote, les cyans le carbone et les blancs l’hydrogène. Image issue de [185]

1.7 Les métabolites caractéristiques du sepsis

Le choix des métabolites dans l’étude est important pour essayer de représenter au mieux

les familles de biomarqueurs du sepsis. Nous avons commencé par sélectionner 14 métabolites,

11 sont biomarqueurs du sepsis et 3 sont communs dans le sang. Ces trois derniers métabolites

ont été choisis car leurs propriétés physico-chimiques sont proches de celles des biomarqueurs, et

donc seront probablement détectés en spectrométrie de masse si les métabolites biomarqueurs

le sont. Ces 14 métabolites sont présentés dans le Tableau 1.3.
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Métabolite Statut Masse (g/mol)
Charge
globale à
pH 7

LogP Référence

Glycine Sepsis 75,1 0 -3.41 [4, 5]

Cystéine Sepsis 121,2 0 -2.79 [4, 5]

Carnitine Commun 161,2 0 -5.48

Acide urique Sepsis 168,1 0 -1.54 [5]

Glucose Sepsis 180,2 0 -2.93 [203,204]

Caféine Commun 194,2 0 -0.55

Acide myristique Sepsis 228,4 0 6,10 [17]

Glutathion Sepsis 307,3 0 -4.89 [5]

Glutamine Sepsis 146,1 -0,11 -4.00 [4, 5]

Méthionine Sepsis 149,2 -0,11 -2,19 [4, 5, 18]

Phénylalanine Sepsis 165,2 -0,11 -1,18 [4, 5]

Tryptophane Sepsis 204,2 -0,11 -1.10 [5]

Créatine Commun 131,1 -1 -2.86

Arginine Sepsis 174,2 0,89 -3.16 [4]

Tableau 1.3 – Premier groupe des métabolites de l’étude avec leurs propriétés physico-
chimiques et leur charge dans le système.

Ces métabolites sont ceux que nous avons utilisés lors des simulations de dynamique

moléculaire pour étudier les interactions avec les silanes (Chapitre 3). Cependant, ceux étudiés en

spectrométrie de masse diffèrent légèrement. Parmi les 14, 12 ont été analysés en spectrométrie

de masse. Les deux qui n’ont pas été utilisés dans cette étude sont la carnitine et l’acide myris-

tique pour des problèmes logistiques de transport jusqu’à l’appareil de spectrométrie de masse à

Grenoble. Le premier ne pouvait être transporté à cause des problèmes de stock et le deuxième

n’était pas transportable jusqu’à Grenoble parce qu’il devait être conservé à -20◦C. De plus, 13

nouveaux métabolites ont été ajoutés à l’étude suite à la publication de nouveaux papiers sur

les biomarqueurs du sepsis, en particulier une revue basée sur une méta-analyse des études sur

le sepsis [5]. Les analyses de spectrométrie de masse (Chapitres 4 à 6) ont donc été faites sur un

panel de 25 échantillons, qu’il est possible de séparer en quatre groupes :

— les lipides ou fragment de lipides : α-glycérophosphocholine (α-GPC), C18 céramide, ly-

sophosphatidylcholine 18:0 (LysoPC), lysophosphatidylglycérol 18:0 (LysoPG) et sphin-

gomyéline ;

— les acides organiques : acide citrique, acide pyruvique et acide urique ;

— les acides aminés et leurs dérivés : alanine, arginine, citrulline, créatine, cystéine, gluta-

mine, glycine, leucine, méthionine, phénylalanine, taurine, tryptophane et valine

— les autres : caféine, créatinine, glucose et glutathion.
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Les 25 métabolites avec leur formule à pH 7 sont présentés dans Figure 1.12 et leurs propriétés

physico-chimiques, ainsi que leur concentration sanguine pour les patients sains et leur évolution

pour les patients atteints de sepsis sont présentés dans le Tableau 1.4.

Figure 1.12 – Nom et formule chimique des métabolites utilisés dans l’étude à pH 7 dans les
conditions physiologiques
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Tableau 1.4 – Propriétés physico-chimiques du panel de 25 métabolites, les ordres de grandeurs
de leur concentration moyenne dans le sang et la tendance de la concentration pour les patients
atteints de sepsis. Les cases sont laissées blanches si la valeur n’est pas connue.
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Nous considérons la grandeur LogP telle que LogP = Log(Coct/Ceau), avec Coct et Ceau

les solubilités d’une espèce chimique respectivement dans l’octane et dans l’eau. Elle caractérise

l’hydrophilie d’une molécule : plus le LogP est petit (ou négatif), plus la molécule est hydrophile.

Le point isoélectrique (pI) est le pH pour lequel la charge nette de la molécule est nulle. Ces

deux valeurs sont obtenues à partir de chemicalize (Chemaxon) [205]. L’affinité protonique (AP)

correspond à l’énergie de la réaction de captation d’un proton dans du gaz et permet d’estimer

la basicité d’une espèce chimique en phase gazeuse (plus l’affinité protonique est élevée, plus la

protonation de la molécule sera favorable). Les valeurs sont celles référencées sur le WebBook

de chimie NIST [206], sauf pour l’acide citrique dont la valeur est issue de [207]. L’énergie

d’ionisation est l’énergie nécessaire pour arracher un électron (de la plus haute énergie) d’une

molécule en phase gazeuse (plus cette énergie est élevée, plus il sera difficile d’ioniser la molécule).

Les valeurs sont aussi issues du WebBook du NIST [206] ou de l’article [208]. Les concentrations

peuvent être variables et dépendantes de la méthode d’analyse. Ce sont donc des moyennes et la

valeur varie d’un patient à un autre en fonction de son âge, de son sexe, de son poids, etc. De plus,

en fonction de l’avancée de la maladie, les différences entre un patient sain et malade peuvent

changer. Il est donc souvent nécessaire de comparer les résultats à un échantillon de référence.

Enfin, dans le Tableau 1.5, nous présentons une étude faite par Su et al. [4] sur l’évolution de

la concentration des acides aminés dans le plasma pour les patients atteints de sepsis après

leur admission en soins intensifs. Les patients sont séparés en fonction de l’issue de la maladie :

s’ils sont guéris ou non. Ces concentrations varient d’un jour à l’autre et l’évolution dépend des

acides aminés. Pour certains métabolites comme la glycine, les différences sont principalement

visibles au moment de l’admission en soins intensifs puis les deux groupes voient leur moyenne se

rapprocher. À l’inverse pour des métabolites comme la taurine, la différence se fait principalement

après plusieurs jours. Dans tous les cas, les différences restent assez faibles entre ces deux groupes,

nous observons principalement des différences entre les patients sains et les patients malades en

général. D’autres études se sont également intéressées à l’influence d’un traitement sur le profil

des métabolites dans le plasma [209]. Ils ont montré qu’il était possible de déterminer dès 48h

après le début du traitement si celui-ci allait être efficace grâce à la concentration de certains

métabolites.

57



Jour 1 Jour 3 Jour 5 Jour 7 Jour 10 Jour 14

Alanine
Survivant 28 37 29 30 28 30

Non survivant 32 30 31 31 32 31

Arginine
Survivant 13 13 14 20 15 15

Non survivant 11 13 14 12 13 11

Citrulline
Survivant 3 3 3 3 4 4

Non survivant 2 2 3 3 3 3

Glutamine
Survivant 61 66 65 71 62 61

Non survivant 65 61 60 64 61 59

Glycine
Survivant 19 20 22 24 23 22

Non survivant 29 22 23 21 21 20

Leucine
Survivant 16 16 16 19 17 17

Non survivant 14 16 17 18 16 16

Méthionine
Survivant 3 3 3 3 3 3

Non survivant 3 3 3 3 2 3

Phénylalanine
Survivant 19 19 18 17 17 19

Non survivant 19 27 24 24 24 23

Taurine
Survivant 13 13 13 15 18 19

Non survivant 10 12 11 11 10 12

Tryptophane
Survivant 8 9 9 9 9 10

Non survivant 7 7 8 8 8 7

Valine
Survivant 28 33 31 36 33 32

Non survivant 25 30 27 30 29 29

Tableau 1.5 – Évolution de la concentrations (en µg/mL) des acides aminés après l’admission
des patients en soins intensifs pour les patients qui survivent au sepsis (survivant, n = 20) et
ceux qui en meurent (non survivant, n = 15). Données issues de [4].

1.8 Conclusion du chapitre

Mon projet de thèse est donc la détection de métabolites biomarqueurs du sepsis en spec-

trométrie de masse grâce à des surfaces de silicium fonctionnalisées. Nous avons sélectionné 25

métabolites pour ce travail, 23 sont des biomarqueurs du sepsis et 2 sont des métabolites com-

muns dans le sang. Ces métabolites, de propriétés physico-chimiques différentes peuvent être

séparés en quatre groupes : les lipides, les acides organiques, les acides aminés et les autres ne

rentrant dans aucun des trois catégories précédentes.

La détection des métabolites se fait par spectrométrie de masse, et en particulier avec deux

méthodes ; le MALDI-MS et le DIOS-MS qui se basent sur l’ionisation des analytes grâce à un

laser. La première a l’avantage d’être bien connue mais peut poser des problèmes pour l’étude

de biomolécules de faible poids moléculaire à cause de la présence de la matrice organique pour

aider l’ionisation. Le DIOS-MS n’utilise pas cette matrice mais uniquement la nanostructuration

pour ioniser les analytes tout en gardant des performances proches du MALDI-MS. En revanche,
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très peu d’études ont été faites sur la détection de biomolécules en milieu complexe et encore

moins sans pré-traitement des échantillons.

Pour extraire les métabolites nous utilisons du silicium poreux fonctionnalisé par quatre si-

lanes différents : CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+
3 dont il a été montré que la présence

permettait d’améliorer la sensibilité et parfois la sélectivité des mesures en spectrométrie de

masse. Leurs propriétés physico-chimiques, comme leur longueur de châıne alkyle et leur ter-

minaison chimiques, ont pour objectif d’adsorber et de détecter des métabolites différents en

fonction des surfaces et d’obtenir un profil élargi de l’échantillon.

Enfin, en parallèle, nous modélisons le système métabolites/silanes pour étudier les inter-

actions et l’adsorption des métabolites pour essayer de relier ce phénomène aux résultats de

spectrométrie de masse, ce qui n’a jamais été fait.
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CHAPITRE 2

Développement des procédés de silanisation - Création de fours pour une

silanisation en phase gazeuse

2.1 Introduction

La fonctionnalisation de surface, en particulier par des silanes, est une méthode largement

utilisée pour améliorer la sensibilité des mesures de spectrométrie de masse MALDI et DIOS. La

modification de la chimie de la surface permet de cibler certaines propriétés des métabolites et

ainsi de mieux détecter un groupe plutôt qu’un autre. Nous avons donc choisi plusieurs silanes,

CH3 court CH3 long, COO−, et NH+
3 , avec différentes propriétés (longueur de la châıne alkyle

et groupement terminal) pour étudier leur influence sur la détection de métabolites. Ces silanes

sont présentés dans le chapitre précédent, dans le Tableau 1.1 à la page 34.

À l’INL, dans l’équipe DSE, la silanisation est un procédé connu et utilisé pour fonctionnaliser

des surfaces et développer des capteurs biologiques. Un protocole de silanisation en phase liquide,

qui peut se décliner pour plusieurs silanes, dont ceux de notre étude, existe et un four de

silanisation en phase gazeuse permet de fonctionnaliser des surfaces avec des silanes COO−

spécifiquement. Développer des protocoles en phase gazeuse permet de s’affranchir des solvants,

en particulier pour des échantillons de grande taille pour lesquels la quantité de solvant nécessaire

peut être importante.

Le premier objectif de ma thèse a été de développer des protocoles de silanisation en phase

gazeuse, afin de fonctionnaliser pour la première fois dans l’équipe du silicium poreux (pores de

1 µm x 10 nm) de façon reproductible et conforme. Pour cela, j’ai commencé par développer les

protocoles sur le silicium plan. J’ai cherché à obtenir les mêmes angles de contact pour une goutte

d’eau et la même densité surfacique en silanes sur les substrats fonctionnalisés en phase liquide

et en phase gazeuse. Les protocoles en phase liquide m’ont donc servi de référence. Ensuite, les

procédés ont été transférés sur du silicium poreux.
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Les contraintes nous ont amenés à créer trois fours, chacun avec des propriétés différentes, et

chacun dédié à un silane différent pour leur utilisation finale, chaque four pouvant être mis sous

vide pour travailler en atmosphère contrôlée. Dans ce chapitre, nous présentons les trois fours

avec à chaque fois le développement du protocole de silanisation associé et la caractérisation des

surfaces fonctionnalisées (planes et poreuses) par angle de contact, XPS et ToF-SIMS. L’XPS a

permis d’estimer la densité surfacique des silanes et le ToF-SIMS la conformité des pores. Les

limites de chaque four et les idées ayant mené à la création du four suivant sont ensuite discutées.

Nous montrons que les trois fours permettent de créer une monocouche de silane reproductible

et conforme pouvant ensuite être utilisée pour les mesures de spectrométrie de masse.

2.2 Matériel et méthodes de caractérisation

2.2.1 Les fours de silanisation développés

Trois fours ont été créés avec Thomas Géhin (Ingénieur de recherche CNRS à l’INL) dans le

cadre du projet de l’ANR PORIDG et de ma thèse. L’objectif de ces fours est de pouvoir créer

des monocouches de silane conformes à la surface d’échantillons de silicium poreux : il faut que

la monocouche soit la plus uniforme possible sur toute la surface spécifique interne des pores.

Ils ont été imaginés dans une optique de pouvoir potentiellement industrialiser le procédé. Pour

cela, les critères que nous nous sommes fixés pour les fours sont :

— Pouvoir être mis sous vide pour éviter les contaminations dues à l’air lors du processus

de silanisation et avoir une silanisation conforme ;

— Avoir une arrivée d’azote, un gaz neutre, pour pouvoir remplir la chambre et mettre le

four à pression atmosphérique ;

— Avoir une arrivée de silane qui limite son contact avec l’air. Le silane réagit en présence

d’eau, il est donc nécessaire qu’il ne soit pas en contact avec les molécules d’eau présentes

dans l’air ;

— Pouvoir être chauffé à 200◦C, une température supérieure à la température de silanisation

de 150◦C, permettant le nettoyage du four avant son utilisation ;

— Avoir une température uniforme dans la chambre ;

— Utiliser la quantité de silane la plus faible possible.

2.2.2 Substrats élaborés et utilisés

Sauf indication contraire, les échantillons de silicium plan sont issus de wafers de silicium

Si(100) polis. Les wafers de silicium poreux ont été achetés chez SiLiMiXT (Tours, France). Les

pores (10 nm de diamètre, 1 µm de profondeur et 60 % de porosité) ont été obtenus par gravure

électrochimique de substrats de silicium (150 mm de diamètre, type P, 10-20 mOhms.cm et 508

µm d’épaisseur).

Pour le Chapitre 5, nous avons créé nos propres échantillons pour une étude sur l’influence

de la porosité en DIOS-MS. Ces échantillons ont été fabriqués à partir de wafers de silicium (50

mm de diamètre, type P, 1-5 mOhms.cm et 300 µm d’épaisseur) par gravure électrochimique
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avec l’aide de Céline Chevalier à l’INL. Les pores mesurent également 10 nm de diamètre mais

ils ont une porosité de 35 %. Trois profondeurs ont été fabriquées : 0,3 µm, 1 µm et 2 µm. Il sera

précisé en préambule du paragraphe lorsque ces échantillons seront utilisés.

2.2.3 Silanes et solvants utilisés

Les silanes 3-aminopropyldiméthyléthoxysilane (NH+
3 ), n-propyldiméthylmétoxysilane (CH3

court) et octadécyldiméthylmétoxysilane (CH3 long) ont été achetés chez ABCR (Karls-

ruhe, Germany). Le Tert-butyl-11-(diméthylamino(diméthyl)silyl)undécanoate (COO−) a été

synthétisé selon le protocole de Dugas et al. [182]. Le tétrahydrofurane (THF), le pentane,

l’éthanol, l’acétone, le dichlorométhane, l’isopropanol, l’acide sulfurique, l’acide formique, le

peroxyde d’hydrogène, et l’ammoniaque ont été achetés chez Sigma-Aldrich.

Les silanes étaient conservés sous atmosphère neutre dans une bôıte à gant. Lorsque

nécessaire, nous avons prélevé la quantité de silane requise pour l’injecter soit dans le four,

soit dans le récipient servant de stockage intermédiaire de silanes (dénommé ”bulleur” par la

suite).

2.2.4 Présentation des techniques de caractérisation des monocouches de si-

lanes

2.2.4.a Angle de contact

La mesure des angles de contact a été réalisée à l’aide du logiciel WinDrop de GBX. Des

gouttes de 1 µL d’eau ultrapure ont été déposées sur les surfaces fonctionnalisées et l’angle de

contact avec ces dernières a été mesuré. Pour chaque échantillon, une moyenne des angles de

contact mesurés sur quatre gouttes déposées aléatoirement a été calculée, et c’est cette valeur

qui est présentée dans la suite.

2.2.4.b XPS

Les mesures ont été réalisées avec un spectromètre VSW équipé d’une source X monochro-

matique (Al Kα 1486,6 eV) pour lequel l’angle entre le rayon incident et le détecteur est l’angle

magique. La résolution angulaire est de 3◦. L’angle entre la surface et le détecteur était fixé soit

à 90◦, soit à 30◦. L’angle de 30◦ permet une analyse plus en surface de l’échantillon (environ 5

nm contre 10 nm avec un angle de 90◦). La résolution en énergie est de 0,2 eV.

Dans les deux cas, l’analyse des données a été effectuée avec le logiciel CasaXPS. L’énergie de

liaison du Si(-O)4 était fixée à 104 eV. Une base de type Shirley a été retirée sur les spectres de Si

2p et O 1s, lorsque les éléments viennent du solide et une base linéaire a été retirée pour le spectre

de C 1s et N 1s correspondant à des éléments de surface. Les pics ont été déconvolués avec des

courbes de Gauss-Lorentz de répartition 70/30. Nous avons également fixé des contraintes sur

le pic du Si métallique sur le spectre fin haute résolution du niveau de cœur Si 2p : le doublet Si

2p1/2 et Si 2p3/2 est séparé en énergie de 0,6 eV, les deux pics ont la même largeur à mi-hauteur

et le premier a une aire égale à la moitié de celle du deuxième. Les énergies des sous-oxydes ont
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été obtenues dans [210] et celle du pic Si(-O)1 est issue de [174] avec un intervalle de fluctuation

de ±0,3 eV. Enfin, l’aire du Si(-O)1 a été encadrée pour vérifier le rapport C/Si des silanes avec

une erreur inférieure à 10 %.

2.2.4.c ToF-SIMS

Les mesures ToF-SIMS ont été réalisées au CEA Leti (Grenoble) par Vincent Jousseaume

et Marc Veillerot. Elles ont été obtenues avec un ToF-SIMS V de ION-TOF. Des ions Bi3+ à

15 keV ont été utilisés comme source primaire pour l’analyse (sur une surface de 80 x 80 µm2)

et la pulvérisation cathodique a été obtenue en utilisant des ions Cs+ à faible énergie (500 eV,

balayage d’une aire de 400 x 400 µm2).

2.3 Développement et caractérisation des protocoles de silani-

sation

Nous allons maintenant étudier la mise en place des protocoles de silanisation en phase

gazeuse. Dans un premier temps, nous présentons la fonctionnalisation en phase liquide et la

caractérisation des surfaces qui nous serviront de référence lors de la fonctionnalisation en phase

gazeuse. Ensuite, nous présentons les différents fours, la mise au point des protocoles, leurs

avantages et leurs inconvénients et ce qui nous a amené à créer plusieurs designs pour améliorer

la fonctionnalité du réacteur.

Avant de commencer la présentation des différents protocoles de silanisation, nous com-

mençons par présenter les spectres d’XPS de surfaces de silicium non modifiées qui serviront

de référence dans la suite. Dans les figures 2.1 et 2.2, le survol et le spectre fin des niveaux de

cœur C 1s, O 1s, N 1s et Si 2p pour des substrats de silicium respectivement plan et poreux

sont présentés. La localisation des pics est donnée dans le Tableau 2.1.

O 1s Si 2p

O-Si Si 2p3/2 Si 2p1/2 Si2O SiO SiO2

Plan
E (eV) 533,3 99,9 100,5 100,9 102,7 104,0

% at 40,5 23,3 11,7 5,8 1,8 16,9

Poreux
E (eV) 533,4 99,7 100,3 100,8 102,2 104,0

% at 51,1 10,8 5,4 3,2 1,2 28,3

Tableau 2.1 – Énergies de liaison en eV des pics de déconvolution des substrats de silicium
plan et poreux passés à l’UV-Ozone 30 min.

Dans les deux cas, le survol nous indique la présence d’oxygène et de silicium. Des spectres

fins haute résolution des éléments présents sur les silanes (N 1s et C 1s) ont ensuite été effectués.

Dans les deux cas, aucun signal n’apparâıt, nous pouvons donc conclure que la surface n’est pas

contaminée. Le spectre fin du O 1s indique la présence de l’oxygène qui compose la couche de
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Figure 2.1 – Spectres XPS d’un substrat de silicium plan nettoyé 30 min à l’UV-ozone : survol
et spectres fins haute résolution des niveaux de cœur C 1s, N 1s, O 1s et Si 2p. L’angle entre la
surface et l’analyseur est de 90◦.
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Figure 2.2 – Spectres XPS d’un substrat de silicium poreux nettoyé 30 min à l’UV-ozone :
survol et spectres fins haute résolution des niveaux de cœur C 1s, N 1s, O 1s et Si 2p. L’angle
entre la surface et l’analyseur est de 90◦.
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silice à la surface de l’échantillon. Enfin, la déconvolution du spectre Si 2p permet d’identifier le

doublet du silicium métallique (Si 2p1/2 et Si 2p3/2) et des oxydes du silicium, en particulier

composant le SiO2 (104,0 eV), le SiO (102,7 pour le plan et 102,2 pour le poreux) et le Si2O

(100,9 pour le plan et 100,8 pour le poreux).

2.3.1 Silanisation en phase liquide

2.3.1.a Protocole de silanisation

Le protocole de fonctionnalisation en phase liquide est un protocole utilisé à l’INL par l’équipe

DSE. Les substrats sont d’abord nettoyés à la solution piranha (mélange d’acide sulfurique et

de peroxyde d’hydrogène 7:3) pendant 30 min puis sont traités à l’UV-ozone sous un flux de

dioxygène à 25◦C pendant 30 min. Ces deux nettoyages permettent de retirer les contaminations

organiques et d’activer la surface en créant des groupements hydroxyles. Les substrats sont

ensuite placés dans un réacteur sous flux d’azote et chauffés à 150◦C pendant 4 heures. Ensuite,

les substrats sont refroidis puis immergés dans une solution de pentane anhydre contenant 90 µL

de silanes pour des échantillons de 10 cm2. Après évaporation du pentane, les échantillons sont

chauffés à 150◦C pendant la nuit pour que la réaction ait lieu. Enfin, après le refroidissement

des échantillons, ceux-ci sont rincés sous ultrasons dans une solution de THF pendant 10 min

puis dans une solution d’eau ultrapure pendant 10 min également.

2.3.1.b Caractérisation des échantillons

Angle de contact L’angle de contact permet une première analyse qualitative des échantillons

pour estimer si la silanisation a fonctionné. Dans la suite, pour le développement des protocoles

en phase gazeuse, l’angle de contact sera la première caractérisation des échantillons lors de

leur sortie du réacteur. Pour cela, nous avons pris comme référence les angles obtenus lors de la

fonctionnalisation en phase liquide. Les angles de contact sont présentés dans la figure 2.2. Ces

angles sont en accord avec les angles de contacts de la littérature présentés à la page 37.

CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

80◦ 98◦ 78◦ 62◦ 0◦

Tableau 2.2 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par silanisation en phase
liquide sur du silicium plan.

XPS La caractérisation des surfaces de silicium plan obtenues avec la silanisation en phase

liquide a été réalisée avec l’XPS de la plateforme Nanolyon à l’INL sur des substrats SiO2 (20

nm)/aluminium (200 nm)/silicium préparés par dépôt physique par phase vapeur (PVD) grâce

à une plateforme 200 mm Applied Materials Endura 500 (CEA-LETI). Les mesures sont donc

légèrement différentes de celles présentés précédemment, avec en particulier, l’absence du doublet

de silicium dû à l’épaisseur de la couche de silice. Les échantillons ont ensuite été fonctionnalisés

avec les quatre silanes puis analysés en XPS. Les résultats sont présentés dans les Figures 2.3
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à 2.6. Les pourcentages atomiques et les énergies de liaison sont résumés dans le Tableau 2.3.

Ces résultats ont été publiés dans Lecot et al. en 2020 : Arrangement of Monofunctional Silane

Molecules on Silica Surfaces : Influence of Alkyl Chain Length, Head-Group Charge, and Surface

Coverage, from Molecular Dynamics Simulations, X-ray Photoelectron Spectroscopy, and Fourier

Transform Infrared Spectroscopy dans le Journal of Physical Chemistry C [6].

Sur chaque surface silanisée, trois pics distincts correspondants à C 1s, O 1s et Si 2p sont

présents. La déconvolution du spectre haute résolution de Si 2p permet de faire apparâıtre deux

pics, le premier à 104,0 eV correspond à l’oxyde SiO2 et le deuxième, plus petit, à l’oxyde

Si(-O)1, l’atome de silicium présent sur les silanes est lié à un atome d’oxygène. À la différence

du spectre de SiO2 pur (Figure 2.1), le doublet du silicium métallique n’est pas visible parce

que la profondeur d’analyse (environ 10 nm) est plus petite que la couche de silice déposée en

PVD (20 nm). La présence du pic de Si(-O)1 permet de vérifier la bonne fonctionnalisation des

échantillons, le rapport C 1s/Si(-O)1 est cohérent avec les valeurs théoriques obtenues à partir

des formules chimiques des silanes (5 atomes de carbone pour le CH3 court et le NH+
3 , 20 pour le

CH3 long et 13 pour le COO−). Le rapport Si 2p/O 1s est autour de 1,6 (±3 %) pour toutes les

surfaces. Ce rapport est inférieur à la valeur stœchiométrique qui est de 2. La différence pourrait

en partie venir de la présence de sous-oxydes dans le pic de silicium, qu’il n’est pas possible de

déconvoluer simplement du reste du pic de SiO2. Dans le cas d’une surface fonctionnalisée par

des silanes NH+
3 , la déconvolution permet de séparer le signal du C 1s en deux pics, probablement

dus aux liaisons C−C et C−N sur le silane. En revanche, aucun pic n’était visible autour de 400

eV pour le niveau de cœur N 1s, un niveau qui est difficilement observable avec notre XPS sur

ce type de surfaces fonctionnalisées. De même, il n’a pas été possible de déconvoluer la fonction

COOH des silanes COO− sur le spectre du niveau de cœur O 1S.

O 1s C 1s Si 2p

O-Si C-C C-N SiO2 Si(-O)1

CH3 court
E(ev) 533,3 285,2 104,0 102,1

% at 55,5 7,5 35,6 1,4

CH3 long
E(ev) 533,2 285,4 104,0 102,1

% at 53,4 10,5 35,6 0,5

COO− E(ev) 533,3 285,4 104,0 102,0

% at 54,8 9,4 35,1 0,7

NH+
3

E(ev) 533,2 285,4 286,3 104,0 102,0

% at 52,8 9,0 2,2 33,8 2,2

Tableau 2.3 – Pourcentages atomiques et énergies de liaison (eV) obtenus en XPS pour les
quatre monocouches de silane sur du silicium plan avec la fonctionnalisation en phase liquide.
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Figure 2.3 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 court obtenue par fonctionnali-
sation en phase liquide sur de la silice plane : survol et spectres fins haute résolution des niveaux
de cœur C 1s, O 1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 90◦.

Figure 2.4 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 long obtenue par fonctionnalisa-
tion en phase liquide sur de la silice plane : survol et spectres fins haute résolution des niveaux
de cœur C 1s, O 1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 90◦.
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Figure 2.5 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes COO− obtenue par fonctionnalisation
en phase liquide sur de la silice plane : survol et spectres fins haute résolution des niveaux de
cœur C 1s, O 1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 90◦.

Figure 2.6 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes NH+
3 obtenue par fonctionnalisation

en phase liquide sur de la silice plane : survol et spectres fins haute résolution des niveaux de
cœur C 1s, O 1s et Si 2p. Le N 1s n’était pas visible, comme dans la Figure 2.1. L’angle entre
la surface et l’analyseur est de 90◦.

70



La couverture en silanes de la surface peut être estimée à partir de la formule [Shircliff] :

Γsilanes =
ASi(-O)1

ASi 2p
nSiO2z (2.1)

où ASi(-O)1
et ASi 2p correspondent respectivement aux aires normalisées du pic de Si(-O)1 et

de (Si(-O)1 + Si(-O)4), nSiO2 est la concentration moléculaire de la silice (22 nm−3) et z la

profondeur d’analyse qui peut être approximée par 3λ sin θ avec λ le libre parcours moyen de

la silice, soit environ 3,7 nm [175] et θ l’angle entre le détecteur et la surface. On trouve une

couverture de la surface autour de 3 nm−2 pour le CH3 court, le CH3 long et le COO− et

autour de 8 nm−2 pour le NH+
3 . Il semble donc que la couverture en silane soit indépendante

de la longueur de la châıne alkyle. En revanche, avec la terminaison amine, la densité est près

de trois fois plus élevée que pour le reste des silanes. Les paramètres de silanisation (protocole

de silanisation et quantité de silane) étant identiques pour tous les silanes, cette différence ne

vient pas d’une modification du protocole. Cela pourrait être expliqué par un effet catalytique

de la terminaison amine qui favorise la réaction de condensation sur la surface de silice et ainsi

augmente la densité de silanes [180]. Une densité de 3 nm−2 sur une surface de silice est une

valeur classique de densité pour une monocouche de silanes [211].

2.3.2 Silanisation en phase gazeuse : COO−

2.3.2.a Protocole de silanisation

La fonctionnalisation en phase gazeuse utilisée dans l’équipe DSE pour les échantillons de

silicium est la suivante : premièrement les échantillons sont immergés dans une solution piranha

pendant 30 min puis rincés à l’eau ultrapure. Ensuite, les substrats sont chauffés dans un four

sous vide à 140◦C. 1 mL de silane COO− est introduit dans la chambre réglée à une pression de

8.10−2 mbar et la réaction est laissée pendant 12h à 140◦C. Les échantillons sont ensuite rincés au

THF puis à l’eau ultrapure pendant 10 min. Pour la déprotection des échantillons et l’activation

du groupe carboxyle, l’échantillon fonctionnalisé est immergé dans de l’acide formique pendant

7h. Les échantillons sont ensuite rincés au dichlorométhane puis à l’eau pendant 10 min. La

déprotection est réalisée la veille pour la caractérisation et au maximum une semaine avant les

mesures de spectrométrie de masse.

2.3.2.b Caractérisation des échantillons fonctionnalisés

XPS sur du silicium plan Nous avons comparé la couverture en silane obtenue avec cette

fonctionnalisation par rapport à la fonctionnalisation en phase liquide. Le survol et le spectre fin

du Si 2p sont présentés dans la figure 2.7. Les spectres fins des niveaux de cœur C 1s et Si 2p ne

sont pas montré ici. Aucune pollution n’est observée pour ces deux éléments. Nous avons placé

le détecteur à 30◦ de la surface pour sonder une profondeur moins grande (environ 5 nm contre

10 nm dans le cas d’un détecteur à la verticale) afin de maximiser le signal venant des silanes

et limiter le signal du substrat de silicium. Dans la suite, tous les spectres d’XPS présentés ont

été réalisés avec cet angle de détecteur.
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Figure 2.7 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes COO− sur du silicium plan obtenue
avec le protocole de Phaner-Goutorbe et al. [157] : survol et spectre fin du niveau de cœur Si
2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 30◦.

On observe le doublet du silicium métallique Si 2p1/2 et Si 2p3/2 correspondant au Si bulk et

trois pics correspondants à des oxydes du silicium SiO2, Si2O et Si(-O)1. Les deux premiers sont

la contribution de la couche de silice en surface du substrat et le dernier à l’atome de silicium

présent sur le silane. À partir de l’équation 2.1 à la page 71, on peut estimer la couverture

en silane avec cette méthode de 4 nm−2, légèrement supérieure à la valeur de 3 nm−2 obtenue

en phase liquide. Ce protocole permet donc une fonctionnalisation des échantillons plans aussi

bonne, peut-être meilleure que celle en milieu liquide. Il est cependant difficile d’affirmer que

cette différence est significative car plusieurs approximations sont faites dans l’équation 2.1, en

particulier, l’effet d’atténuation des électrons dans la couche de SiO2 n’est pas prise en compte

et le libre parcours moyen des électrons dans la monocouche de silanes est supposé identique à

celui dans la silice.

XPS sur du silicium poreux Les résultats sont présentés en figure 2.8. Les pourcentages

atomiques et les énergies de liaison associées à chaque pic sont donnés dans le Tableau 2.4.

On observe des pics pour le C 1s, le O 1s et le Si 2p. Dans le cas du Si 2p, comme avec

le silicium plan, la déconvolution du spectre indique la présence du silicium métallique et de

deux oxydes. Ces pics sont attribués au SiO2 et au Si(-O)1 correspondant au silicium du silane.

Le rapport C 1s/Si(-O)1 de 13,1 est en accord avec la stœchiométrie du silane pour lequel le

rapport C/Si est égal à 13, il n’y a donc pas de contamination organique sur la surface. Enfin,

la densité de silane est estimée à 5,4 ± 0,1 nm−2, une valeur supérieure à celles obtenues sur le

silicium plan, le protocole de silanisation est donc adapté à notre étude.

2.3.3 Silanisation en phase gazeuse avec le four 1 : CH3 long

2.3.3.a Présentation du four n°1

La photo du four n°1, ainsi qu’un schéma de son fonctionnement sont présentés en Figure 2.9.

Le système est composé d’un four commercial Vacutherm Vacuum oven (Thermo Scientific) sur

lequel ont été ajoutées une arrivée d’azote et une sortie vers une pompe. Les vapeurs de silane
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Figure 2.8 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes COO− sur du silicium poreux obtenue
avec le protocole de Phaner-Goutorbe et al. [157] : survol et spectres fins haute résolution des
niveaux de cœur C 1s, O 1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 30◦.

O1s C 1s Si 2p

O-Si C-C Si 2p3/2 Si 2p1/2 Si(-O)1 SiO2

E (eV) 533,2 285,4 100,0 100,6 102,5 104,0

% at 44,3 30,9 2,2 1,1 2,8 18,9

Tableau 2.4 – Énergies de liaison (en eV) et pourcentages atomiques des pics de déconvolution
d’un échantillon de silicium poreux fonctionnalisé avec des silanes COO−.
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sont mélangées à l’azote grâce à un système de bulleur avant d’être injectées dans la chambre :

l’azote traverse un tube contenant le silane liquide chauffé (le bulleur), créant ainsi des bulles de

silane qui sont ensuite entrâınées dans la chambre. Il est possible de contourner le bulleur pour

remplir le four d’azote. La tuyauterie est maintenue à la température voulue grâce à des cordons

chauffants enveloppés dans de l’aluminium. Dans la version initiale du four, deux bulleurs étaient

présents avec pour objectif de pouvoir mélanger les silanes dans la chambre. Cette fonctionnalité

a finalement été retirée pour se concentrer sur la création d’une monocouche uniforme et limiter

le nombre de tuyaux à chauffer.

Figure 2.9 – Image du four n°1 et schéma simplifié de son fonctionnement.

La pression est régulée grâce à un vacuomètre placé à la sortie du four et la température

grâce à des sondes de température placées au niveau des cordons chauffants autour du bulleur

et de la ligne d’injection entre le bulleur et le four. Le four a un système de chauffage intégré et

la régulation de sa température peut être faite grâce à ce système.

Le four a une capacité de silanisation d’une surface totale d’environ 0,2 m2, pour un volume

total de 0,03 m3 et le volume du bulleur est de 5 mL. Dans la suite, nous essayons de minimiser

la quantité de silane utilisée lors de la silanisation.

2.3.3.b Développement du protocole de silanisation

Structure générale du protocole Pour créer un protocole de silanisation efficace, il a fallu

ensuite déterminer les paramètres lors des différentes étapes :

Étape 1 : Dégazage du four à vide à une température supérieure à 180◦C pendant plus d’une

heure pour nettoyer le four et retirer les éventuelles contaminations ;

Étape 2 : Traitement des échantillons pour enlever les contaminations organiques et hy-

droxyler la surface (choix du protocole de nettoyage des échantillons parmi la solution

piranha et le traitement UV-ozone présenté ci-dessous) ;
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Étape 3 : Dégazage des échantillons dans le four à 150◦C pendant 15 min pour retirer les

éventuelles contaminations dues à l’air et retirer la majorité de l’eau présente à la surface

des échantillons (nous avons choisi de faire trois mises à vide du four à une pression

inférieure à 1 Torr après l’introduction des échantillons. La température de 150◦C est la

température utilisée dans les autres protocoles de silanisation de l’équipe DSE [182] et

ne sera pas modifiée) ;

Étape 4 : Injection des silanes dans le four et fonctionnalisation de la surface par condensa-

tion des silanes selon le schéma présenté dans la Figure 1.6 page 35 (C’est l’étape avec

le plus d’inconnues : il faut déterminer la température du bulleur (la température de la

ligne d’injection est fixée comme la moyenne entre la température du four (150◦C) et la

température du bulleur), la pression dans le four, le débit de l’azote dans le bulleur, le

type de silanisation (arrivée continue ou périodique du silane dans le four) et le temps de

silanisation. Pour simplifier les tests, nous avons fixé la pression dans le four à 20 Torr,

le débit d’azote à 30 NL/h et la durée de la silanisation à 2h. Nous avons fait varier la

température du bulleur entre 40 et 100◦C et le protocole d’arrivée des silanes en continu

ou par cycles. Ces deux tests sont présentés ci-dessous).

Étape 5 : Nettoyage du four grâce au pompage pour retirer les vapeurs de silane restantes

et refroidissement du réacteur (Pour le nettoyage du four, nous avons choisi de faire trois

cycles de pompage du four de 30 min chacun en remettant le four à pression atmosphérique

entre chaque cycle) ;

Étape 6 : Nettoyage des échantillons pour retirer les silanes qui ne sont pas liés avec des

liaisons covalentes à la surface (Aucun nettoyage des échantillons à la sortie du four n’a

été effectué en plus des cycles de pompage lors de l’étape précédente).

Influence du protocole de nettoyage des échantillons avant la silanisation (Etape 2)

Le traitement des échantillons avant la silanisation permet de retirer les contaminations orga-

niques, mais aussi d’hydroxyler la surface de silice pour créer des fonctions silanols nécessaires

à la silanisation. Plus le nombre de silanols est important à la surface, plus il est possible de

greffer un nombre important de silanes. Pour caractériser cette quantité de silanes, nous utilisons

l’angle de contact. En effet, la surface hydroxylée est très hydrophile (angle de contact proche

de 0◦) et les silanes hydrophobes, nous supposons donc que plus l’angle de contact d’une goutte

d’eau est élevé, plus la quantité de silanes à la surface est importante.

Dans cette partie, les paramètres sont :

— Température du four : 150◦C.

— Température du bulleur : 40◦C (donc température de la ligne d’injection de 95◦C).

— Débit : 30 NL/h.

— Pression dans le four : 20 Torr.

— Silanisation : flux continu de silane dans la chambre avec une pression équilibrée à 20

Torr grâce à un léger pompage de la chambre.

— Durée de la silanisation : 2h.

Nous avons choisi de tester trois méthodes de nettoyage et de mesurer les angles de contact

après la silanisation. Les angles sont résumés dans le Tableau 2.5.
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Numéro Nettoyage Angle de contact

1 Solution piranha pendant 30 min puis rinçage à l’eau 84,0◦ ± 2,0

2
Plasma UV-ozone avec flux de dioxygène pendant 30
min à 25◦C

87,8◦ ± 1,2

3
Plasma UV-ozone avec flux de dioxygène pendant 30
min à 25◦C puis rinçage à l’eau

82,6◦ ± 1,2

Tableau 2.5 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus en fonctionnalisant des
échantillons de silicium avec des silanes CH3 long en phase gazeuse avec le four n°1, en changeant
le nettoyage des échantillons avant la silanisation.

Les angles sont légèrement supérieurs (87,8◦) avec le deuxième nettoyage, qu’avec les deux

autres (84,0◦ et 82,6◦), c’est-à-dire avec le passage à l’ozone mais sans rinçage à l’eau. Il semble

donc que la monocouche de silane soit plus dense avec ce nettoyage, ce qui est l’objectif de

cette silanisation. En revanche, les angles sont bien inférieurs à 98◦, l’angle obtenu lors de la

silanisation en phase liquide. Pour s’approcher de cet angle de contact, nous avons gardé le

deuxième nettoyage et nous avons fait varier la température du bulleur.

Influence de la température du bulleur (Etape 4) Augmenter la température des bul-

leurs, en maintenant un débit d’azote constant, permet d’augmenter la pression partielle de

silanes dans le réacteur et ainsi faciliter la fonctionnalisation des surfaces par les silanes. Les

paramètres sont donc identiques à l’expérience précédente avec une silanisation de 2h à 150◦C,

un flux continu d’azote à 30 NL/h et une pression d’équilibre dans le réacteur de 20 Torr. À la

différence de l’expérience précédente, la température du bulleur a été fixée à 100◦C, et celle de

ligne d’injection à 125◦C. Les résultats d’angle de contact sont présentés dans le Tableau 2.6.

Température bulleur 40◦C 100◦C

Angle de contact 87,8◦ ± 1,2 97,4◦ ± 0,7

Tableau 2.6 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus en fonctionnalisant des
échantillons de silicium avec des silanes CH3 long en phase gazeuse avec le four n°1, en changeant
la température du bulleur de silanes.

En augmentant la température du bulleur à 100◦C, on obtient un angle de contact moyen

d’une goutte d’eau sur la surface silanisée de 97,4◦ ± 0,7, proche de la valeur de 98◦ obtenue

lors de la silanisation en phase liquide. Ce paramètre semble donc approprié pour approcher la

silanisation en phase liquide. Cependant, cette méthode est assez consommatrice en silane. En

effet, l’arrivée en silane est continue sur l’ensemble des deux heures de silanisation et environ

2,5 mL de silane sont utilisés. Pour essayer de limiter la consommation en silane, nous avons

modifié le protocole avec une arrivée par cycle.
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Influence du protocole de silanisation avec arrivée des silanes par cycle (Etape 4)

Le protocole en injectant les silanes par cycle dans le réacteur est présenté sur la Figure 2.10.

Pour la silanisation précédente en flux continu, le silane arrivait en continu dans le réacteur

et la pression était équilibrée à 20 Torr en pompant le gaz du réacteur en même temps. Avec

une arrivée par cycle, la concentration en silane est amenée à 20 Torr puis l’arrivée d’azote,

ainsi que la pompe, sont fermées. La silanisation dans le réacteur fermé est laissée pendant 30

minutes, puis le vide est fait dans le réacteur. Cette opération est répétée quatre fois au total,

pour arriver à un temps de silanisation de 2h, équivalent à celui avec le flux continu. Le temps

total du procédé est légèrement plus long à cause des pompages entre les cycles de silanisation.

Les angles de contact obtenus et la quantité de silane consommée sont donnés dans le Tableau

2.7.

Figure 2.10 – Pression dans le four lors de la silanisation dans le cas (a) d’un flux continu et
(b) de cycles de remplissage. Dans les deux cas, le temps pour lequel la pression dans le four est
équilibrée à 20 Torr est de 2h.

Silanisation Continue Par cycle

Angle de contact 97,4◦ ± 0,7 97,5◦ ± 2,0

Silane consommé 2,5 mL 1,7 mL

Tableau 2.7 – Angle de contact moyen d’une goutte d’eau et quantité de silane consommée
lors de la fonctionnalisation par des silanes CH3 long pour une silanisation avec un flux continu
et une silanisation par cycle avec le four n°1.
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Les angles de contact obtenus par les deux méthodes sont similaires, supérieurs à 97◦, et

très proches de ceux mesurés après la silanisation en phase liquide. Par la suite, on choisira la

silanisation par cycle car elle permet de réduire d’un tiers la consommation de silanes.

Reproductibilité du protocole Pour finir, nous avons vérifié que le protocole était repro-

ductible pour la silanisation de substrats de silicium avec les silanes CH3 long. Pour cela, nous

avons répété trois fois l’expérience et nous avons mesuré les angles de contact à chaque fois. Les

angles obtenus sont présentés dans le Tableau 2.8.

Essai 1 Essai 2 Essai 3

Angle de contact 97,5◦ ± 2,0 98,0◦ ± 0,6 97,4◦ ± 0,4

Tableau 2.8 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus lors du test de reproduc-
tibilité de la fonctionnalisation du silicium plan avec les CH3 long avec le four n°1.

Les angles sont reproductibles et systématiquement proches de 98◦, l’angle de contact moyen

obtenu avec la silanisation en phase liquide.

Protocole de fonctionnalisation avec le four n°1 L’ensemble de ces tests nous a permis

de mettre au point un protocole de silanisation en phase gazeuse d’échantillons de silicium avec

des silanes CH3 long. Les paramètres retenus sont :

— Dégazage du four à vide : plus d’une heure à 180◦C ;

— Nettoyage des échantillons : traitement UV-ozone avec flux de dioxygène pendant 30 min

à 25◦C ;

— Dégazage des échantillons dans le four : 3 cycles de pompage du four jusqu’à une pression

de 1 Torr puis remplissage partiel du four à l’azote jusqu’à 400 Torr, le tout avec un four

à 150◦C ;

— Température du four lors de la silanisation : 150◦C ;

— Température du bulleur : 100◦C ;

— Température de la ligne d’injection : 125◦C ;

— Silanisation : 4 cycles de 30 min à 20 Torr avec pompage du réacteur à une pression

inférieure à 1 Torr entre chaque cycle ;

— Nettoyage du réacteur : 3 cycles de pompage de 30 min chacun ;

— Nettoyage des échantillons après silanisation : pas de nettoyage.

Ces paramètres nous permettent de reproduire les angles de contact obtenus lors de la silanisation

en phase liquide pour le silane CH3 long.

2.3.3.c Caractérisation des surfaces

Caractérisation par XPS du silicium plan Comme dans le cas des silanes COO−, une

caractérisation XPS d’un échantillon de silicium plan fonctionnalisé avec les silanes CH3 long

a été effectuée. Le survol et le spectre fin du Si 2p sont présentés dans la Figure 2.11. On
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observe trois pics d’oxyde, provenant du SiO2, du Si2O et de l’atome de silicium sur le silane.

Les spectres fins des niveaux de cœur C 1s et Si 2p ne sont pas montré ici. Aucune pollution

n’est observée pour ces deux éléments. La densité en silane est estimée à 4 nm−2, supérieure à

la densité obtenue avec la fonctionnalisation en phase liquide (3 nm−2), ce qui était l’objectif

recherché.

Figure 2.11 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 long sur du silicium plan
obtenue avec le four n°1 : survol et spectre fin du niveau de cœur Si 2p. L’angle entre la surface
et l’analyseur est de 30◦.

Caractérisation par XPS du silicium poreux Les spectres obtenus pour la fonctionnali-

sation avec le four n°1 d’une surface de silicium poreux avec les silanes CH3 long sont présentés

en Figure 2.12, les pourcentages atomiques et les énergies de liaison de la déconvolution dans le

Tableau 2.9.

O 1s C 1s Si 2p

O-Si C-C Si 2p3/2 Si 2p1/2 Si2O SiO Si(-O)1 SiO2

E (ev) 533,3 285,4 99,7 100,3 100,9 101,7 102,4 104,0

% at 30,4 40,5 3,5 1,8 2,0 1,0 2,0 18,8

Tableau 2.9 – Énergies de liaison (en eV) et pourcentages atomiques des pics de déconvolution
d’un échantillon de silicium poreux fonctionnalisé avec des silanes CH3 long dans le four n°1.

On observe des pics pour le C 1s, le O 1s et le Si 2p. Dans le cas du Si 2p, la déconvolution

du spectre indique la présence du silicium métallique grâce au doublet Si 2p1/2 et Si 2p3/2. Les

autres pics correspondent à des atomes de silicium oxydés et la contribution majeure à 104,0

eV provient du SiO2. Parmi les autres contributions, on retrouve les deux sous-oxydes SiO et

Si2O et le Si(-O)1 issu du silicium présent sur le silane. Le pourcentage atomique du Si(-O)1

est de 2,0 % ce qui donne un rapport C 1s/Si(-O)1 de 19,8, proche de 20 la valeur théorique.

La stœchiométrie est bien respectée et aucune pollution organique n’est présente à la surface.

Enfin, la densité de silane, obtenue à partir de l’équation 2.1, est égale à 4,1 ± 0,1 nm−2, donc

supérieure à la valeur en phase liquide, et reproductible, ce qui était recherché.

79



Figure 2.12 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 long sur du silicium poreux
obtenue avec le four n°1 : survol et spectres fins haute résolution des niveaux de cœur C 1s, O
1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 30◦.

Cette silanisation en phase gazeuse avec le four n°1 valide la condition initiale d’obtenir une

densité de silane équivalente ou supérieure à celle de la silanisation en phase liquide.

Caractérisation par ToF-SIMS du silicium poreux L’XPS permet de donner une infor-

mation sur la couverture moyenne de l’échantillon à la surface, en revanche, il ne permet pas

d’étudier si la quantité de silanes varie en fonction de la profondeur dans le pore. Le ToF-SIMS,

avec la possibilité de pulvériser la surface entre deux mesures, permet de faire une analyse en

profondeur et d’évaluer l’évolution des principaux ions. Les résultats sur la surface obtenue avec

le four n°1 sont présentés dans la figure 2.13 avec en référence une surface de silicium poreux

non fonctionnalisé.

On observe un profil constant des différents ions puis une décroissance de la quantité de

tous les ions, excepté le Si−. Cette décroissance correspond très probablement au fond du pore

et à l’analyse du Si bulk. On remarque que le profil de C− et de H− sont constants sur toute

la longueur du pore. Ces éléments correspondent principalement aux silanes. L’intensité de ces

deux ions est plus grande dans le cas de l’échantillon silanisé par rapport à l’échantillon de

référence, ce qui confirme la présence des silanes sur l’ensemble des pores. De plus, la quantité

de silane est uniforme : on a bien une silanisation conforme.

On peut remarquer que le profil du carbone est non nul sur l’ensemble du pore de l’échantillon

non fonctionnalisé, il y a donc une légère contamination organique. Cependant, elle est suffi-

samment faible pour ne pas être visible en XPS, le ToF-SIMS ne permettant pas une analyse
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Figure 2.13 – Analyse en profondeur en ToF-SIMS d’un échantillon de silicium poreux fonction-
nalisé par des silanes CH3 long à droite et d’un échantillon de silicium poreux non fonctionnalisé
à gauche. Les principaux ions sont présentés. Les courbes sont normalisées par la valeur de 30Si−

dans le Si bulk, c’est-à-dire pour un temps supérieur à 4300 s.

quantitative. De plus, les ions ne reviennent pas à zéro après la décroissance. Cela pourrait

éventuellement venir d’un déplacement des atomes à l’intérieur du substrat.

2.3.3.d Conclusion

Nous avons développé un protocole de fonctionnalisation de substrats de silicium avec ce four

qui permet de reproduire les surfaces obtenues avec la silanisation en phase liquide en termes de

densité des silanes CH3 long et de l’angle de contact. Les caractérisations XPS en triplicas de ces

surfaces montrent que la silanisation est uniforme sur les échantillons et les analyses ToF-SIMS

montrent que dans le cas du poreux, la fonctionnalisation est conforme à l’intérieur des pores.

Ce four a l’avantage de pouvoir silaniser une grande quantité d’échantillons en même temps

grâce à son grand volume. Cependant, il n’est pas possible d’adapter la quantité de silanes

utilisée en fonction de la taille des échantillons : pour chaque test, 1,7 mL de silanes sont

consommés alors que les échantillons ne mesurent que quelques cm2. De plus, le système de

tuyauterie est long et il est difficile de maintenir une température homogène sur l’ensemble de

la ligne. L’apparition d’un point froid sur la ligne augmente la quantité de silane utilisée lors de

la fonctionnalisation car celui-ci se liquéfie dans les parties plus froides et un silane liquéfié ne

peut plus être utilisé. De plus, la viscosité du silane augmente et peut bloquer les tuyaux. Pour

répondre à ces problèmes, nous avons mis au point un autre four, que nous appelons four n°2,

plus petit et avec une quantité minimale de tuyau.

2.3.4 Silanisation en phase gazeuse avec le four 2 : CH3 court

Dans cette partie, nous nous intéressons à la mise au point d’un protocole de silanisation

avec ce four pour les silanes CH3 court. Le silane CH3 long n’a pas été utilisé ici pour privilégier

le développement d’un protocole de fonctionnalisation avec un autre silane.
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2.3.4.a Présentation du four n°2

Le four n°2 est plus petit, avec un diamètre intérieur de 8 cm, il ne permet pas de silaniser

des gros échantillons mais a l’avantage d’être plus facile d’utilisation et de moins consommer de

silane pour chaque fonctionnalisation (environ 100 µL au lieu de 1,7 mL avec le four précédent).

Le four est composé d’une chambre dans laquelle on place les échantillons et où se trouve

également le récipient contenant le silane. Cette chambre se ferme avec un capot sur lequel ont

été placées une arrivée d’azote et une sortie vers une pompe. Une troisième vanne a été ajoutée

pour pouvoir injecter le silane directement dans la chambre lors de la silanisation. Le four est

présenté en Figure 2.14. La chambre est chauffée grâce à une plaque chauffante placée en dessous

et l’ensemble du système est enveloppé dans de l’aluminium pour maintenir la température

constante et homogène. Le suivi de la pression à l’intérieur du réacteur est assuré grâce à un

manomètre placé en sortie du réacteur vers la pompe. Une vanne est également présente pour

pouvoir isoler le manomètre du reste du système.

Figure 2.14 – Image du four n°2 et schéma simplifié de son fonctionnement.

2.3.4.b Développement du protocole de silanisation

Structure générale du protocole Le protocole choisi pour la silanisation est une adaptation

du protocole du four n°1 :

1. Dégazage du four à 200◦C ;

2. Nettoyage des échantillons de silicium à l’UV-ozone 30 min à 25◦C avec flux de dioxygène ;

3. Dégazage des échantillons dans le four 30 min à 150◦C ;

4. Injection des silanes liquides dans le réacteur (étape détaillée ci-dessous) ;

5. Mise à vide du réacteur et silanisation pendant 1h à 150◦C ;

6. Nettoyage du réacteur avec 10 cycles de pompage du réacteur et refroidissement ;

7. Ouverture du réacteur et nettoyage des échantillons au THF 10 min puis à l’eau 10 min

dans un bain à ultrason.

Il faut toutefois noter quelques différences avec le protocole précédent : la durée de la silanisation

a été fixée à une heure au lieu de deux, le silane est complètement évaporé dans la chambre sans
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être renouvelé et le nettoyage du four et des échantillons après la silanisation est différente :

au lieu d’effectuer 4 cycles de pompage de 30 min comme avec le premier four nous avons

préféré faire 10 cycles d’une minute. Le nettoyage du premier four n’a pas pu être transféré au

deuxième parce que la mesure de la pression était moins précise et il n’était pas possible de

vérifier que le pompage était efficace. En contrepartie, nous avons ajouté une étape de nettoyage

des échantillons aux ultrasons pour obtenir des surfaces propres et enlever les molécules qui ne

sont pas liées avec des liaisons covalentes.

Injection des silanes à chaud Nous avons réalisé trois tests identiques selon le protocole

suivant : nous avons injecté 90 µL de silane dans le réacteur chaud (150◦C) avant de faire le vide

et de laisser la silanisation se faire dans le réacteur pendant 1h à 150◦C. Les angles de contact

avant et après le nettoyage par le THF et l’eau des échantillons silanisés sont présentés dans le

Tableau 2.10.

Test 1 Test 2 Test 3

Avant nettoyage 90,2◦ ± 1,4 80,1◦ ± 0,8 78,2◦ ± 0,7

Après nettoyage 80,7◦ ± 1,0 66,4◦ ± 2,0 63,2◦ ± 0,7

Tableau 2.10 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par silanisation d’un
échantillon de silicium avec des silanes CH3 court avec le four n°2 et injection des silanes dans
le réacteur à 150◦C.

On obtient une mauvaise reproductibilité des mesures aussi bien avant le nettoyage des

échantillons qu’après. Le protocole n’est donc pas adapté à la silanisation par des silanes CH3

court et nécessite des modifications.

Injection des silanes à température ambiante et reproductibilité Suite à ces pre-

miers résultats, nous avons voulu tester l’influence de la température du réacteur au moment

de l’injection des silanes sur la valeur de l’angle de contact obtenue à la fin de la réaction.

En effet, la température d’ébullition du silane à pression atmosphérique est de 95◦C, une

température inférieure à la température du four au moment de l’injection. Il y a donc un risque

que l’évaporation du liquide de silane se fasse avant que le pompage commence, ce qui peut

réduire notablement la quantité de silane présente dans le réacteur après l’arrêt du pompage et

le début de la silanisation dans le réacteur fermé. Un changement de quelques secondes dans la

mise à vide peut donc avoir une grande influence sur les angles de contact finals. Pour essayer de

résoudre ce problème, nous avons ajouté une étape dans le protocole, entre les étapes 3 et 4, de

refroidissement du four à température ambiante. 100 µL de silane sont ensuite injectés dans la

chambre qui est mise à vide puis chauffée à 150◦C. Les angles obtenus avant et après nettoyage

des échantillons sur trois essais identiques sont présentés dans le Tableau 2.11.

La reproductibilité n’est toujours pas bonne pour les angles de contact mesurés avant le

nettoyage des échantillons aux ultrasons mais elle s’améliore après le nettoyage. La présence plus

ou moins importante de dimères de silanes à la surface des échantillons pourraient expliquer cette

83



Test 1 Test 2 Test 3

Avant nettoyage 83,4◦ ± 0,7 85,2◦ ± 3,3 92,5◦ ± 2,0

Après nettoyage 78,2◦ ± 0,5 81,7◦ ± 1,4 82,0◦ ± 1,1

Tableau 2.11 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par silanisation d’un
échantillon de silicium avec des silanes CH3 court dans le four n°2, en injectant les silanes dans
le réacteur à température ambiante.

variabilité : avec le nettoyage aux ultrasons, les dimères sont retirés et on observe une couche plus

reproductible. Cette reproductibilité montre que le refroidissement du four avant l’injection des

silanes est une étape importante. De plus, un nettoyage des échantillons semble nécessaire pour

enlever les molécules qui pourraient être adsorbées à la surface et non liées de façon covalente.

Cette étape n’était pas nécessaire avec le four n°1 grâce aux cycles de pompage longs. Les angles

de contact obtenus sont proches de la silanisation en phase liquide pour laquelle nous avions des

angles de 80◦.

2.3.4.c Conclusion

Finalement, cette étude nous a permis de définir le protocole optimal pour la fonctionnalisa-

tion du silicium par les silanes CH3 court avec le four n°2. Ce protocole diffère de celui présenté

au début de la section 2.3.4.b à la page 82 par l’ajout du refroidissement du réacteur entre les

étapes 3 et 4.

2.3.5 Silanisation en phase gazeuse avec le four 2 : NH+
3

Après la mise au point du protocole de silanisation pour les silanes CH3 court, nous avons

transféré ce protocole de silanisation pour NH+
3 avec le même four. Pour cela, nous avons com-

mencé par nettoyer l’ensemble des parois du four et des tuyaux afin de retirer les silanes pouvant

être liés à la surface. Ensuite, nous avons repris les tests en utilisant les mêmes paramètres qu’avec

le silane CH3 court, le silane NH+
3 ayant une température d’ébullition similaire à celle du CH3

court.

2.3.5.a Développement du protocole

Problème de reproductibilité Les résultats des angles de contact obtenus pour les silanes

NH+
3 avec le protocole des silanes CH3 court sont présentés dans le Tableau 2.12.

Les angles de contact ne sont pas reproductibles et sont trop élevés par rapport à ceux obtenus

en phase liquide (63◦). Il y a également une forte dispersion des angles, sur chaque échantillon.

Tout cela pourrait être lié à des traces de matière brûlée, visibles au fond du récipient à silanes,

et parfois sur le capot du four, probablement des silanes.
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Test 1 Test 2 Test 3

Après nettoyage 74,5◦ ± 2,7 80,8◦ ± 3,9 73,8◦ ± 2,3

Tableau 2.12 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par silanisation d’un
échantillon de silicium avec des silanes NH+

3 dans le four n°2 avec le protocole des silanes CH3

court.

Augmentation graduelle de la température du four et reproductibilité Le chauffage

du four lors de la silanisation se fait grâce à une plaque chauffante placée en dessous du réacteur.

Le silane est lui placé au fond du réacteur et est séparé de la plaque chauffante uniquement par

la paroi du réacteur, il se trouve donc à l’endroit où l’évolution de la température entre 20◦C

et 150◦C est la plus rapide, ce que le silane ne semble par supporter. Pour éviter de brûler

les silanes et éventuellement de les dénaturer, nous avons décidé d’augmenter graduellement la

température du four pour ne pas que le bas du réacteur chauffe trop rapidement. Nous avons

donc augmenté la température de la plaque entre 50◦C et 150◦C par paliers de 10◦C toutes les 3

minutes. Pour s’assurer de la bonne fonctionnalisation des échantillons, nous avons aussi allongé

la durée de la silanisation à 2h à partir du moment où le four atteint 150◦C. Les résultats des

angles de contact sont présentés dans le Tableau 2.13.

Test 1 Test 2 Test 3

Après nettoyage 64,8◦ ± 0,1 63,5◦ ± 2,3 63,5◦ ± 0,7

Tableau 2.13 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par silanisation
d’un échantillon de silicium avec des silanes NH+

3 dans le four n°2, avec augmentation de la
température du four par palier.

Les résultats sont meilleurs avec ce protocole, l’augmentation graduelle de la température

permet d’éviter la présence de silane brûlé dans le réacteur et les angles de contact sont proches

de ceux obtenus avec la silanisation en phase liquide.

Protocole de fonctionnalisation avec le four n°2 pour les silanes NH+
3 Dans la suite,

c’est ce protocole avec l’augmentation lente de la température jusqu’à 150 ◦C qui a été gardé

pour la fonctionnalisation avec les silanes NH+
3 dans le four n°2. Le protocole complet est le

suivant :

— Dégazage du four à 200◦C au moins une heure ;

— Nettoyage des échantillons avec traitement UV-ozone avec un flux de dioxygène pendant

30 min à 25◦C ;

— Dégazage des échantillons dans le réacteur à 150◦C pendant 30 min ;

— Refroidissement du four à température ambiante ;

— Injection de 100 µL de silanes NH+
3 dans le réacteur avec contre-flux d’azote ;

— Mise à vide du four (pression inférieure à 1 Torr) ;
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— Chauffage graduel du four jusqu’à 150◦C. La température est augmentée par paliers de

10◦C, et les augmentations sont séparées de 3 min pour que la température s’équilibre

dans le réacteur ;

— Silanisation dans le réacteur fermé pendant 2h ;

— Nettoyage du four avec 10 cycles de pompage d’une minute puis pompage pendant 15

min et refroidissement du four ;

— Nettoyage des échantillons dans un bain à ultrasons dans du THF pendant 10 min puis

dans de l’eau ultrapure pendant 10 min supplémentaires.

2.3.5.b Caractérisation des surfaces

Caractérisation par XPS du silicium plan Le spectre haute résolution du niveau Si 2p

ainsi que le survol d’un échantillon de silicium plan fonctionnalisé par des silanes NH+
3 avec le four

n°2 sont présentés dans la figure 2.15. Comme pour le four n°1, on observe le doublet du silicium

métallique avec trois pics d’oxydes, dont le pic de Si(-O)1 correspondant à l’atome de silicium

sur le silane. Les spectres fins des niveaux de cœur C 1s et Si 2p ne sont pas montré ici. Aucune

pollution n’est observée pour ces deux éléments. La densité en silanes sur la surface est estimée

à 5,2 nm−2 d’après l’équation 2.1, inférieure aux 8 nm−2 obtenus avec la fonctionnalisation en

phase liquide mais toujours supérieure aux autres surfaces silanisées.

Figure 2.15 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes NH+
3 sur du silicium plan obtenue

avec le four n°2 : survol et spectre fin du niveau de cœur Si 2p. L’angle entre la surface et
l’analyseur est de 30◦.

Caractérisation par XPS du silicium poreux Les valeurs XPS étant bonnes pour le

silicium plan, nous avons caractérisé des échantillons de silicium poreux fonctionnalisés par le

four n°2 avec des silanes NH+
3 . Les spectres sont présentés en Figure 2.16, les pourcentages

atomiques et les énergies de liaison sont donnés dans le Tableau 2.14.

On observe des pics pour le C 1s, le N 1s, le O 1s et le Si 2p. Deux contributions sont visibles

sur le spectre fin du C 1s à 285.4 et 286.8 eV provenant respectivement des liaisons C-C et C-N

sur le silane. Le doublet Si 2p1/2 et Si 2p3/2 est visible sur le spectre du Si 2p ainsi que quatre

pics correspondant aux oxydes du silicium. Ces oxydes sont identiques à ceux sur le substrat

fonctionnalisé par des silanes CH3 long et la contribution Si(-O)1 (2,9 %) venant du silane vérifie
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Figure 2.16 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes NH+
3 sur du silicium poreux obtenue

avec le four n°2 : survol et spectres fins haute résolution des niveaux de cœur C 1s, N 1s, O 1s
et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 30◦.

O 1s N 1s C 1s Si 2p

O-Si N-C C-C C-N Si 2p3/2 Si 2p1/2 Si2O SiO Si(-O)1 SiO2

E (eV) 533,3 401,3 285,5 286,8 99,7 100,3 100,8 101,8 102,5 104,0

% at 43,8 3,4 11,4 2,8 5,2 2,6 2,1 1,0 2,9 24,7

Tableau 2.14 – Énergies de liaison (en eV) et pourcentages atomiques des pics de déconvolution
d’un échantillon de silicium poreux fonctionnalisé avec des silanes NH+

3 dans le four n°1.
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la stœchiométrie de la molécule de silane avec le rapport C 1s/Si(-O)1 égal à 5,0, soit la valeur

attendue. Enfin, la densité de silane est de 4,4 ± 0,1 nm−2, inférieure à la densité de 8 nm−2

obtenue lors de la silanisation en phase liquide. Une hypothèse pour expliquer cette différence

serait le temps de silanisation. En effet, lors de la silanisation en phase liquide, la réaction est

faite sur une nuit alors qu’elle est laissée pendant 2 heures avec le four n°2. En augmentant la

durée de la réaction, il serait peut-être possible d’atteindre une densité de silane proche de celle

obtenue en phase liquide. De plus, cette valeur est également légèrement inférieure à celle sur

le silicium plan, ce qui pourrait également venir du temps de silanisation trop court parce que

la surface à silaniser est plus importante. Cependant, la densité obtenue avec 2h de réaction est

bonne, supérieure à 3 nm−2 et semblable à celles des autres silanes. La densité est également

reproductible avec une erreur de 2 %. Pour ces deux raisons, nous avons gardé ce protocole de

silanisation sans en allonger la durée.

Caractérisation par ToF-SIMS La caractérisation ToF-SIMS des pores silanisés, avec une

référence non fonctionnalisée sont présentées dans la figure 2.17.

Figure 2.17 – Analyse en profondeur en ToF-SIMS d’un échantillon de silicium poreux fonc-
tionnalisé par des silanes NH+

3 à gauche et d’un échantillon de silicium poreux non fonctionnalisé
à droite. Les principaux ions sont présentés. Les courbes sont normalisées par la valeur de 30Si−

dans le Si bulk, c’est-à-dire pour un temps supérieur à 4300 s.

Comme dans le cas du silane CH3 long avec le four n°1, le profil du C− et du H− indiquent la

présence des silanes dans les pores avec une silanisation uniforme sur toute la profondeur. Cette

présence est également confirmée par le profil de l’ion NH− spécifique au groupement amine du

silane avec une valeur constante supérieure au silicium poreux de référence.

2.3.5.c Conclusion

Dans cette partie, nous avons développé le protocole de fonctionnalisation avec des silanes

NH+
3 grâce au four n°2. En adaptant le protocole utilisé avec les silanes CH3 court, nous avons

réussi à créer des surfaces silanisées conformes et reproductibles, comme le montrent les ca-

ractérisations en XPS et en ToF-SIMS.
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En revanche, il faut noter que lors de la fonctionnalisation d’échantillons avec le four n°2, il

est nécessaire d’ouvrir le réacteur pour introduire le silane alors que les échantillons sont déjà

placés à l’intérieur. Pour limiter la contamination du réacteur pendant cette étape, la chambre

de silanisation est placée en légère surpression : lors de l’ouverture de la vanne d’introduction

des silanes, nous créons ainsi un contre-flux d’azote s’échappant du réacteur. Cette ouverture

pourrait à terme être problématique pour la reproductibilité des échantillons et leur propreté.

Cependant, dans le cadre de ma thèse, la reproductibilité des monocouches CH3 court et NH+
3

(élaborées avec ce four) est très bonne et similaire à celles obtenues avec les autres fours (pour

les silanes CH3 long et COO−). En effet, la reproductibilité a été systématiquement évaluée en

calculant la densité de silanes sur trois réplicas et les variations sont toujours inférieures à 5

%. Pour éliminer ce risque dans la suite, nous avons développé un troisième four s’inspirant des

deux premiers.

2.3.6 Silanisation en phase gazeuse avec le four 3 : CH3 court

Le troisième four a été créé pour répondre au problème de l’ouverture de la chambre juste

avant la silanisation. Nous avons donc sorti la réserve de silane du réacteur, ce qui a aussi

l’avantage de ne pas introduire de liquide dans la chambre mais uniquement des vapeurs. Nous

nous sommes inspirés des deux fours précédents pour le design de celui-ci.

2.3.6.a Présentation du four n°3

Le troisième four est présenté en Figure 2.18. Il est petit et aplati pour diminuer son volume et

ainsi diminuer la quantité de silane nécessaire pour remplir le réacteur, et le silane est conservé à

l’extérieur de la chambre pour pouvoir ajuster la quantité utilisée lors de la silanisation. De plus,

cela permet de ne pas introduire de liquide dans la chambre, ce qui peut poser des problèmes

comme nous l’avons vu avec le silane NH+
3 dans le four n°2. L’arrivée d’azote et la sortie vers

la pompe ont été déplacées du capot vers le bas du réacteur pour faciliter son ouverture lors de

l’introduction des échantillons. Une troisième ouverture sur la chambre est dédiée à l’arrivée des

vapeurs de silane et une quatrième a été prévue dans l’objectif de pouvoir ajouter un deuxième

silane et de modifier la monocouche à la surface des échantillons. Malgré la présence du bulleur à

l’extérieur du réacteur, la longueur totale de tuyaux pour ce four est proche de celle du deuxième

four pour limiter le risque d’apparition de points froids.

La température du four est régulée grâce à une plaque chauffante placée directement sous la

chambre. Il est également possible de faire chauffer le silane en le plaçant dans un bain marie avec

une autre plaque chauffante. Les tuyaux et la partie supérieure de la chambre sont maintenus à

la température souhaitée grâce à des cordons chauffants maintenus par des feuilles d’aluminium.

La pression dans le four est mesurée par un vacuomètre à la sortie du réacteur vers la pompe et

la pression dans le bulleur peut également être mesurée par un manomètre en sortie de bulleur.
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Figure 2.18 – Image du four n°3 et schéma simplifié de son fonctionnement.

2.3.6.b Développement du protocole de silanisation

Structure générale du protocole Les essais sur ce four ont été faits avec les silanes CH3

court. Le protocole utilisé est un mélange entre ceux des deux premiers fours :

1. Dégazage du four à 200◦C, pendant plus d’une heure ;

2. Nettoyage des échantillons à l’UV-ozone 30 min à 25◦C avec flux de dioxygène ;

3. Dégazage des échantillons pendant 30 min à 150◦C. Le bulleur est chauffé dans un bain

marie jusqu’à la température souhaitée ;

4. Pompage du réacteur puis ouverture de la vanne du bulleur pour équilibrer la pression en

silane dans l’ensemble de la chambre avec celle du bulleur. Nous détaillerons ci-dessous

les pressions testées ;

5. Silanisation à 150◦C, à pression constante en système fermé ;

6. Pompage du réacteur pendant 15 min et refroidissement ;

7. Nettoyage des échantillons au THF puis à l’eau dans un bain à ultrasons, pendant 10

min à chaque fois.

Influence de la température du bulleur Grâce au bain marie, il est possible de choisir la

température du bulleur lors de la silanisation. Une température plus élevée conduit à une pression

dans le four, qui correspond à la pression de vapeur saturante du silane, plus élevée. Nous avons

testé 2 températures : 50◦C et la température ambiante. Pour chacune des températures du

bulleur, le four est chauffé à 150◦C et mis sous vide. Puis la vanne du silane est ouverte pour

équilibrer la pression dans le réacteur. Une fois que la pression est équilibrée, la vanne du bulleur

est fermée et la réaction est laissée pendant 1h. Enfin, les échantillons sont sortis du réacteur

et nettoyés 10 min au THF puis 10 min à l’eau ultrapure dans un bain ultrason. Les angles de

contact ainsi que la quantité de silane consommée sont présentés dans le Tableau 2.15.

L’élévation de la température du bulleur augmente de manière significative l’angle de contact

de l’eau après la silanisation, passant de 36,1◦ à température ambiante à 63,4◦ avec un bulleur

à 50◦C. Cependant, même pour une température de 50◦C, les angles de contact sont inférieurs

à ceux obtenus en phase liquide (80◦). De plus, la quantité de silane utilisée à 50◦C est de
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Température bulleur T° ambiante 50◦C

Silane consommé < 0,1 mL 0,75 mL

Angle de contact 36,1◦ ± 0,4 63,5◦ ± 0,4

Tableau 2.15 – Silane consommé et angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus par
silanisation d’un échantillon de silicium avec des silanes CH3 court dans le four n°3 pour deux
températures de bulleur différentes.

0,75 mL, trop importante par rapport à la taille des échantillons. Augmenter la température du

bulleur n’est pas une piste d’amélioration acceptable parce que cela impliquerait d’augmenter la

quantité de silane nécessaire à la fonctionnalisation, ce qui n’est pas une option dans notre cas.

Nous avons préféré modifier la température du four lors de l’introduction des silanes.

Influence de la température du four Un deuxième paramètre que nous avons étudié est

la température du four lors de l’ouverture de la vanne des silanes. Lors de l’ouverture de la

vanne à 150◦C, comme c’était le cas dans le paragraphe précédent, la pression s’équilibre avec

l’ensemble de four. Si la température du four est plus basse au moment de l’ouverture du four, la

quantité de silane va augmenter pour arriver à la même pression : selon la relation PV=nRT, à

pression et volume constants, si la température diminue alors la quantité de matière augmente en

conséquence. Nous avons testé deux températures : 150◦C et la température ambiante. Dans le

deuxième cas, à température ambiante, après l’équilibre des pressions entre le four et le bulleur,

et fermeture du bulleur, le four est chauffé à 150◦C et la silanisation est faite pendant une heure

comme précédemment. Les résultats des angles de contact sont présentés dans le Tableau 2.16.

Température four T° ambiante 150◦C

Silane consommé < 0,1 mL < 0,1 mL

Pression four à 150◦C 33 Pa 58 Pa

Angle de contact 36,1◦ ± 0,4 48,3◦ ± 0,4

Tableau 2.16 – Silane consommé, pression en silane dans le four à 150◦C pendant la silanisation
et angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus après la silanisation de silicium plan
avec des silanes CH3 court avec le four n°3.

Dans les deux cas, la consommation en silane est inférieure à 0,1 mL (probablement quelques

dizaines de microlitres mais nos graduations sur le bulleur ne nous permettent pas des mesures

aussi précises). C’est un point positif par rapport à l’essai avec un bulleur à 50◦C. Pour les

deux températures, la pression s’équilibre à 33 Pa, puis, lorsque le four est chauffé à 150◦C dans

le deuxième cas, la pression est multipliée par 1,75. Les angles de contact augmentent aussi,

passant de 36,1◦ à 48,3◦, soit plus de 10◦ de plus qu’avec les conditions initiales. Ces angles

sont encore trop faibles par rapport aux valeurs des protocoles précédents (80◦). Dans la suite,

nous avons fait des essais en allongeant le temps de silanisation tout en gardant cette étape de

refroidissement du réacteur avant l’introduction des silanes.
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Influence du temps de silanisation Un dernier paramètre étudié est le temps de silani-

sation. Dans l’ensemble des tests précédents, la silanisation était fixée à 1h, mais cette durée

semble insuffisante pour ce four. Avec le premier four, la réaction était de 2h et pour le four

du silane COO− utilisé dans l’équipe, la silanisation se fait sur une nuit [182], comme pour la

silanisation en phase liquide. Nous avons alors essayé de laisser la réaction avec les vapeurs de

silane dans le four plus longtemps. Les résultats sont présentés dans le Tableau 2.17.

Temps silanisation 1 heure 4 heures

Silane consommé < 0,1 mL < 0,1 mL

Pression four à 150◦C 58 Pa 63 Pa

Angle de contact 48,3◦ ± 0,4 62,6◦ ± 0,3

Tableau 2.17 – Silane consommé, pression en silane dans le four à 150◦C pendant la silanisation
et angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus après la silanisation de silicium plan
avec des silanes CH3 court dans le four n°3.

Encore une fois, les angles de contacts augmentent en fin silanisation et dépassent les 60◦.

Ils restent cependant toujours inférieurs à ceux obtenus lors de la silanisation en phase liquide

(80◦).

Reproductibilité de la silanisation Pour estimer la reproductibilité de notre protocole,

malgré des angles inférieurs à ceux attendus (80◦), nous avons répété cinq fois l’expérience en

introduisant les silanes dans le four à température ambiante et pour 4h de silanisation. Les angles

de contact obtenus sont présentés dans le Tableau 2.18.

Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 Essai 5

Angle de contact 62,6◦ ± 0,3 60,5◦ ± 0,3 72,9◦ ± 0,2 78,4◦ ± 0,5 84,1◦ ± 1,0

Tableau 2.18 – Angles de contact moyens d’une goutte d’eau obtenus lors du test de repro-
ductibilité du protocole de silanisation du silicium avec les silanes CH3 court dans le four n°3.

Une tendance dans les angles de contact ressort : après être restés constants lors des deux

premiers essais, ils augmentent à chaque essai pour finalement atteindre plus de 80◦, la valeur

que l’on obtenait avec les autres fours.

À ce jour, nous n’avons pas d’explication certaine sur la faible reproductibilité des angles

de contact. Notre hypothèse serait une pollution lors du nettoyage par l’UV-ozone avant la

fonctionnalisation des échantillons, ce qui provoquerait une mauvaise hydroxylation de la surface

de silicium. Cette hypothèse vient d’une expérience parallèle que nous avons menée lors des tests

de silanisation avec ce four. Lors des premiers essais, nous avons préparé deux types d’échantillons

pour la silanisation. Le premier comme pour les fours précédents avec l’UV-ozone et le second

était nettoyé avec une solution de SC-1 (mélange de NH4OH, H2O2 et eau). Comme les angles

de contacts étaient différents avec ces deux méthodes, nous avons gardé les deux protocoles sur

deux échantillons différents à chaque expérience pour essayer de trouver une tendance et une
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explication. Or, au fur et à mesure des expériences avec un temps de réaction de 4h, les angles de

contact obtenus avec le nettoyage UV-ozone augmentaient alors que ceux avec le nettoyage SC-1

restaient stables. Il semblerait donc que l’utilisation répétée de l’UV-ozone a permis de nettoyer

la pollution qui se trouvait à l’intérieur pour finalement retrouver des angles de contact attendus

pour la silanisation par des silanes CH3 court. Si cette hypothèse est validée, cela signifie que

le protocole présenté précédemment permet une bonne silanisation des échantillons. Il faudrait

refaire une étude de reproductibilité pour vérifier cette hypothèse. Dans la suite, les mesures en

spectrométrie de masse ont été faites sur les substrats issus de l’essai n°5.

Protocole de silanisation avec le four n°3 Le protocole retenu pour la fonctionnalisation

avec les silanes CH3 court dans le four n°3 est le suivant :

1. Dégazage du four à 200◦C, pendant plus d’une heure ;

2. Nettoyage des échantillons à l’UV-ozone 30 min à 25◦C avec flux de dioxygène ;

3. Dégazage des échantillons pendant 30 min à 150◦C. Le bulleur est maintenu à température

ambiante ;

4. Refroidissement du réacteur à température ambiante ;

5. Pompage du réacteur puis ouverture de la vanne du bulleur pour équilibrer la pression

en silane dans l’ensemble de la chambre avec celle du bulleur ;

6. Chauffage de la chambre à 150◦C et réaction pendant 4h en système fermé ;

7. Pompage du réacteur et refroidissement ;

8. Nettoyage des échantillons au THF puis à l’eau dans un bain à ultrasons, pendant 10

min à chaque fois.

2.3.6.c Caractérisation des surfaces

Caractérisation par XPS du silicium plan Une caractérisation XPS de l’échantillon don-

nant l’angle de contact le plus élevé lors du test de reproductibilité (Essai 5) a été faite. Le

survol et le spectre fin du niveau de cœur Si 2p sont présentés dans la figure 2.19. Le pic Si(-O)1

caractéristique du silane est bien visible sur le spectre du Si 2p et d’après l’équation 2.1, la

densité de la couche de silane est estimée à 4 nm−2, soit la valeur attendue, égale à celle de la

fonctionnalisation en phase liquide.

Caractérisation par XPS du silicium poreux La caractérisation des échantillons plans

donne de bons résultats, nous avons ensuite caractérisé par XPS une monocouche de silanes

CH3 court sur une surface de silicium poreux. Les spectres sont présentés dans la figure 2.20,

les pourcentages atomiques et les énergies de liaison sont données dans le tableau 2.19.

On observe des pics correspondant aux niveaux de cœur C 1s, O 1s et Si 2p. Dans le cas du

Si 2p, les quatre sous-oxydes sont présents comme pour les autres surfaces silanisées ainsi que

le doublet métallique. Le rapport C 1s/Si(-O)1 de 5,0 vérifie la stœchiométrie de la molécule de

silane et la densité finale de silane, obtenue à partir de l’équation 2.1 à la page 71, est de 3,8±0,4

nm−2 soit la même densité que lors de la silanisation en phase liquide. Les variations de cette
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Figure 2.19 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 court sur du silicium plan
obtenue avec le four n°3 : survol et spectre fin du niveau de cœur Si 2p. L’angle entre la surface
et l’analyseur est de 30◦.

Figure 2.20 – Spectres XPS d’une monocouche de silanes CH3 court sur du silicium poreux
obtenue avec le four n°3 : survol et spectres fins haute résolution des niveaux de cœur C 1s, O
1s et Si 2p. L’angle entre la surface et l’analyseur est de 30◦.

densité sont supérieures à celles obtenues avec les autres silanes (10 % pour les silanes CH3 court

contre 2 ou 3 % pour les autres) mais restent dans l’intervalle des variations attendues [212]. Il

semble donc que la fonctionnalisation sur les derniers essais soit bonne, malgré le manque de

reproductibilité.
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O 1s C 1s Si 2p

O-Si C-C Si 2p3/2 Si 2p1/2 Si2O SiO Si(-O)1 SiO2

E (eV) 533,3 285,3 99,7 100,3 100,8 101,8 102,5 104,0

% at 46,2 13,5 6,0 3,0 2,7 1,3 2,7 24,7

Tableau 2.19 – Énergies de liaison (en eV) et pourcentages atomiques des pics de déconvolution
d’un échantillon de silicium poreux fonctionnalisé avec des silanes CH3 court dans le four n°1.

Caractérisation par ToF-SIMS L’analyse en profondeur par ToF-SIMS est présentée en

Figure 2.21 avec comme référence un échantillon non fonctionnalisé. Comme pour les fours

précédents, les profils des ions C− et H− confirment la présence des silanes sur toute la profondeur

des pores avec une silanisation conforme de la surface.

Figure 2.21 – Analyse en profondeur en ToF-SIMS d’un échantillon de silicium poreux fonc-
tionnalisé par des silanes CH3 court à gauche et d’un échantillon de silicium poreux non fonc-
tionnalisé à droite. Les principaux ions sont présentés. Les courbes sont normalisées par la valeur
de 30Si− dans le Si bulk, c’est-à-dire pour un temps supérieur à 4300 s.

2.3.6.d Conclusion

Ce four, qui a été créé en s’inspirant des deux fours précédents, pour travailler uniquement

avec des vapeurs de silanes comme le premier et limiter au maximum les tuyaux entre les

différents composants pour éviter l’apparition de points froids dans le système, a permis de

fonctionnaliser efficacement des échantillons de silicium avec les silanes CH3 court.

Dans la suite, il sera intéressant d’essayer de créer des couches mixtes de silanes en ajoutant

un deuxième bulleur. Il sera possible de régler la température de ce bulleur indépendamment

du premier, ce qui permettrait de créer des couches de silane dont les proportions peuvent

varier. Dans l’optique de travailler sur la détection de métabolites en spectrométrie de masse

comme nous le faisons dans la suite, l’utilisation d’une couche mixte permettrait de modifier

les propriétés physico-chimiques de la surface et ainsi modifier les paramètres de détection de

certains métabolites.
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2.4 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté les protocoles pour la silanisation du silicium plan et

poreux en phase gazeuse. En plus du four précédemment utilisé dans le laboratoire, trois nou-

veaux réacteurs ont été créés, de différentes tailles et avec un système d’injection des silanes dans

la chambre différent (par vapeur ou directement en injectant le liquide). Ces fours répondaient

chacun à un cahier des charges visant à améliorer la silanisation grâce aux résultats obtenus

avec les fours précédents. La phase gazeuse permet de fonctionnaliser des surfaces plus grandes

que la silanisation en phase liquide et permet également de ne pas utiliser des solvants.

Le premier avait pour objectif de pouvoir fonctionnaliser une grande quantité d’échantillons

et, à terme, de pouvoir créer des couches mixtes de silanes. Un protocole d’injection des silanes

par cycle dans le four nous a permis d’obtenir des résultats d’angle de contact identiques à la

fonctionnalisation en phase liquide.

Cependant, la quantité de silane consommée est importante par rapport à la taille des

échantillons fonctionnalisés (1,7 mL), en particulier lorsque les échantillons sont petits car la

quantité de silanes utilisée est indépendante de la taille des échantillons. De plus, il était difficile

de garder une température homogène dans les longs tuyaux d’injection ce qui pouvait créer des

points froids où le silane pouvait se liquéfier. Ces deux problèmes nous ont amené à mettre au

point un deuxième four, plus petit pour lequel le silane est directement injecté dans la chambre.

Dans ce four, 100 µL de silane (CH3 court et NH+
3 ) sont suffisants pour fonctionnaliser les

échantillons dans le réacteur (environ 40 cm2). Nous avons cependant remarqué que pour ob-

tenir une monocouche reproductible de silanes, il est nécessaire que le four soit à température

ambiante lors de l’introduction des silanes dans la chambre pour éviter son évaporation trop

rapide lors de l’injection.

Placer le silane directement dans le four présente l’inconvénient de devoir ouvrir le réacteur

lors de l’introduction, ce qui peut contaminer les échantillons. Pour supprimer ce risque, nous

avons développé un troisième four, pour lequel le bulleur est de nouveau placé en dehors de la

chambre mais pour lequel la ligne d’injection est plus petite que sur le premier four. De plus,

sa forme a également été optimisée pour minimiser la quantité de silane nécessaire pour remplir

la chambre. Les derniers résultats montrent que la quantité de silane pour fonctionnaliser un

substrat (jusqu’à 80 cm2) est faible (quelques dizaines de µL) mais il est important de laisser

la réaction plusieurs heures, plus longtemps que pour le four n°2 où une ou deux heures étaient

suffisantes, pour obtenir les angles de contact attendus.

Les fours utilisés pour chaque silane ainsi que la densité de silane sur les surfaces poreuses

sont résumés dans le Tableau 2.20. Le four 0 correspond à celui déjà utilisé dans l’équipe pour

la fonctionnalisation avec les silanes COO−. Les valeurs présentées sont issues d’un même lot

d’échantillons pour les silanes COO−, CH3 long et CH3 court pour lesquels les fours étaient

suffisamment grands pour silaniser une quantité d’échantillons suffisante pour les mesures de

spectrométrie de masse. Dans le cas du silane NH+
3 qui a été utilisé avec le four n°2, plus petit,

plusieurs lots d’échantillons ont été préparés et la reproductibilité en XPS présentée a été obtenue

sur des échantillons de différents lots.

96



COO− CH3 long NH+
3 CH3 court

Four 0 1 2 3

Densité de
silanes (nm−2)

5,4 ± 0,1 4,1 ± 0,1 4,4 ± 0,1 3,8 ± 0,4

Tableau 2.20 – Récapitulatif de la densité de silanes pour chaque surface. Les écarts types
sont obtenus à partir de mesures sur trois échantillons différents.

Une première analyse sur des échantillons de silicium plan permet de confirmer la bonne

silanisation des surfaces avec des densités de silanes équivalentes à celles de la fonctionnalisation

en phase liquide (environ 4 nm−2). L’étude XPS plus approfondie des échantillons poreux montre

que la silanisation est reproductible pour tous les silanes et qu’aucune contamination n’est visible

à la surface. L’estimation de la densité de silanes donne les mêmes valeurs autour de 4 nm−2 pour

tous les silanes, sauf pour le silane COO− pour lequel la densité est estimée à plus de 5 nm−2.

Cette différence par rapport aux autres surfaces pourrait être expliquée par une silanisation plus

longue dans le cas des silanes COO− (12h) par rapport aux autres silanes (maximum 4h).

De plus, la consommation de silane pour une même surface de silicium est divisée par au

minimum un facteur 3 (Tableau 2.21). Cette consommation de silanes plus faible pour une

fonctionnalisation équivalente était un des objectifs recherchés et valide les protocoles développés

dans ce chapitre.

Surface max
(cm2)

Consommation
en silanes

Silanes pour 10
cm2

Phase liquide 10 100 µL 100 µL

Four 1 1500 1,7 mL 12 µL

Four 2 30 100 µL 33 µL

Four 3 70 < 100 µL < 15 µL

Tableau 2.21 – Surface de silicium silanisable et consommation en silanes par cycle de fonc-
tionnalisation pour chaque four par rapport au protocole en phase liquide.

Ces protocoles développés ont un temps de réaction assez bas comparé aux protocoles habi-

tuellement utilisés dans la littérature, de quelques heures alors que d’autres peuvent durer une

journée. Nous avons obtenus cependant des résultats équivalents pour la couverture de silane.

Cette différence pourrait venir de la température de la réaction qui est souvent plus basse que

la nôtre.

Ces résultats sur le silicium poreux sont confortés par les analyses en profondeur en ToF-

SIMS. Elles montrent une silanisation uniforme des pores avec un profil des principaux éléments

présents sur la surface constant sur toute la profondeur. À partir des résultats d’XPS et de ToF-

SIMS, nous pouvons conclure que la silanisation des échantillons est conforme pour l’ensemble

des silanes.
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Maintenant que les protocoles de silanisation ont été développés pour les trois fours, il peut

être intéressant de créer des couches mixtes de silane, en ajoutant un deuxième bulleur sur le four

n°3, ce qui n’a jamais été fait. Les deux bulleurs sont indépendants et il est possible de choisir

deux températures pour les silanes. Grâce à cela, nous pourrions choisir deux pressions partielles

différentes dans le réacteur et créer une couche mixte de silanes, combinant leurs propriétés.

Il serait également intéressant de s’intéresser au procédé de silanisation en lui-même. En

particulier, lors de la réaction (Figure 1.6), il est nécessaire de bien contrôler la quantité d’eau car

elle permet que la réaction ait lieu, mais une quantité d’eau trop importante dans le milieu peut

détériorer la silanisation. Il a été montré qu’en chauffant à une température supérieure à 190◦C,

il était possible de totalité de l’eau sur une surface, même la monocouche de surface [213, 214].

Notre travail se faisant à 150◦C, cette monocouche est donc encore au moins partiellement

présente et la silanisation fonctionne. Il existe probablement une température limite pour que

la réaction se déroule correctement et une température optimale pour que la silanisation soit

la plus efficace. L’objectif de la thèse était de trouver un protocole reproductible mais dans le

futur, l’étude plus théorique de ces procédés et l’étude fine de ce paramètre pourrait permettre

de continuer l’optimisation de la silanisation en phase gazeuse.

Dans la suite de l’étude, nous avons utilisé ces différents protocoles pour créer des mo-

nocouches uniformes avec un silane pour fonctionnaliser de façon reproductible nos surfaces de

silicium poreux et permettre l’adsorption des métabolites. Nous avons ainsi pu tester la détection

des métabolites en fonction des propriétés chimiques des silanes. Des analyses approfondies de ces

mesures sont présentés dans les Chapitres 4 à 6 qui présentent nos résultats sur la détection des

métabolites en MALDI-MS et en DIOS-MS sur des substrats de silicium poreux fonctionnalisés.
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CHAPITRE 3

Dynamique Moléculaire - Simulation de métabolites adsorbées sur des

surfaces de silice fonctionnalisée

3.1 Introduction

En parallèle des travaux expérimentaux de silanisation de substrats de silicium , nous avons

modélisé le comportement de notre panel de métabolites en présence des surfaces de silanes.

L’objectif est de caractériser les interactions des métabolites avec une surface de silice fonc-

tionnalisée par des silanes, afin de déterminer s’il est possible d’adsorber sélectivement certains

métabolites. Les monocouches de silanes sont issues du travail de thèse de Solène Lecot et les

systèmes ont été adaptés pour modéliser des surfaces de silice poreuse. C’est le sujet de ce cha-

pitre : une adsorption sélective pourrait aider à diminuer le bruit de fond en spectrométrie de

masse et améliorer la détection.

Les 4 silanes, CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+
3 ont été étudiés dans trois configurations

différentes : silice plane, silice en feuillets et silice poreuse. Nous présentons la création des

différents systèmes contenant les métabolites sur chacune des surfaces et les paramètres des

simulations réalisées sur le calculateur Newton de l’École Centrale de Lyon. Nous discutons

également les avantages de chaque système et leurs limites pour la modélisation des phénomènes

physiques comme la concentration en ions et la densité du solvant dans le système. En couplant

le tout, nous espérons nous approcher plus fidèlement de la réalité.

Dans un second temps, nous présentons les résultats de la modélisation. Nous étudions l’in-

fluence de la configuration de la silice sur le positionnement des silanes sur la surface. Ensuite,

nous validons les systèmes en comparant globalement le comportement des métabolites en fonc-

tion des configurations de la silice et des silanes. Enfin, nous présentons en détail l’adsorption des

métabolites sur les surfaces de silice poreuse fonctionnalisée. Pour cela nous calculons les énergies

d’interaction et nous regardons l’orientation des métabolites sur la surface et nous mettons cela
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en relation avec les propriétés physico-chimiques des silanes et des métabolites, en particulier les

charges, le caractère hydrophobe des métabolites et la longueur de la châıne alkyle des silanes.

3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Présentation des métabolites

Dans cette étude, nous reprenons le panel de 14 métabolites présentés à la page 54. Ceux-ci

sont redonnés dans le Tableau 3.1 avec leurs propriétés.

Métabolite Statut Masse (g/mol) Charge LogP Référence

Glycine Sepsis 75,1 0 -3.41 [4, 5]

Cystéine Sepsis 121,2 0 -2.79 [4, 5]

Carnitine Commun 161,2 0 -5.48

Acide urique Sepsis 168,1 0 -1.54 [5]

Glucose Sepsis 180,2 0 -2.93 [203,204]

Caféine Commun 194,2 0 -0.55

Acide myristique Sepsis 228,4 0 6,10 [17]

Glutathion Sepsis 307,3 0 -4.89 [5]

Glutamine Sepsis 146,1 -0,11 -4.00 [4, 5]

Méthionine Sepsis 149,2 -0,11 -2,19 [4, 5, 18]

Phénylalanine Sepsis 165,2 -0,11 -1,18 [4, 5]

Tryptophane Sepsis 204,2 -0,11 -1.10 [5]

Créatine Commun 131,1 -1 -2.86

Arginine Sepsis 174,2 0,89 -3.16 [4]

Tableau 3.1 – Métabolites de l’étude de dynamique moléculaire avec leurs propriétés physico-
chimiques et leur charge dans le système. Les valeurs de LogP ont été obtenues à partir du site
Chemicalize [205].

Les métabolites ont des masses similaires, comprises entre 75 et 308 g/mol. Dix d’entre eux

ont une masse comprise entre 100 et 200 g/mol. Huit métabolites ne sont pas chargés à pH 7,

le pH physiologique qui sera utilisé pour l’étude. Un métabolite a une charge globale positive

égale à 0,89, l’arginine et cinq sont chargés négativement, entre −0,11 et −1 (phénylalanine,

tryptophane, méthionine, glutamine et créatine). Enfin, une information sur l’hydrophilie des

molécules est donnée avec le LogP (= Log(Coct/Ceau) où Coct et Ceau sont respectivement la

solubilité de la molécule dans l’octane et dans l’eau). Plus la valeur est négative, plus la molécule

sera relativement soluble dans l’eau par rapport à l’octane. Dans l’étude, seul l’acide myristique

a une valeur positive, le deuxième métabolite étant la caféine avec un LogP de -0,55.
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3.2.2 Définition des systèmes initiaux

Dans la suite, nous présentons les trois systèmes utilisés dans cette étude, la silice plane, la

silice en feuillets, et la silice poreuse, ainsi que leur création. Nous exposons également les limites

de chaque système qui nous ont amenés à en créer plusieurs.

3.2.2.a Silice plane

Afin de modéliser les interactions entre les métabolites et une surface plane de silice silanisée,

nous avons créé le système présenté dans la Figure 3.1, issu de celui utilisé par Solène Lecot et

al. dans [6]. Nous ne gardons dans ce système que la couche de silice amorphe et la monocouche

de silanes. Ces systèmes étant issus des résultats d’une première simulation, les couches de

silanes sont déjà équilibrées à la surface. Dans la suite, les quatre couches de silanes étudiées

sont les monocouches de CH3 court, CH3 long, COO− et NH+
3 , chacune avec une densité de 3

nm−2 correspondant aux densités obtenues lors des études précédentes de silanisation en phase

liquide [6]. Les dimensions selon les axes x et y varient entre 8,20 nm pour le silane NH+
3 et 8,24

nm pour le silane CH3 court. Cela est dû à l’équilibre lors de la création des monocouches qui

dilate légèrement la taille de la bôıte. La dimension de l’axe vertical z est de 15,00 nm.

Figure 3.1 – Système initial de la silice plane avec la monocouche de silanes NH+
3 , les 14

métabolites, la silice, les ions Na+ et Cl−, les molécules d’eau et le mur de Lennard-Jones. Les
atomes jaunes représentent le silicium, les rouges l’oxygène, les bleus l’azote, les cyans le carbone,
les blancs l’hydrogène, les dorés le soufre, les verts les ions Cl− et les orange les ions Na+. Les
atomes du mur de Lennard-Jones sont représentés en rose et les molécules d’eau par des points.

Métabolites Les 14 métabolites sont ajoutés aléatoirement, dans un plan à mi-hauteur de la

boite, grâce au code Python position metabolites aleatoire.py. Ce code permet de positionner les

14 métabolites sur le même plan, tous les métabolites étant séparés d’au moins 0,5 nm.
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Mur de Lennard-Jones Les conditions de la bôıte étant périodiques, pour bloquer les in-

teractions dans le système entre le haut et le bas de la bôıte, nous avons ajouté un mur de

Lennard-Jones en haut de la bôıte de simulation. Il est composé d’atomes arrangés de manière

cubique centrée avec un paramètre de maille de 0,4 nm. Les paramètres du champ de force utilisé

sont ceux publiés par Kitabata et al. [215]. Le code Python LJ layer.py a été utilisé pour placer

le mur de Lennard-Jones dans le système.

Molécules d’eau Les molécules d’eau sont ajoutées dans la bôıte avec la fonction Gromacs

solvate. Le modèle de l’eau est le TIP4P avec quatre atomes : l’atome d’oxygène et ceux d’hy-

drogène, et un atome virtuel portant la charge partielle associée à l’atome d’oxygène (Figure

3.2). Une deuxième étape consiste à enlever les molécules d’eau qui pourraient se trouver dans

la silice ou au dessus du mur de Lennard-Jones à l’aide du code Python remove water tip4p.py.

Figure 3.2 – Molécule d’eau selon le modèle TIP4P. La molécule comporte 2 atomes d’hy-
drogène (blanc), un atome d’oxygène (rouge) et un atome virtuel portant la charge partielle de
l’oxygène (cyan).

Ions Na+ et Cl− Enfin, des ions Na+ et Cl− sont ajoutés au système pour équilibrer les

charges dues aux métabolites et éventuellement aux silanes (dans le cas des silanes NH+
3 et

COO−). Des ions Na+ et Cl− sont aussi ajoutés à une concentration de 0,150 mol/L pour

s’approcher des conditions physiologiques. Cela se fait grâce à la fonction Gromacs genion.

Dans ce système, un mur de Lennard-Jones en haut de la bôıte permet de bloquer la

périodicité selon l’axe z. Cependant, lors de l’équilibre du système, une légère couche de vide

apparâıt entre l’eau et le mur. Cette configuration est classiquement utilisée pour l’étude des

interactions analyte/surface en dynamique moléculaire. Cependant, comme nous le verrons dans

la suite, cela a des conséquences sur l’adsorption de certains métabolites qui seront plus attirés

par le vide que par la surface. Pour se rapprocher des conditions expérimentales, nous avons

créé un deuxième système, plus original, constitué de deux couches de silice en feuillets.

Silice en feuillets Avec un système composé de deux surfaces de silice silanisée, plus proche

de l’étude expérimentale, nous pouvons supprimer le mur de Lennard-Jones (Figure 3.3). Nous

nous attendons à ce que ce système augmente la vitesse d’adsorption des métabolites (car la

probabilité de contact métabolite/silane est plus élevée qu’avec le système précédent). Dans ce

système, le pore est infini dans deux directions.

Pour obtenir les deux surfaces de silice amorphe fonctionnalisées, nous avons fait un miroir de

la surface inférieure. Les deux surfaces sont donc identiques, avec la même densité de silanes. Pour

cela, nous avons utilisé la fonction Gromacs editconf. Les deux surfaces sont ensuite fusionnées
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Figure 3.3 – Système initial de la silice en feuillets avec la monocouche de silanes NH+
3 , les 14

métabolites, la silice, les ions Na+ et Cl− et les molécules d’eau. Les atomes jaunes représentent
le silicium, les rouges l’oxygène, les bleus l’azote, les cyans le carbone, les blancs l’hydrogène,
les dorés le soufre, les verts les ions Cl− et les orange les ions Na+. Les molécules d’eau sont
représentées par des points.

avec le code Python fusionner fichier gro.py. Les dimensions finales de la bôıte sont les mêmes

que pour le système plan : entre 8,20 et 8,24 nm selon les axes x et y et 15,00 nm selon l’axe z.

La distance entre les deux feuillets a été fixée à 10 nm pour s’accorder avec le pore expérimental

dont le diamètre est de 10 nm également.

La création du reste de la bôıte avec les métabolites, l’eau et les ions est identique à celle de

la silice plane. En revanche, le mur de Lennard-Jones n’est pas ajouté au système.

Figure 3.4 – Distribution des molécules d’eau dans le système de silice en feuillet avec les
silanes COO− en fonction de la hauteur. Les hauteurs inférieures à 2 nm et supérieures à 13 nm
correspondent au substrat de silice.

Avec le feuillet supérieur, nous n’observons plus de couche de vide mais l’apparition d’une

zone dans l’eau dans laquelle la densité est plus faible que le reste du bulk (Figure 3.4), dont il

est difficile d’estimer les conséquences sur les interactions aux interfaces. Pour avoir un élément

de comparaison, nous avons créé un troisième système en bloquant un nouvel axe de périodicité.
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Silice poreuse Afin de se rapprocher davantage de la structure d’un pore, nous avons créé

un troisième système présenté dans la figure 3.5. Par rapport au système précédent, celui-ci a

l’avantage d’être infini suivant une seule direction. Néanmoins, il présente des zones angulaires

à prendre en compte dans les analyses (voir la section sur les limitations à la page 107). On

notera dans la suite x l’axe du pore et y et z les axes sur lesquels se trouvent les surfaces. Les

dimensions de la bôıte sont 10 x 15 x 15 nm3.

Figure 3.5 – Système initial de la silice poreuse avec la monocouche de silanes NH+
3 , les 14

métabolites, la silice , les ions Na+ et Cl− et les molécules d’eau. Les atomes jaunes représentent
le silicium, les rouges l’oxygène, les bleus l’azote, les cyans le carbone, les blancs l’hydrogène,
les dorés le soufre, les verts les ions Cl− et les orange les ions Na+. Les molécules d’eau sont
représentées par des points.

La création du pore a été faite grâce à la fonction Gromacs editconf. Les surfaces inférieure et

supérieure mesurent 10 nm x 15 nm de côté et ont une épaisseur de 2,5 nm. Les faces gauche et

droite sur la Figure 3.5 mesurent 10 nm x 10 nm avec une épaisseur de 2,5 nm. Les surfaces sont

assemblées avec le script Python fusionner fichiers gro.py. Le système obtenu n’est cependant

pas utilisable comme cela car un espace de 0,5 nm est nécessaire entre surfaces pour éviter

la superposition des atomes lors de la fusion des fichiers (image à gauche sur la figure 3.6).

Pour créer un solide uniforme sur tout le pore, nous avons ajouté une étape de minimisation de

l’énergie. Les détails de cette minimisation seront présentés dans le paragraphe 3.2.3 du protocole

de simulation. La bôıte avant et après minimisation est présentée en Figure 3.6. Comme pour

les feuillets, la distance entre deux faces opposées du pore a été fixée à 10 nm.

Monocouche de silane Dans le cas de la silice plane et de la silice en feuillets, les couches de

silanes étaient celles issues des systèmes déjà développés dans l’équipe [6]. Pour la silice poreuse,

il était nécessaire de retirer les silanes pour créer la surface à cause des possibles superpositions

des atomes dans les angles. Les silanes ont donc été ajoutés dans un second temps.

Nous les avons ajoutés en deux temps : en haut et en bas, puis à gauche et à

droite. On place les silanes à la densité souhaitée (3 nm−2) grâce aux codes Python

couche aleatoire python pore z.py, add silane.py et fusionner fichiers gro.py qui utilisent la fonc-
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Figure 3.6 – Aspect du pore de silice amorphe avant la minimisation de l’énergie du système
(gauche) et après la minimisation de l’énergie (droite).

tion Gromacs editconf. Les silanes sont disposés aléatoirement à 0,3 nm de l’une des deux surfaces

de silice. De l’eau est ensuite ajoutée au système avec solvate et enlevée de la silice avec les codes

remove water tip4p y.py et remove water tip4p z.py. La neutralité du système est assurée par

l’ajout éventuel d’ions Na+ et Cl−. L’équilibre du système est fait en minimisant l’énergie puis

grâce à des équilibres NVT (nombre d’atome, volume et température constants) et NPT (nombre

d’atomes, pression et température constants). Les détails de ces trois étapes sont présentés dans

la section sur les paramètres de simulation (page 105). Dans ces deux équilibres, une restric-

tion de mouvement est ajoutée aux atomes d’oxygène à la base des silanes selon l’axe z. Les

mouvements des silanes lors de ces étapes ne peuvent se faire que latéralement.

Nous avons procédé de même pour les surfaces latérales. L’eau et les ions ont été enlevés

du système équilibré et les silanes sur les surfaces latérales ont été ajoutés grâce aux codes

Python couche aleatoire python pore y.py, add silane.py et fusionner fichiers gro.py. Les étapes

suivantes sont identiques à celles développées pour les premières couches de silanes. Pour les

équilibres NVT et NPT, la base des silanes est bloquée selon l’axe y, ils ne peuvent bouger que

dans le plan (x,z).

Métabolites Avec la silice poreuse, les métabolites ne peuvent pas être mis sur un plan.

Nous avons donc créé un nouveau script Python position metabolites aleatoire 3D.py qui, avec

la fonction Gromacs editconf, permet de placer les métabolites aléatoirement dans un cylindre

ayant le même axe que le pore et de diamètre 5 nm.

L’eau et les ions sont ensuite ajoutés comme pour les configurations de silice précédentes.

3.2.3 Paramètres des simulations

Le protocole de simulation peut être séparé en quatre étapes : la minimisation de l’énergie,

un équilibre NVT, un équilibre NPT et la production.
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Minimisation de l’énergie La première étape de minimisation de l’énergie permet de mo-

difier légèrement les positions des atomes constituant le système afin d’équilibrer le système et

minimiser les forces appliquées à chaque atome. Cela permet donc de diminuer les contraintes

pouvant être exercées. Pour la minimisation, nous fixons la température à 300 K et la pression

à 1 bar. L’intégrateur utilisé est l’intégrateur steep. La minimisation continue jusqu’à ce que la

force maximale exercée sur chaque atome soit inférieure à 1000 kg.mol−1.nm−1. Des restrictions

de mouvement sont appliquées sur la silice, le mur de Lennard-Jones et les atomes d’oxygène à

la base des silanes qui se lient avec la silice (seulement selon l’axe z pour cet atome).

Dans le cas de silice poreuse, cette étape a été répétée plusieurs fois : lors de la création

de la surface de silice et lors de l’ajout des silanes. Une dernière minimisation a été effectuée

lorsque l’ensemble des atomes de l’étude ont été ajoutés au système. Il en sera de même pour

les équilibres NVT et NPT.

Équilibre NVT Après la minimisation de l’énergie, l’équilibre NVT permet l’équilibre des

molécules (solvant et métabolites) à la bonne température et à la bonne pression. Dans l’ensemble

NVT, le nombre de particules, le volume et la température restent constants. L’équilibre NVT

est fait avec un intégrateur MD qui résout les équations du mouvement avec l’algorithme leap-

frog. Nous réalisons un équilibre NVT de 100 ps avec un pas de temps de 2 fs. La température

est maintenue à 300 K avec un thermostat de Nosé-Hoover. Les vitesses initiales des atomes sont

déterminées avec une distribution de Maxwell-Boltzmann. Des contraintes sont appliquées sur

les liaisons hydrogènes (algorithme LINCS).

Équilibre NPT L’ensemble NPT, pour équilibrer la pression et la densité du système, est à

nombre de particules, pression et température constants. Les paramètres sont identiques à ceux

de l’équilibre NVT : même intégrateur MD, simulation sur 100 ps avec un pas de temps de 2

fs, 300 K maintenus avec thermostat de Nosé-Hoover et contraintes sur les liaisons hydrogènes.

Le barostat est de Parrinello-Rahman et permet de maintenir la pression à 1 bar. Les vitesses

initiales des atomes sont les vitesses finales obtenues lors de l’équilibre NVT.

Production L’étape de production, sur une durée beaucoup plus longue que celles des

équilibres NVT et NPT, permet d’étudier les interactions des métabolites avec leur environne-

ment en les laissant se déplacer librement dans la bôıte selon les équations du mouvement. Les

contraintes de mouvement sont les mêmes que pour les autres étapes, tout comme les contraintes

sur les liaisons hydrogènes. La durée des productions est comprise entre 100 ns et 300 ns avec

un pas de temps de 1 fs. Le barostat de Parrinello-Rahman permet de maintenir la pression

constante et le thermostat de Nosé-Hoover la température constante.

Les vitesses initiales des atomes dans le premier réplica correspondent aux vitesses finales

de l’équilibre NPT. Dans le cas de la silice en plane et de celle en feuillets, pour les autres

réplicas, les vitesses initiales sont fixées de manière aléatoire selon une distribution de Maxwell-

Boltzmann. La préparation était légèrement différente pour la silice poreuse. En effet, étant

donné que les métabolites sont placés aléatoirement dans un cylindre, certains des métabolites

sont initialement plus proches de la surface que d’autres. Pour limiter ce biais, l’ajout aléatoire
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des métabolites dans la bôıte est répété dans chaque réplica. Lors de la production, la vitesse

initiale des atomes correspond à leur vitesse finale à l’issue de l’équilibre NPT.

Dans la suite, nous présenterons les résultats sur cinq réplicas pour la silice plane et trois

réplicas pour les configurations de silice en feuillets et poreuse.

3.2.3.a Limites de la méthode

Les simulations (minimisation, équilibres et production) ne peuvent être lancées que si la

charge globale dans la bôıte est nulle. Il est donc nécessaire de compenser les charges des silanes

par le même nombre d’ions de charge opposée (des Cl− pour les silanes NH+
3 et des Na+ pour

les silanes COO−). Cela crée une sur-représentation de ces ions dans le système qui peut être

non négligeable dans l’étude. En effet, dans le cas des silanes NH+
3 , les ions Cl− sont 3 fois plus

nombreux que les ions Na+ dans le système de silice plane, 5 fois plus nombreux avec la silice

en feuillets et 11 fois plus nombreux pour le pore. Pour les surfaces non chargées CH3 court et

CH3 long, les ions sont en même nombre et pour le silane COO−, le rapport est inversé entre

Na+ et Cl−. L’effet des ions (qui sera discuté dans les résultats) peut donc être influencé par

leur nombre dans le cas des surfaces chargées.

Notre modélisation du pore conduisant à l’apparition d’angles ne reflètent pas vraiment la

réalité. Par conséquent, nous ne considérons pas les interactions qui peuvent avoir lieu au niveau

des angles entre les surfaces de silice. Nous prendrons comme seuil la valeur de 1 nm qui est

également celle du seuil de cut-off pour le calcul des interactions à courte distance entre deux

atomes du système.

De plus, nous étudions un pore infini, nous ne regardons donc pas les effets de bords. En

particulier, nous ne nous intéressons pas à la fluidique de l’entrée des métabolites dans les pores.

Nos pores expérimentaux ayant une profondeur de 1 µm, l’hypothèse d’un pore infini est toutefois

valable pour l’étude des métabolites à l’intérieur des pores.

3.2.4 Paramètres d’analyse des simulations

Cette partie présente les différents paramètres d’analyse pour caractériser les simulations. Ils

ont pu être obtenus grâce aux logiciels Gromacs et VMD et grâce à des codes Python que nous

avons écrits.

3.2.4.a Énergies d’interaction

Le logiciel Gromacs permet de calculer les énergies d’interaction entre deux groupes de

molécules au cours du temps. Il est par exemple possible d’obtenir les énergies d’interaction

entre un métabolite et la surface de silanes. Ces énergies, associées aux interactions non liantes,

sont séparées en deux groupes : les interactions coulombiennes et celles de Lennard-Jones, toutes

les deux à courte portée, et nommées respectivement Coul-SR et LJ-SR, SR pour Short Range.

Elles sont obtenues avec la fonction Gromacs energy. Même si les énergies permettent d’évaluer

les interactions entre deux groupes de molécules, les valeurs du logiciel ne correspondent pas à
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des quantités physiques comme l’énergie libre ou l’énergie de liaison parce que ni l’entropie, ni

l’énergie de solvatation ne sont prises en compte.

3.2.4.b Définition d’un contact

En dynamique moléculaire, on définit généralement un contact entre deux molécules du

système lorsque leur distance est inférieure à 0,3 nm. Notre première piste a donc été d’étudier la

position du centre de masse des métabolites dans la bôıte de simulation, en particulier selon l’axe

vertical. Nous avons essayé de définir un contact entre les métabolites et les silanes en comparant

la position verticale du métabolite avec celle du centre de masse des silanes. Cependant, les tests

n’ont pas été concluants parce que cela ne permettait pas de différencier les contacts avec la

surface de silice de ceux avec les silanes.

Nous avons alors défini un contact au cours de la simulation entre les métabolites et les

silanes grâce à leur énergie d’interaction définie précédemment : il y a contact entre les deux

molécules lorsque leur énergie d’interaction (négative) passe en dessous d’un seuil. Ce seuil a

été fixé pour être en accord avec la visualisation en fin de simulation. Il a donc été pris à -20

kJ/mol.

Nos observations ont permis de séparer les métabolites en trois classes de comportement :

ceux qui, à partir d’un certain temps, sont capturés et ne se désorbent pas, ceux qui ne sont jamais

capturés par la surface, et enfin ceux qui alternent entre les deux états. Un profil d’énergie pour

chacun des trois groupes est donné dans la Figure 3.7. Dans la suite, on définira une molécule

comme capturée si elle l’est à la fin de la simulation. Dans le cas du troisième groupe, l’étude

de plusieurs réplicas permet d’estimer cette variabilité : si un métabolite est en contact avec la

surface pendant 50 % du temps alors il sera en moyenne capturé à la fin de la simulation dans

la moitié des réplicas.

Figure 3.7 – Profil en énergie des trois groupes de métabolites en fonction de leur contact avec
la surface : (a) capturé, (b) non capturé, et (c) alternance entre les deux états précédents.

3.2.4.c Durée de la simulation

La durée de la simulation a été fixée à 300 ns. Des essais jusqu’à 500 ns ont été faits et il

a été observé que le nombre de métabolites capturés n’évoluait plus à partir de 300 ns pour

tous les systèmes (Figure 3.8). Les graphes montrent qu’une durée de 100 ns n’est pas suffisante

pour les systèmes de silice plane. En effet, si nous prenons l’exemple des silanes NH+
3 (magenta),
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avec la silice plane, 9,2 métabolites sont capturés après 100 ns contre 12,7 pour la silice en

feuillets et poreuse. En augmentant ce temps à 300 ns, le nombre de métabolites adsorbés avec

la silice plane passe à 11,6 contre 12,6 avec la silice en feuillets et poreuse. La diminution du

temps nécessaire pour arriver à l’état final des captures par les silanes peut être expliquée par

l’augmentation de la surface de silice silanisée avec la silice en feuillets et la silice poreuse. En

effet, dans les deux cas, la probabilité pour les métabolites d’entrer en contact avec la surface

est plus importante que pour la surface plane (la surface est deux fois plus grande pour la silice

en feuillets et quatre fois plus pour la silice poreuse). Si la simulation est laissée suffisamment

longtemps, la probabilité d’interagir avec la surface va augmenter, ce qui explique que le nombre

de métabolites capturés par un silane semble converger vers la même valeur pour les trois types

de silice.

Figure 3.8 – Nombre moyen de métabolites capturés par les surfaces au cours de la simulation
pour (a, trait plein) la silice plane, (b, tiret long) la silice en feuillets, et (c tiret court) la silice
poreuse. En rouge, les surfaces fonctionnalisées par des silanes CH3 court, en bleu par des CH3

long, en vert par des COO− et en magenta par des NH+
3 . Les courbes sont lissées avec des

courbes de Bézier.

3.2.4.d Visualisation de l’état final

Pour visualiser l’état final des simulations et observer les comportements des métabolites sur

les silanes (orientation, placement et déformation), nous utilisons le logiciel VMD.
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3.3 Interactions entre les silanes et les métabolites

3.3.1 Effet d’un pore sur la distribution 2D des silanes

La configuration de la surface et le confinement dû au pore peut avoir une influence sur

l’organisation de la couche de silanes sur la silice. Dans la Figure 3.9 et la Figure 3.10, nous

présentons l’organisation des silanes sur une surface de silice respectivement plane et poreuse.

Dans le cas de la silice poreuse, une seule des quatre surfaces est présentée, les trois autres ayant

une organisation similaire. Pour les couches CH3 court, COO− et NH+
3 il ne semble pas y avoir

de changement majeur de la répartition des molécules de silanes à la surface. Certaines zones

sont moins denses ou vides dans les deux cas parce que les silanes ont la possibilité de bouger

latéralement sur la surface lorsqu’il sont ajoutés. En revanche, une différence notable est visible

pour les silanes CH3 long. Alors que sur la surface de silice plane, on observe un trou dans la

couche de silanes, ce trou n’est plus présent sur la silice poreuse.

Figure 3.9 – Monocouche de silanes (a) CH3 court, (b) CH3 long, (c) COO−, et (d) NH+
3 sur

une surface de silice plane. Les atomes jaunes représentent le silicium, les rouges l’oxygène, les
bleus l’azote, les cyans le carbone et les blancs l’hydrogène.

L’origine de cette absence de zone sans silane provient probablement du confinement du pore

et de l’encombrement stérique des silanes. Imaginons un pore circulaire de 10 nm de diamètre

sur lequel sont greffés des silanes avec une certaine densité (Figure 3.11). Cette densité est

définie comme le nombre de molécules de silane par unité de surface sur la surface de silice

(le cercle extérieur sur le schéma). Imaginons maintenant la surface formée par les fonctions

terminales CH3 des silanes CH3 long (le cercle intérieur sur le schéma). Les silanes ayant une

longueur d’environ 2,5 nm, le diamètre du cylindre intérieur est donc deux fois plus petit que

le diamètre du pore et l’aire du cylindre intérieur est également divisée par 2. La densité des

fonctions terminales des silanes sur ce cylindre intérieur est donc deux fois plus importante que

la densité sur la surface de silice. Ce doublement de la densité diminue la liberté de mouvement
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Figure 3.10 – Monocouche de silanes (a) CH3 court, (b) CH3 long, (c) COO−, et (d) NH+
3

sur un des côtés d’une surface de silice poreuse. Les atomes jaunes représentent le silicium, les
rouges l’oxygène, les bleus l’azote, les cyans le carbone et les blancs l’hydrogène.

Figure 3.11 – Schéma de l’organisation des silanes CH3 long pour un pore circulaire de 10 nm
de diamètre.

des fonctions terminales et les oblige à s’orienter tous dans le même sens. Il n’est alors plus

possible pour les silanes de se coucher sur la surface de silice et une organisation en ”brosse”

apparâıt. Dans le cas de notre pore de dynamique moléculaire qui n’est pas circulaire mais

carré, ce phénomène est principalement présent sur les arêtes où les silanes des deux faces

perpendiculaires se bloquent entre eux à cause du changement d’orientation, ce qui diminue

leur densité à cet endroit. Cela se répercute sur l’ensemble des pores où les zones sans silane

disparaissent par rapport aux autres configurations de silice.
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3.3.2 Validation des systèmes aux regards de leurs limitations

Outre l’orientation des silanes dans les pores, d’autres phénomènes apparaissent à cause

des caractéristiques et des limites de chaque système. Nous avons donc regardé si les résultats

étaient cohérents entre eux et si les différences pouvaient venir de problèmes dans la modélisation.

Comme cela peut se voir sur la Figure 3.8, après 300 ns, il semble qu’il y ait plus de métabolites

liés à la surface lorsque la silice est poreuse ou en feuillet par rapport à la silice plane. Nous

allons voir que ces différences peuvent être expliquées à partir de l’organisation des systèmes et

de leurs limitations.

3.3.2.a Couche de vide au niveau du mur de Lennard-Jones

Dans l’étude des interactions sur de la silice plane, nous avons ajouté un mur de Lennard-

Jones en haut de la bôıte qui permet de bloquer la périodicité selon l’axe vertical. Cet ajout

nécessite de retirer des molécules d’eau autour du mur ce qui fait apparâıtre une couche de

vide entre le haut du milieu aqueux et le mur lors de l’équilibre du système. Cette interface

peut modifier les observations en fin de simulation dans le cas des métabolites hydrophobes.

En effet, la couche de vide hydrophobe permet de minimiser la surface de contact entre l’eau

et les métabolites hydrophobes, c’est donc une position privilégiée pour certains métabolites.

C’est le cas en particulier de l’acide myristique et de la caféine, les deux métabolites les

plus hydrophobes que l’on s’attendrait à voir interagir fortement avec les silanes CH3 court et

CH3 long également hydrophobes. On observe cependant que pour la moitié des réplicas, ces

métabolites ne sont pas fixés à la surface mais se trouvent à l’interface entre l’eau et le vide.

L’ajout d’une autre surface, avec la silice en feuillets et la silice poreuse, et la suppression du

mur de Lennard-Jones permettent de résoudre ce problème et l’acide myristique et la caféine se

lient systématiquement à la surface.

3.3.2.b Organisation des silanes

Comme indiqué précédemment, la distribution des silanes CH3 long est modifiée en présence

des pores, par rapport aux autres configurations de silice. En conséquence, dans le cas de la

silice poreuse, un métabolite va principalement interagir avec le groupe terminal du silane plutôt

qu’avec la châıne alkyle entière ou la base des silanes proche de la silice. Certains métabolites

qui se fixaient donc principalement sur ces parties des silanes avec les autres configurations de

silice peuvent être moins capturés avec la silice poreuse. C’est le cas par exemple de la carnitine

qui était fixée sur la surface sur tous les réplicas, grâce en partie à une bonne affinité avec la

silice, sur la silice plane et la silice en feuillets, et qui n’est pas capturée sur une des productions

avec la silice poreuse lorsque celle-ci est fonctionnalisée avec les silanes CH3 long.

3.3.2.c Capture indirecte des métabolites grâce à un autre métabolite

Enfin, certains métabolites ont peu d’affinité avec une surface de silane et sont pourtant

capturés sur tout ou une partie des réplicas selon notre définition de la capture avec les énergies
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(et également en mesurant les distances entre les atomes à la fin de la simulation). C’est en

particulier le cas pour les métabolites hydrophiles sur les silanes CH3 long hydrophobes. Dans

certains cas, on observe que ces métabolites ne sont pas réellement fixés sur la surface mais un

autre métabolite plus hydrophobe fait l’intermédiaire entre les silanes et le premier métabolite

(Figure 3.12). Cet intermédiaire permet donc au métabolite d’être proche des silanes et de ne

pas s’en détacher après un certain temps tout en gardant une énergie d’interaction faible.

Figure 3.12 – Interaction indirecte entre les silanes CH3 long et la carnitine (en bleu) par
l’intermédiaire de l’acide urique (en violet). Les atomes jaunes représentent le silicium, les rouges
l’oxygène, les cyans le carbone, et les blancs l’hydrogène.

Les différences majeures peuvent donc être expliquées et la silice poreuse semble être adaptée

pour l’étude des interactions entre les métabolites et les silanes. Dans la partie suivante, nous

présentons donc les résultats détaillés de l’adsorption des 14 métabolites sur les surfaces de silice

poreuse fonctionnalisée. Les résultats présentés sont obtenus après une simulation de 300 ns et

sur trois réplicas. Les résultats et interprétations pour les autres configurations de silice (plane

et en feuillets) sont présentés en Annexe A.

3.3.3 Analyse des interactions métabolites/silanes dans le cas de la silice

poreuse.

Le nombre de captures de chaque métabolite (sur 3) et leur énergie d’interaction avec les

surfaces sont donnés dans le Tableau 3.2 et dans la Figure 3.13.

3.3.3.a Silane CH3 court

La grande majorité des métabolites est capturée par la surface fonctionnalisée par les silanes

CH3 court (12 sur les 14 métabolites). Seules la glutamine et la créatine ne sont pas capturées

pour un réplica.

Pour la glutamine, dans la simulation où le métabolite n’est pas capturé par les silanes, il

l’est par la silice. L’affinité entre la silice et la glutamine est forte, grâce à la forte hydrophilie

de la glutamine, ce qui explique pourquoi la molécule ne se détache pas de la surface pour se

coller aux silanes. Il en est de même pour la créatine : dans le cas où elle n’est pas capturée

par les silanes, elle l’est par la silice.
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Figure 3.13 – Énergie d’interaction moyenne sur de la silice poreuse entre les métabolites et les
silanes pour les surfaces de CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3 . Les moyennes sont effectuées
sur les réplicas pour lesquels les métabolites sont capturés et les écarts types sont obtenus à
partir de ces mêmes réplicas.
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Métabolite CH3 court CH3 long COO− NH+
3

Glycine 3 2 3 3

Cystéine 3 3 3 3

Carnitine 3 2 1 3

Acide urique 3 3 3 3

Glucose 3 3 3 3

Caféine 3 3 2 3

Acide myristique 3 3 1 0

Glutathion 3 3 3 3

Glutamine 2 3 3 3

Méthionine 3 3 3 3

Phénylalanine 3 3 3 3

Tryptophane 3 3 3 3

Créatine 2 3 3 3

Arginine 3 3 3 3

Tableau 3.2 – Nombre de captures de chaque métabolite sur trois réplicas par les quatre
surfaces poreuses fonctionnalisées.

Finalement, tous les métabolites sont capturés à la fin de la simulation, soit par les silanes,

soit par la silice. La créatine est particulière : alors que pour les deux autres configurations de

silice, les énergies sont proches de 0 kJ/mol (Annexe A), elles passent à -200 kJ/mol avec la

silice poreuse. Ce résultat est étonnant parce que la capture de la créatine ne se fait pas avec

l’aide d’un autre métabolite comme cela peut être le cas parfois et la position de la molécule

sur la surface ne semble pas être différente des autres simulations, elle ne se trouve par exemple

pas au contact de deux surfaces. Les ions Na+ et Cl− ne sont pas responsables non plus de

cette différence car ils ne se trouvent pas à proximité de la molécule de créatine à la fin de la

simulation.

3.3.3.b Silane CH3 long

Dans le cas des silanes CH3 long, 12 métabolites sont capturés sur les trois réplicas et 2 ne

le sont pas à chaque fois après les 300 ns : la carnitine et la glycine.

La glycine est capturée pendant la majorité de la simulation mais semble se décrocher

dans les dernières nanosecondes. En comparant aux autres réplicas et aux autres surfaces de

silice, il est probable que ce décrochage ne soit que temporaire, comme cela arrive pour certains

métabolites.

Le cas de la carnitine est différent. Pour que le métabolite soit capturé par la surface,

il faut qu’il soit proche de la silice en plus d’être proche des silanes (d’après les observations
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sur les autres silices). Or, comme nous l’avons vu, à la différence des autres configurations de

silice, l’orientation des silanes CH3 long est plus ordonnée et uniformément répartie avec la silice

poreuse. Cette orientation limite la possibilité des métabolites à se rapprocher de la silice et de

la base des silanes. Cela a pour conséquence de diminuer l’énergie d’interaction entre la carnitine

et les silanes ce qui provoque une adsorption moins stable et des détachements possibles comme

dans l’une des productions.

Cela peut se voir aussi avec la méthionine qui interagit en partie avec la châıne alkyle

des silanes et en partie avec leur base, l’énergie d’interaction est ici l’une des plus faibles de

l’étude avec ces silanes. Le seul métabolite avec une énergie plus proche de 0 est la créatine

(comme avec les autres configurations de silice). La créatine est juste déposée sur les silanes ce

qui explique cette faible interaction car c’est un métabolite chargé et hydrophile alors que les

silanes sont hydrophobes. Cet équilibre est obtenu grâce aux ions qui neutralisent les charges de

la créatine, ce qui lui permet de rester sur les silanes.

3.3.3.c Silane COO−

Les métabolites qui ne sont pas systématiquement capturés avec la silice poreuse fonctionna-

lisée par les silanes COO− sont la carnitine, la caféine et l’acide myristique, les 11 autres étant

capturés dans toutes les productions à l’issu des 300 ns.

Dans le cas de l’acide myristique, les interactions avec les silanes ne sont pas nulles mais

restent faibles car la molécule est très hydrophobe. Le métabolite est capturé par les châınes

alkyles des silanes mais dans certains cas les conditions ne sont pas réunies et la molécule reste

dans le solvant malgré sa forte hydrophobie.

La carnitine est globalement neutre à pH 7, comme la majorité des métabolites de l’étude

qui sont eux adsorbés sur les silanes COO− dans toutes les productions. La différence peut

s’expliquer par le fait que sa charge partielle positive est due à un ammonium quaternaire, la

charge étant portée par l’azote centrale. Cet ”emprisonnement” de la charge positive alors que

la charge négative reste accessible rend la capture par les silanes COO− chargés négativement

difficile, ce qui pourrait expliquer pourquoi la molécule n’est pas capturée dans chaque réplica.

Le résultat le plus étonnant est obtenu pour la caféine qui n’est pas capturée dans chaque

réplica alors qu’elle l’est avec la silice plane et la silice en feuillets. Il semblerait que l’organisation

des silanes dans le cas d’une silice poreuse ne soit pas optimale pour la capture de la caféine par

les châınes alkyles des silanes.

Enfin, on peut remarquer que même si la créatine se trouve systématiquement à une distance

inférieure à 0,3 nm des silanes, aucune énergie d’interaction n’est visible sur la Figure 3.13. En

réalité, cette énergie existe mais elle est positive, donc répulsive. Pour expliquer pourquoi, malgré

cette énergie répulsive, la créatine se trouve à proximité des silanes, et sur la couche de silane

plus exactement, il faut regarder la position des ions Na+ dans le système. En effet, ces ions sont

très abondants pour équilibrer les charges des silanes et travailler dans un système globalement

neutre. Ces ions entourent donc les molécules de créatine qui se neutralisent et peuvent se poser

sur la surface. Ce sont donc les ions qui font le pont entre la créatine et les silanes et qui lui
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permettent d’être ”capturée” même si l’affinité avec les silanes COO− est faible. Ce résultat est

identique à ce que l’on observait avec les silanes CH3 long.

3.3.3.d Silane NH+
3

Avec les silanes NH+
3 sur la silice poreuse, tous les métabolites sont capturés, excepté l’acide

myristique, le métabolite le plus hydrophobe. Sa longue châıne alkyle n’est pas favorable à sa

capture. Ce résultat est identique aux autres configurations de silice avec ces silanes. Tous les

autres métabolites sont capturés par les silanes avec des énergies légèrement plus fortes en valeur

absolue par rapport aux autres silanes grâce, en partie, aux interactions électrostatiques qui ne

sont pas présentes avec les silanes CH3 court et CH3 long qui ne sont pas chargés.

Pour résumer, le Tableau 3.3 présente les meilleures surfaces pour l’adsorption des 14

métabolites. Ces résultats se basent sur le nombre de captures et l’énergie d’interaction entre

les silanes et les métabolites.
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é
s

C
a
fé
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é
th

io
n
in
e

N
H

+3
−

2
8
3
±

2
4

C
H

3
co

u
rt

−
1
2
7
±

3
9

M
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Tableau 3.3 – Tableau récapitulatif des meilleures surfaces pour l’adsorption des métabolites
de l’étude de dynamique moléculaire. * Le choix est basé sur le nombre de captures et l’énergie
d’interaction avec la configuration de silice poreuse.
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3.4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les résultats de la capture d’une sélection de 14

métabolites, certains étant biomarqueurs du sepsis, d’autre présents naturellement dans le sang.

Dans un premier temps, nous avons créé les systèmes d’étude : une surface de silice fonctionna-

lisée par des silanes. Quatre silanes différents ont été testés : les silanes CH3 court, CH3 long,

COO−, et NH+
3 et plusieurs configurations de la surface ont été choisies : une silice plane, une

silice en feuillets et une silice poreuse. À chaque fois, la surface de silice est multipliée par deux

par rapport au cas précédent. Les 14 métabolites ont ensuite été placés au centre de la bôıte et

la production a été lancée pour 300 ns.

Premièrement, les observations sont similaires sur les trois configurations de la silice. Cela

nous permet donc de valider le modèle. Il existe toutefois quelques différences avec le silane

CH3 long pour lequel l’orientation des silanes est modifiée par le confinement dû au pore : la

distribution des silanes est plus uniforme sur la surface et les châınes alkyles sont parallèles

avec un léger angle par rapport à la normale à la surface. Cela provoque de légères différences

dans l’adsorption de certains métabolites qui ne peuvent plus se placer entre les châınes des

silanes ou proche de la surface de silice. On observe également cela dans une moindre mesure

avec les silanes COO−, également avec une longue châıne alkyle. Avec ces silanes, par exemple,

la caféine ne s’adsorbe pas facilement dans la configuration de silice poreuse par rapport aux

autres surfaces de silice.

Pour toutes les surfaces de silice, nous avons vu que le silane CH3 court est toujours celui

qui capture le plus de métabolites à la fin de la simulation. À l’inverse, sauf dans le cas de la

silice plane, les silanes COO− sont ceux capturant le moins de métabolites.

Dans le détail, nous avons vu que la charge du métabolite a une influence sur sa capture.

La créatine, qui a une charge totale de −0,89 n’est capturée qu’avec les silanes NH+
3 qui sont

chargés positivement. L’arginine, métabolite chargé +1, est capturée par le silane COO− chargé

négativement, mais aussi par le silane de même charge, le silane NH+
3 . En revanche, l’énergie

d’interaction est nettement plus faible avec le second. Cette différence entre ces deux métabolites,

l’un capturé uniquement avec les silanes de charge opposée et l’autre avec tous les silanes mais

préférentiellement avec ceux de charge opposée, peut venir de leur géométrie. L’arginine est une

molécule plus grosse que la créatine et contient une partie de sa molécule qui peut interagir

avec les silanes sans que cette interaction ne soit répulsive à la différence de la créatine dont les

charges partielles sont réparties sur toute la molécule.

L’hydrophobie des métabolites est aussi importante dans leur capture par les silanes. Si nous

prenons l’exemple de l’acide myristique, métabolite le plus hydrophobe de l’étude, les silanes

sur lesquels l’adsorption est la meilleure sont les silanes CH3 long et CH3 court. Ensuite, nous

retrouvons les silanes COO− et enfin NH+
3 , sur lesquels l’acide myristique ne s’adsorbe jamais.

Cet ordre correspond à l’ordre d’hydrophobie des silanes : les silanes non chargés puis le COO−

avec une châıne alkyle longue et enfin le NH+
3 avec une plus petite châıne. Cette observation est

légèrement différente pour la silice plane à cause de la couche de vide en haut de la bôıte qui

attire également l’acide myristique.
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À l’inverse, les métabolites hydrophiles comme la créatine ou la glutamine sont bien cap-

turés par les silanes hydrophiles NH+
3 . Cependant, mise à part la créatine, ces métabolites sont

également capturés par les silanes non chargés CH3 court et CH3 long même si l’interaction

est moins forte. Le glutathion est un métabolite particulier, il est parmi les plus hydrophiles

de l’étude et interagit fortement avec les surfaces hydrophiles et pourtant, grâce à son atome

de soufre, il s’accroche aussi très bien aux silanes hydrophobes. Le type de silane a donc peu

d’importance sur sa capture.

Silice Plane En feuillets Poreuse

5/5 0/5 3/3 0/3 3/3 0/3

CH3 court 10 0 13 0 12 0

CH3 long 6 0 12 0 12 0

COO− 9 2 11 1 11 0

NH+
3 10 1 11 1 13 1

Tableau 3.4 – Nombre de métabolites capturés pour tous les réplicas et dans aucun réplica
pour les différents types de silice et les quatre silanes.

Pour l’étude de la silice et de la fonctionnalisation de surfaces, il pourrait être intéressant de

s’intéresser à un pore circulaire, physiquement plus proche de la réalité du silicium poreux. Ce

pore circulaire permet de supprimer les angles et l’orientation des silanes ne dépendra plus de

la surface silice, mais uniquement des interactions avec les autres silanes. Des prototypes de ce

type de pores avec des silanes CH3 court à gauche et CH3 long à droite sont présentés en Figure

3.14. Les difficultés principales de ce type de surface sont de creuser un trou dans une surface de

silice tout en gardant la stœchiométrie du SiO2 puis d’éviter la superposition des silanes lors de

leur placement aléatoire en monocouche au dessus de la surface. En effet, tous les silanes sont

orientés vers le centre du cylindre, ce qui implique que le rayon du cercle formé par les têtes des

silanes est plus petit que le rayon formé par la surface de silice. Les surfaces précédentes donnant

des résultats satisfaisants et reproductibles, les simulations avec ce pore circulaire n’ont pas été

poursuivies mais il pourrait être intéressant de les étudier dans le futur.

Figure 3.14 – Système de pore de silice circulaire avec ajout des silanes CH3 court à gauche et
CH3 long à droite et de l’eau. Les atomes jaunes représentent le silicium, les rouges l’oxygène, les
cyans le carbone et les blancs l’hydrogène. Les molécules d’eau sont représentées par des points.
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CHAPITRE 4

Détection des métabolites spécifiques au sepsis en MALDI-MS - Effet des

surfaces fonctionnalisées

4.1 Introduction

L’objectif du travail de spectrométrie de masse est la détection de métabolites biomarqueurs

du sepsis. Pour cela, nous avons choisi la spectrométrie avec désorption-ionisation laser cou-

ramment utilisée pour étudier des échantillons biologiques. Les études sur le sujet présentées

dans le Chapitre 1 montrent que les surfaces poreuses et les silanes permettent d’améliorer la

détection des analytes, que ce soit pour le MALDI-MS, comme pour le DIOS-MS. En revanche,

il existe peu d’études de l’influence des propriétés physico-chimiques des silanes sur la détection

des métabolites. Notre étude se concentre donc sur cette partie : comprendre l’influence des

silanes sur la détection des analytes en spectrométrie de masse.

Dans un premier temps, nous nous concentrons sur l’analyse en MALDI-MS, plus classique

et mieux documentée que le DIOS. Nous commençons également par travailler dans des milieux

modèles pour simplifier les analyses et supprimer les paramètres extérieurs autres que les silanes

qui pourraient modifier la détection. C’est le travail qui est présenté dans ce chapitre.

Le chapitre commence par un article actuellement en Peer-review dans le Journal of Phy-

sical Chemistry. Cet article est dédié à la sélection de la meilleure matrice pour détecter les

métabolites biomarqueurs du sepsis, c’est-à-dire la matrice permettant de détecter le maximum

de métabolites simultanément avec les rapports S/N les plus élevés. Après cette étude, nous conti-

nuons sur l’impact de la porosité de la surface et des silanes sur la détection des métabolites

et la reproductibilité des mesures. Nous comparons les résultats à des mesures de ToF-SIMS

et de MEB pour essayer d’expliquer les tendances que l’on observe. Un résumé en français de

la méthode et des principaux résultats est donné en préambule de l’article. Les informations

supplémentaires de l’article sont données en Annexe B. Dans un second temps, nous complétons

l’article avec des observations sur la suppression des pics de matrice liée à la présence de certains
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métabolites et l’influence de l’ajout de sels sur le signal de détection. Nous discutons également

du lien entre les résultats de spectrométrie de masse et les simulations de dynamique moléculaire

du chapitre précédent. Enfin, nous évaluons les limites de détection des principaux métabolites

détectés en MALDI-MS.

4.2 Matériels et méthodes

Les matériels et les méthodes utilisés dans ce chapitre sont présentés dans l’article. Rapi-

dement, les substrats de silicium silanisés ont été obtenus à partir des fours présentés dans le

Chapitre 2, les métabolites utilisés sont les 25 métabolites présentés à la page 55 (et rappelés

dans l’article à la page 127) et les solutions de métabolites sont obtenues en mélangeant tous

les métabolites ensemble à une concentration de 40 µg/mL. Le solvant est composé à 84 %

d’eau ultrapure et à 16 % d’un mélange chloroforme/méthanol (2:1), ce qui permet de dissoudre

également les lipides. Le mélange final est appelé solution multiplexée.

Les mesures de spectrométrie de masse MALDI ont été faites à Clinatec, à Grenoble avec

l’aide de Benoit Gilquin ingénieur-chercheur. 1 µL de solution de métabolite et 1 µL de matrice

sont déposés à chaque fois sur le substrat, mélangés et laissés cristalliser. Si le dépôt est réalisé

sur une plaque MALDI d’acier inoxydable, alors une moyenne de 500 spectres est faite sur

un point de mesure aléatoire. Dans le cas des échantillons fonctionnalisés, une imagerie de la

goutte est effectuée (environ 30 points de mesure) et 500 spectres sont moyennés pour chaque

point. Une calibration des masses était effectuée grâce aux pics [HCCA-H2O+H]+ (172,1 m/z),

[HCCA+H]+ (190,1 m/z) et [2HCCA+H]+ (379,1 m/z) de la matrice HCCA avant chaque

session de mesures (de 2 ou 3 jours maximum). Aucune déviation significative des masses n’a

été observée sur ces durées. En revanche, il était possible d’observer un décalage au sein d’une

même série de mesure lorsque des échantillons de différentes natures et de différentes épaisseurs

étaient utilisées (en particulier des échantillons plan et poreux). Dans ce cas, un alignement des

pics était effectué après la mesure grâce aux pics de la matrice HCCA lorsque cela était possible

ou grâce à au minimum trois pics représentatifs du spectre de masse avec des masses recouvrant

la gamme 0-800 m/z utilisée dans le cas où la matrice n’était pas utilisée.

4.3 Effect of Silane Monolayers and Nanoporous Silicon Sur-

faces on the Matrix-Assisted-Laser-Desorption Ionization

Mass Spectrometry Detection of Sepsis Metabolites Bio-

markers Mixed in Solution.

4.3.1 Résumé

Le MALDI-MS permet une analyse efficace et très sensible de biomolécules à haut poids

moléculaire. En revanche, la détection d’analytes à faible poids moléculaire, en particulier les

métabolites, est limitée à cause de la matrice qui implique un fort bruit de fond dans la gamme

des faibles masses, une mauvaise reproductibilité inter et intra-échantillon et une ionisation
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hétérogène. L’objectif de cet article est d’étudier l’impact de quatre monocouches de silane

sur du silicium poreux sur la reproductibilité et le rapport S/N de métabolites à faible poids

moléculaire en MALDI-MS. Pour décorréler l’effet des silanes et de la porosité, nous avons

comparé des échantillons de silicium plan avec des échantillons de silicium poreux. Les quatre

silanes de l’étude sont les silanes CH3 court, CH3 long, COO− et NH+
3 et les métabolites étudiés

sont les 25 présentés précédemment et mélangés dans une solution dite multiplexée.

Tout d’abord, nous montrons que la matrice HCCA permet la détection simultanée de 9 des

25 métabolites de la solution multiplexée sur une plaque MALDI d’acier inoxydable, la meilleure

parmi les six matrices organiques testées, HCCA, DHB, NEDC, THAP, 9AA et DAN. L’utilisa-

tion de substrats de silicium poreux permet une meilleure uniformité de la cristallisation de la

matrice et la silanisation sur ces substrats n’a pas d’influence sur la cristallisation. En revanche,

sur du silicium plan, la monocouche de NH+
3 diminue l’uniformité de la distribution des cristaux

de matrice. Ces observations se retrouvent sur la reproductibilité des mesures en MALDI-MS,

avec généralement une meilleure uniformité des S/N sur le silicium poreux et une reproductibi-

lité mauvaise sur le silicium plan fonctionnalisé par les silanes NH+
3 . Ce n’est cependant pas le

cas avec les métabolites chargés positivement pour lesquels la reproductibilité est bonne avec les

silanes NH+
3 . En présence des silanes, les propriétés hydrophobe ou hydrophile des métabolites

et leur localisation en dehors ou à l’intérieur des pores n’a pas de grande influence sur le rapport

S/N et sur la reproductibilité. Néanmoins, pour les métabolites les plus hydrophobes, le plus

grand S/N a été obtenu sur le silicium non fonctionnalisé (hydrophile), probablement grâce à

une désorption laser favorable combiné à un effet des pores qui pourrait agir comme un bon

réceptacle de l’énergie laser. Étonnamment, pour les métabolites les plus hydrophiles, le plus

grand S/N et la meilleure reproductibilité sont obtenus avec le silicium plan non fonctionnalisé.

On peut noter que les plaques MALDI en acier donnent presque systématiquement le pire rap-

port S/N, confortant notre choix de travailler sur des surfaces de silicium. Enfin, pour l’ensemble

du panel de métabolites et parmi toutes les surfaces testées, la monocouche de silanes CH3 court

semble être un bon compromis pour optimiser le S/N et la reproductibilité.

4.3.2 Reproduction de l’article

Effect of Silane Monolayers and Nanoporous Silicon Surfaces on the

Matrix-Assisted-Laser-Desorption Ionization Mass Spectrometry Detection

of Sepsis Metabolites Biomarkers Mixed in Solution.

Antonin Lavigne1, Thomas Géhin2, Benôıt Gilquin3, Vincent Jousseaume3, Marc Veillerot3,

Claude Botella2, Céline Chevalier4, Cécile Jamois4, Yann Chevolot2, Magali

Phaner-Goutorbe1, Christelle Yeromonahos1

1 Univ Lyon, Ecole Centrale de Lyon, CNRS, INSA Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1,

CPE Lyon, INL, UMR5270, 69134 Ecully Cedex, France ; 2 Univ Lyon, CNRS, Ecole Centrale

de Lyon, INSA Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CPE Lyon, INL, UMR5270, 69134

Ecully Cedex, France ; 3 Univ Grenoble Alpes, CEA, LETI, F-38000 Grenoble, France ; 4 Univ

Lyon, INSA Lyon, CNRS, Ecole Centrale de Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CPE

Lyon, INL, UMR5270, 69621 Villeurbanne Cedex, France
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ABSTRACT

Matrix-assisted-laser-desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-ToF MS)

is a promising strategy for clinical diagnosis based on metabolites detection. However, sev-

eral bottlenecks (such as the lack of reproducibility in analysis, the presence of an important

background in low-mass range, and the lack of organic matrix for some molecules) prevent its

transfer to clinical cases. These limitations can be addressed by using nanoporous silicon surfaces

chemically functionalized with silane monolayers.

In the present study, sepsis metabolite biomarkers, were used to investigate the effects of silane

monolayers and of porous silicon substrates on MALDI-ToF MS analysis (signal-to-noise value

(S/N), relative standard deviation of the mean S/N of each replicate sample (STDmean), and

intra-substrates uniformity). Also, the impact of the physico-chemical properties of metabo-

lites, with different isoelectric points and hydrophobic-hydrophilic balances, were assessed. Four

different silane molecules, with various alkyl chain lengths and head-group charges, were self-

assembled in monolayers on plane and porous silicon surfaces. Their surface coverage and

conformity were investigated by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and by time-of-flight

secondary ion mass spectrometry (ToF-SIMS). All the metabolites detected on the stainless

steel target plate are also detected on the silanized and bare, plane and porous, silicon surfaces.

Moreover, two metabolites, Glycine and Alanine, which are not detected on the stainless steel

target plate, are detected on all silanized surfaces excepted glycine which is not detected on

CH3 short modified porous silicon and on the bare plane silicon substrate. In addition, what-

ever the metabolites (except Phenylalanine and Valine) at least one of the silicon surface allows

to increase the S/N value in comparison with the stainless steel target plate. Also, the unifor-

mity of matrix crystallization is linked to the STDmean which is poor on the NH+
3 monolayer on

plane substrate and better on the NH+
3 monolayer on porous than on plane substrate, for most

of metabolites. Nevertheless matrix crystallization features are not sufficient to systematically

get high STDmean and uniformity in MALDI-ToF MS analysis. Indeed, the physico-chemical

properties of metabolites and surfaces, limitations in metabolites extraction from the pores,

and improvement in metabolite desorption due to the pores are shown to significantly impact

MS analysis. In particular, in the case of the most hydrophobic metabolites studied, the high-

est S/N values and the best STDmean and uniformity (the lowest values) are reached by using

porous substrates, while in the case of the most hydrophilic metabolites studied plane substrates

demonstrated the highest S/N and the lowest STDmean. No clear trend of surface chemistry were

evidenced.

Introduction

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-ToF MS)

is a widely investigated strategy for the detection of low molecular weight metabolites (such as

amino acids, lipids, sugars, organic acids. . . ), from fluids and biological tissues, with potential

real-case clinical applications [216–218]. The matrix is central to the MALDI process, and the

analyte incorporation, the desorption, and the ionization efficiencies can vary between given

matrix/analyte pairs or from one shot to another due to the inhomogeneity of the spotted
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sample. Furthermore, the matrix generates an important background in the low mass range of

the mass spectra that limits the detection of low molecular weight ions [111]. The presence of

“hot spots” where the analyte/matrix concentration is high can lead to repeatability issues which

can be partially solved by developing matrix deposition methods that improve the uniformity

of the matrix surface coverage [86]. Another concern of MALDI-ToF MS is the ion suppression

caused for example by the presence of phospholipids that can impede the detection of some

other metabolites such as neutral lipids [86]. Furthermore, for several metabolites, an efficient

organic matrix is still lacking [218]. Therefore, the high throughput metabolite investigation of

human fluids, for clinical diagnosis by MALDI, is still a challenge as it requires the simultaneous

detection of a panel of species characterized by a large diversity of physico-chemical properties,

such as electrical charges, hydrophobic-hydrophilic balance...

To overcome these limitations, surface-assisted laser desorption/ionization (SALDI) techniques

were developed. These matrix-free approaches are highly promising in clinical diagnosis based

on metabolite profiling. Indeed, high repeatability of analysis, low background in the low-

mass range, and the simultaneous ionization of a large variety of analytes have been demon-

strated [219]. Desorption/ionization on silicon (DIOS), is one of the most successful SALDI

techniques to desorb and ionize metabolites. However, DIOS-MS signals are dramatically lower

than MALDI-ToF MS signals. Based on the original DIOS method, Siuzdak et al. have devel-

oped nanostructured initiator mass spectrometry (NIMS) [220]. NIMS differs from MALDI in

that the analytes are not co-crystallized with the initiator and the UV energy is absorbed by

the porous silicon leading to a rapid surface heating, vaporization of the trapped initiator, and

desorption/ionization of the adsorbed analyte [221]. This strategy has demonstrated improved

performance over DIOS-MS for metabolite detection.

Other authors have worked on hybrid techniques, combining MALDI and SALDI techniques.

They have been proven highly efficient to maximize both ion intensity and the intra- and inter-

substrate reproducibility in metabolite analysis, while decreasing the background in the low

mass range [222]. In particular matrix-enhanced NIMS (ME-NIMS), carried out by coating the

functionalized porous silicon substrate with a layer of organic matrix, was shown to be a good

alternative for the detection of phospholipids and small peptides [223]. Furthermore, several

studies have also shown that the MALDI-ToF signal is influenced by the surface chemistry

of the substrate [48, 50–52, 56, 60, 63, 224]. In particular, self-assembled monolayers of silane

molecules on porous silicon surfaces seem to be well adapted to improve the MALDI-ToF MS

detection of metabolites. For instance, Hsieh et al. have shown that 3-aminopropyltrietoxysilane

functionalization increased the detection limit of bradykinin (904 g/mol) and of gramicidin D

(1882 g/mol), from 11 nM to 0.93 nM and from 110 µM to 0.33 µM respectively, in model solution

[26]. Moreover, previous studies have shown that porous silicon substrates, with pore diameters

in the range 2 – 10 nm, enable the steric exclusion of large molecules from complex biological

fluids, allowing direct MALDI-ToF MS analysis of plasma droplets, without any pre-treatment

steps. It allowed the discrimination of pathological samples (e.g. cardiovascular diseases) from

non-pathological samples (through statistical analysis of the metabolite spectral pattern) [71,

72, 128, 149, 225]. A wide range of silane molecules are commercially available allowing to tune

silicon surface physico-chemical properties [6,226–228]. Furthermore, silanization processes can
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be industrialized at low cost and at high throughput. Consequently, silanized porous silicon

surfaces are highly promising for the development of clinical diagnosis tools based on metabolites

trapping and MALDI-ToF MS detection, in few minutes.

Nevertheless, to the best of our knowledge, the impact of porous silicon substrates versus

plane silicon substrates and the impact of the alkyl chain length and head-group charges of

silane molecules on MALDI-ToF MS detection of metabolites, characterized by various physico-

chemical properties, have never been investigated.

Herein, we aimed to address the impact of various silane monolayers on porous silicon on

the signal-to-noise ratio (S/N), on the relative standard deviation of the mean S/N of each

replicate sample (STDmean), and on the intra-substrate uniformity of low molecular weight

metabolites detected by MALDI-MS. To this aim, plane silicon substrates and porous sili-

con substrates were functionalized with four different silane molecules. Plane and porous sil-

icon substrates are compared to decorrelate the effect of porosity and surface chemistry. The

four silane molecules have long and short alkyl chains and the head-groups were varied (Table

4.1). These molecules are 3-aminopropyldimethylethoxysilane (named NH+
3 in this study), n-

propyldimethylmetoxysilane (named CH3 short), octadecyldimethylmetoxysilane (named CH3

long), and tert-butyl-11-(dimethylamino(dimethyl)silyl)undecanoate (leading to COO− after de-

protection). Seven different metabolites, with different physico-chemical properties (electrical

charges and hydrophobic-hydrophilic balance) were analyzed by MALDI-ToF MS. The S/N ra-

tio, inter-substrates reproducibility, and intra-substrates uniformity were evaluated as a function

of surface chemistry and porosity vs plane substrate.

Firstly, the uniformity of the different silane monolayers, as well as their conformity, are char-

acterized by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and by time-of-flight secondary ion mass

spectrometry (ToF-SIMS). Then, six different organic matrices were compared. The prepon-

derant discriminant criterion was the ability of the selected matrix to ionize the largest span of

metabolites among the 25 metabolites studied (23 of which are relevant sepsis biomarkers and 2

of which are commonly found in blood) (Table 4.1). Indeed, profiling simultaneously metabolites

can be regarded as a fingerprint of a specific illness [5].

Silane denomination Structural formula

CH3 short

CH3 long

COO−

NH+
3

Table 4.1 – Silane molecules used in this study and their structural formula.

Among the six organic matrices studied, CHCA is shown to be the one that allows for the

simultaneous detection of the largest group of the metabolites studied. Then, the S/N ratio,
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Figure 4.1 – The 25 metabolites studied. The 23 metabolites specific of sepsis are underlined.
The 9 metabolites detected simultaneously in this study using CHCA as a matrix are marked
by a star (*). The reference numbers are indicated after the name of metabolites. Lysophos-
phatidylcholine, Lysophosphatidylglycerol, and Glycerophosphocholine are respectively named
LysoPC, LysoPG, and GPC in this study.
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STDmean, and intra-substrates uniformity for the different metabolites studied, on the different

surfaces, were investigated and correlated to the uniformity of the CHCA matrix crystallization.

Finally, the impact of the physico-chemical properties of metabolites (the octanol-water partition

coefficient (logP) and electrical charge) are evaluated by comparing the results obtained for the

different metabolites detected simultaneously with CHCA.

Materials and methods

Chemical and Reagents. Porous silicon substrates were purchased from SiLiMiXT (Tours,

France). Pores (10 nm in diameter and 1 µm in depth) were obtained through electro-

chemical etching of silicon substrates (150 mm in diameter, type P, 10-20 mOhms.cm, and

508 µm in thickness). The silane molecules studied were purchased from ABCR (Karl-

sruhe, Germany). Tert-butyl-11-(dimethylamino(dimethyl)silyl)undecanoate was synthesized

according to a protocol previously reported [182]. The 25 metabolites considered in this

study were obtained from Sigma-Aldrich. The six organic matrices studied (α-Cyano-4-

hydroxycinnamic acid (CHCA), 2,5-Dihydroxybenzoic acid (DHB), 9-Aminoacridine (9AA),

N-(1-naphthyl)ethylenediaminedihydrochloride (NEDC), 5-Diaminonaphthalene (DAN), 2,4,6-

Trihydroxyacetophenone monohydrate (THAP)), as well as the different solvents used (tetrahy-

drofuran 99 % (THF), methanol, ethanol, chloroform, and trifluoroacetic acid (TFA)) were also

obtained from Sigma-Aldrich. Acetonitrile (ACN) was purchased from Honeywell Riedel-de

Haën.

Gas Phase Chemical Surface Functionalization. COO− monolayers were prepared using

the protocol previously reported by Phaner-Goutorbe et al. [157]. For the 3 other silanes, the

substrates were cleaned by ozone/ultraviolet treatment under an oxygen flow for 30 minutes at

room temperature. Next, the substrates were placed under vacuum for 30 min at 150°C and then

cooled down at room temperature under nitrogen atmosphere. 100 µL of silane were injected

in the reaction chamber and the substrates were placed under vacuum while the temperature

gradually increased to 150°C (120°C for NH+
3 ). After one hour of silanization, the chamber

was cleaned thanks to a 15 minutes pumping, then the substrates were cooled down and put

under nitrogen. Finally, the samples were washed for 10 minutes in THF and for 10 minutes in

ultrapure water.

Matrix Preparation. The matrix solutions contain 10 mg/mL of CHCA dissolved in a 0.1 %

solution of TFA in ACN/ultrapure water (60:40 v/v), 20 mg/mL of DHB dissolved in 0.1 % TFA

in ACN/ultrapure water (30:70 v/v), 7 mg/mL of NEDC in a solution of methanol/ultrapure

water (50:50 v/v), 10 mg/mL of THAP in a solution of ACN/ultrapure water (50:50 v/v) with

diammonium hydrogen citrate 25 nM, and 10 mg/mL of 9AA in an ethanol/ultrapure water

solution (70:30 v/v). In the case of the 9AA matrix, the choice of solvent was based on the

quality of crystals obtained, by Cerruti et al., for mass spectrometry imaging of metabolites [29].

For the test at different CHCA concentrations, 20 mg/mL of CHCA were dissolved in a 0.1 %
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solution of TFA in ACN/ultrapure water (60:40 v/v) before being diluted in the same solution

to obtain the final concentrations (0 mg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, and 20 mg/mL).

Preparation of metabolites. LysoPC, LysoPG, sphingomyelin, and ceramide were dissolved

in a chloroform/methanol solution (2:1 v/v) at 1 mg/mL. The 21 other metabolites were dis-

solved in ultrapure water at 1 mg/mL. The metabolites were mixed in equal volume. The final

concentration of each metabolite was 40 µg/mL.

MALDI-ToF MS Analysis. MALDI mass spectra were obtained using an UltrafleXtreme

MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics) equipped with a laser at 355 nm. Ions were detected in

reflectron positive (RP) or reflectron negative (RN) ion mode at ± 20 kV accelerating potential.

The laser was set on medium size with a grid voltage of 80 % in RP and 100 % in RN ion

mode. Samples were studied on an m/z range of 10-800. Analyses were done both on a classical

stainless steel MALDI target plate and on silanized silicon substrates held on a modified target

plate. 1 µL of the metabolite solution and 1 µL of matrix solution were mixed, deposited on the

MALDI plate or on the silanized surfaces, and let crystallized in air before measurement. In the

case of functionalized samples, an imagery of the evaporated droplet was performed using the

FlexImaging 3.0 software (Bruker Daltonics) with a spatial resolution of 200 µm (40 spots per

droplet). For each spot, 500-satisfactory laser shots were averaged to obtain a mass spectrum.

The spectra were analysed using the FlexAnalysis 3.4 software (Bruker Daltonics) for peaks

detection and for measuring the signal-to-noise ratios.

Statistical analysis of MALDI-MS spectra. Each type of sample was done in triplicate.

For each substrate, the S/N ratio of each metabolite at [M+H]+ and the intra-substrate unifor-

mity of the S/N ratio were respectively determined by (i) averaging each S/N value obtained

on the 40 measurement spots and on 3 replicate samples, and by (ii) calculating the relative

standard deviation of the S/N values over the 40 spots within one matrix droplet and by av-

eraging the three replicate samples. S/N, intra-substrate uniformity, and the relative standard

deviation of the mean S/N of each replicate (STDmean) are indicated in Table 4.4, for each

metabolite and each substrate. Each type of sample was done in triplicate. For each replicate

of a given triplicate, the mean S/N ratio of each metabolite at [M+H]+ was calculated from

40 different areas. Then the mean of the mean of the three replicates was calculated as follow

and reported in Table 4.4: S/N = [(mean of the 40 S/N values)sample 1 + (mean of the 40 S/N

values)sample 2 + (mean of the 40 S/N values)sample 3]/3. Moreover, the standard deviation of

the means of the three replicates was calculated as follow: STDmean= STD[(mean of the 40

S/N values)sample 1 ; (mean of the 40 S/N values)sample 2 ; (mean of the 40 S/N values)sample 3].

Furthermore, for each replicate, the standard deviation of the 40 data points was calculated and

averaged over the three replicates which is in the following described as uniformity: uniformity

= (STD[S/N]40 points sample 1 + STD[S/N]40 points sample 1 + STD[S/N]40 points sample 1)/3. The

STDmean and uniformity are reported in Table 4.4.
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ToF-SIMS profiling. High resolution mass depth profiles were acquired by ToF-SIMS (ToF-

SIMS V from ION-TOF). A bunched 15 keV Bi3+ ions was used as the primary probe for analysis

(rastered area 80 × 80 µm2) and sputtering obtained using Cs+ ions at low energy (500 eV,

rastered area 400 × 400 µm2). The sputter and analysis beams were turned on alternatively,

giving in result a series of spectra acquired all along the depth of the sample.

XPS analysis. Spectra were obtained using a VSW spectrometer equipped with a monochro-

matized X-ray source (Al Kα 1486.6 eV) in which the angle between the incident beam and the

detector was the magic angle. The angular resolution was 3°. Take-off angle was 30° relative

to the substrate surface. The energetic resolution was 0.2 eV. The data analysis was performed

with CasaXPS software. Si(-O)4 binding energy was set at 104 eV. A Shirley background was

subtracted on Si 2p and O 1s spectra when coming from bulk elements while a linear background

was subtracted on C 1s spectra as surface elements. Peaks were fitted by a Gauss-Lorentz curve.

SEM imagery. SEM imaging of the matrix crystals was performed using a Mira 3 LMH

(Tescan) with a Schottky tip and SE and BSE detectors. High vacuum mode was used for the

images with an accelerating voltage of 2 kV. Spot size was around 8 nm with a current of 260

pA. On each surface, 1 µL of CHCA matrix at 10 mg/mL was deposited and let dry before SEM

analysis. Four different droplets of the CHCA matrix were deposited on four different substrates

(four replicates).

Results and discussion

Characterization of the inter-substrate uniformity and conformity of the different

silane monolayers XPS spectra of the bare porous silicon surface and of the four different

monolayers are presented in Figure 4.2 and Figure B.1-B.4 (Supporting Information). On the

bare porous silicon surface, O 1s and Si 2p peaks are observed. On the high-resolution Si

2p spectra, the Si 2p1/2 and 2p3/2 contributions are associated to the bulk metal silicon,

while the other contributions (SiO2, Si2O, and SiO) come from the oxidized layer at the silicon

surface [229]. C 1s, O 1s, and Si 2p core levels are observed in the case of the four different silane

monolayers, as well as the N 1s core level for the NH+
3 monolayer. The Si(-O)1 contribution

observed on the Si 2p spectra is associated to the Si atom of the silane molecules. In the case

of the NH+
3 monolayer, a small contribution likely due to the C-N bond is observed on the C 1s

spectra. The atomic percentages of each element are presented in Table 4.2. For each monolayer,

the C 1s /Si(-O)1 ratio is in accordance with the stoichiometric one.

An estimation of the surface coverage is obtained from the formula [174]:

Γsilanes =
ASi(-O)1

ASilica
nSiO2z (4.1)

Where z is the silica thickness (2 nm for native oxidation of the silicon surface), nSiO2 is the

molecular concentration of silica (22 SiO2 molecules/nm3). ASi(-O)1
and ASilica are the areas

of the Si(-O)1 peak and of the total area of silica. The surface coverages obtained for each

130



monolayer are presented in Table 4.3. This coverage is around 4 silane molecules/nm2 except

for the COO− monolayer, for which the surface coverage is higher (5.4 molecules/nm²). This

could come from the longer silanisation process for this silane molecule compared to the other

silane molecules (12 hours for COO− and 1 hour for the other silane molecules). The uniformity

of the surface coverage was estimated by analysing three different samples for each type of silane

molecule. High uniformity was systematically obtained as figured out by the standard deviations

indicated in Table 4.2.

Figure 4.2 – XPS spectra of the CH3 long monolayer on porous silicon (survey spectra, C 1s,
O 1s, and Si 2p core levels). XPS spectra of the other monolayers studied and of the bare porous
silicon substrate are presented in Supporting Information (Appendix B).

C 1s O 1s N 1s Si 2p C/Si(-O)1
Stoichiometric
C/Si(-O)1

SiO2 1.6 50.7 47.7

CH3 short 13.5 ± 0.5 46.2 ± 1.0 40.4 ± 0.6 5.0 5

CH3 long 40.5 ± 1.3 30.4 ± 0.1 30.1 ± 1.3 19.8 20

COO− 30.9 ± 0.7 44.3 ± 0.5 24.9 ± 0.4 13.1 13

NH+
3 14.7 ± 1.9 43.8 ± 1.4 3.4 ± 1.0 38.3 ± 0.8 5.0 5

Table 4.2 – XPS atomic percentages of C 1s, O 1s, Si 2p, and N 1s for porous SiO2 surface
and for the four silane monolayers on porous silicon.
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CH3 short CH3 long COO− NH+
3

Surface coverage
(silane/nm²) 3.8 ± 0.4 4.1 ± 0.1 5.4 ± 0.1 4.4 ± 0.1

Table 4.3 – Surface coverage obtained by XPS for the 4 silane monolayers on porous silicon.
The standard deviations are obtained from the measurement of three different samples.

Atomic percentages and surface coverage on plane silicon surfaces, functionalized with the four

silane molecules studied, are similar to those obtained on porous silicon surfaces. Results have

already been previously published by Lecot et al. [6].

ToF-SIMS depth profiling was used to characterize the conformity of the different silane mono-

layers on porous silicon surfaces. The depth profile of the negative ion C− (12.000 atomic mass

unit [amu]) and 30Si− (29.9737 amu) are presented in Figure 4.3. While the intensity of 30Si− as

a function of sputtering time is similar for the four surfaces (i.e. CH3 short, CH3 long, and NH+
3

silane monolayers, and bare porous silicon), the peak intensity of the C− ion at 12 amu diverges

depending on the surface. All along the depth profile and for all functionalized surfaces, its

intensity was higher than on bare porous silicon suggesting the presence of the silane molecules

inside the pores. Moreover, the NH− ion profile confirms the presence of NH+
3 silane molecules

in the pore on NH+
3 functionalized surface (Figure B.5). Finally, for all four silanes, the intensity

of C− ion remains steady until 4300 seconds of sputtering time which suggest that the silane

monolayers are evenly distributed inside the pores.

Figure 4.3 – Depth profiling by ToF-SIMS of porous silicon functionalized by (solid) CH3

short, (dash) CH3 long and (dot) NH+
3 silane monolayers, and on (dash dot) bare porous silicon

are presented. The intensities of the C− ions (12 amu) and 30Si− (30 amu) ions as a function
of sputtering are displayed in black and red, respectively. 30Si− ion in Si bulk (sputtering time
greater than 4300s) was used for normalization.

Detection of sepsis metabolites on stainless steel industrial plates using different

organic matrices Classical stainless steel MALDI target plates were used to select the ma-

trix that allows the detection of the highest number of metabolites from the mixture solution
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containing 25 different metabolites. Six different matrices were studied: CHCA, DHB, 9AA,

NEDC, THAP, and DAN. CHCA was shown to be the matrix that allows the simultaneous de-

tection of the highest number of metabolites. Indeed, as shown in Figure 4.4, nine metabolites

were detected at [M+H]+. Among these nine metabolites, LysoPC yields the highest S/N ratio

at [M+H]+ (S/N = 1304 at 524.4 m/z). Also, two of them (Creatine and Leucine) cannot be

distinguished since they have the same mass and no fragments are detected. Consequently, the

matrix CHCA was selected for the following analysis. Several fragments of some metabolites, in

particular of LysoPC are also detected, especially at 86.1 m/z ((CH3)N
+−CH−−CH2), at 104.1

m/z (choline) and at 184.2 m/z (phosphocholine) [230]. Nevertheless, in the following only the

peaks at [M+H]+ for each metabolite are considered. It can be noticed that some metabolites,

like LysoPC, are also well detected at [M+H]+ using the DHB matrix. However, the S/N ratio

of all the metabolites detected using the CHCA matrix remain stable after a one-hour sample

storage under vacuum, as well as after a one-hour sample storage in ambient conditions. On

the contrary, the S/N ratio obtained using the DHB matrix decreases by more than 70 % after

one-hour storage.

Figure 4.4 – MALDI-ToF MS spectra of the mix of metabolites on stainless steel target plate
with CHCA matrix. LysoPC is observed at 524.4 m/z ([M+H]+) with fragments at 86.1 m/z,
104.1 m/z, and 184.2 m/z. The other metabolites detected are identified in the insert. Peaks
were identified by comparison with the MALDI-ToF MS spectra of each metabolite alone in
solution (results not shown). Matrix peaks are identified by a star.

The effects of the concentration of the CHCA matrix on the detection of LysoPC are presented

in Figure 4.5. Five different concentrations were studied from 0 mg/mL to 20 mg/mL. While

no signal is obtained without matrix, the [M+H]+ peak intensity increases as the CHCA con-

centration increases up to 10 mg/mL. Same [M+H]+ peak intensities are obtained at 10 mg/mL

and 20 mg/mL of CHCA. So, in the following a CHCA matrix at 10 mg/mL was used.

Sepsis metabolites detection with and without silane monolayers on plane and

porous silicon substrates The effects of the different silane monolayers, on plane and porous

silicon substrates, on the detection of sepsis metabolites, detected using the CHCA matrix, were

investigated. Results were compared to the ones obtained with the bare plane and porous silicon

surfaces, and to the ones obtained using the classical stainless steel MALDI target plate. The
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Figure 4.5 – [M+H]+ peak of LysoPC (524.4 m/z) for different concentrations of the CHCA
matrix: 0 mg/mL (black solid), 1 mg/mL (red dash), 5 mg/mL (blue dot), 10 mg/mL (green
dash dot), and 20 mg/mL (magenta dash dot dot).

corresponding mass spectra are presented in Figure 4.6 and Figure 4.7. The [M+H]+ peaks of

the different metabolites are present on all the surfaces studied with different intensities. To as-

sess these differences, the S/N ratios, as well as the STDmean and the intra-substrates uniformity

obtained from the analysis of three different replicate samples, are determined for each surface

(Table 4.4). The metabolites detected are presented in Table 4.4. Their octanol-water partition

coefficient (logP) is in the range -5.5 to 2.08 (for the most hydrophilic metabolite studied, to the

most hydrophobic one). Also, three of the detected metabolites have no global charge, while two

of them have a high isoelectric point (10.77 and 8.99), and two of them have an isoelectric point

at 6.4 and 6.33. Since Creatine and Leucine have the same mass and no fragments, they cannot

be distinguished in the mass spectra. Also, these two molecules have very different isoelectric

points and log P. Consequently, they are not considered in the following.
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Figure 4.6 – Mass spectra of the solution containing the mix of 25 metabolites, using CH3

short, CH3 long, COO−, and NH+
3 monolayers on plane silicon surfaces, and using the bare

plane silicon surface. Total ion count (TIC) normalization is used. Matrix peaks are identified
by a star.
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Figure 4.7 – Mass spectra of the solution containing the mix of 25 metabolites, using CH3

short, CH3 long, COO−, and NH+
3 monolayers on porous silicon surfaces, and using the bare

porous silicon surface. Total ion count (TIC) normalization is used. Matrix peaks are identified
by a star.
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Plane substrate Porous substrate

m/z LogP IP

S/N
Stain-
less
steel

CH3

short
CH3

long
COO− NH+

3

Bare
Si

CH3

short
CH3

long
COO− NH+

3

Bare
Si

LysoPC 524 2.08 NA 678

S/N 563 531 540 640 319 536 666 596 461 806

Unif. 16 18 17 20 28 15 26 24 35 17

STDmean 4 7 3 20 15 3 5 9 17 15

Caffeine 195 -0.1 NA 521

S/N 562 563 570 618 506 632 430 379 370 763

Unif. 25 27 24 32 30 23 33 46 41 25

STDmean 5 6 4 18 23 5 6 21 8 4

Phenyl-
alanine

166 -1.2 6.33 34

S/N 12 11 10 14 14 22 16 8 20 13

Unif. 29 28 27 38 34 17 23 33 35 24

STDmean 7 3 5 28 25 1 5 14 6 8

Creati-
nine

114 -1.4 8.99 566

S/N 885 870 830 753 924 756 588 632 513 1027

Unif. 28 29 29 30 35 33 37 49 57 28

STDmean 7 2 1 10 13 22 6 21 12 15

Valine 118 -1.9 6.4 8

S/N 7 5 5 8 5 3 6 3 5 3

Unif. 47 59 67 71 72 135 64 128 132 114

STDmean 4 6 11 51 23 34 17 12 67 40

Alanine 89 -2.8 6.1

S/N 8 7 6 10 6 3 8 4 3 4

Unif. 47 47 73 75 79 155 80 91 149 80

STDmean 11 6 13 66 31 45 15 8 13 20

Arginine 175 -3.1 10.77 256

S/N 299 270 235 228 596 280 228 163 171 395

Unif. 28 36 30 32 31 35 36 43 40 23

STDmean 14 72 7 20 1 27 11 19 17 3

Glycine 75 -3.4 5.8

S/N 4 4 3 6 ND ND 5 4 3 3

Unif. 77 73 116 113 ND ND 75 80 188 72

STDmean 16 10 20 89 ND ND 21 10 18 26

GPC 258 -5.5 NA 249

S/N 245 234 205 204 426 200 158 127 134 173

Unif. 28 31 29 33 30 27 24 30 36 27

STDmean 8 4 8 17 5 16 6 13 4 11

Table 4.4 – S/N ratio and associated STDmean (%) and intra-substrates uniformity (%), for all the metabolites
simultaneously detected on the different surfaces studied, using CHCA as a matrix. m/z, logP, and the isoelectric
point (IP) are indicated for each metabolite. For a given metabolite, a substrate leading both to the highest
S/N ratio and to the best compromise for STDmean and uniformity is identified by red values, if such a substrate
does not exist, the substrate leading to the highest S/N value is identified by bold black values and the substrate
leading to the best compromise for STDmean and uniformity is identified by green values. ND means not detected
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Firstly, our results demonstrate that all the metabolites detected on the stainless-steel target

plate are also detected on the silanized and bare, plane and porous, silicon substrates. In

addition, two metabolites, Glycine and Alanine, not detected on the stainless-steel target plate

can be detected by using silicon substrates. Indeed, Alanine was detected on all silicon-based

surfaces, while Glycine was not detected on CH3 short modified porous silicon and bare plane

silicon. Moreover, whatever the metabolite, except Phenylalanine and Valine, at least one of

the silicon surfaces (plane or porous, bare or silanized) allows for improving the S/N value in

comparison with the stainless-steel target plate. This first confirms that the choice of our silicon

surfaces was appropriated. Secondly, these results demonstrate that there is no ideal silicon

surface which proposes the best compromise for S/N, STDmean, and intra-substrates uniformity

for all the metabolites. Depending on the chosen metabolite, planar or porous surfaces, bare or

silanized silicon surfaces are more suitable. Thus, the choice of a silicon surface allows to target

the specificity to one of the metabolites. However, a mix of different silicon surfaces would be

necessary to detect all the metabolites for the development of a sensing device. Nevertheless, it

appears on Table 4.4, that substrates, planar or porous, functionalized with COO− monolayers

never present the best S/N ratio in comparison with the other silicon surfaces. Then, it appears

as a candidate that should not be chosen. However, the uniformity and STDmean values are

often low and then induce a detection of the metabolites well controlled.

In details, if we consider the STDmean, results demonstrate that, when comparing the plane

surfaces, out of the nine detected metabolites, NH+
3 modified surfaces showed the worst STDmean

for seven metabolites (LysoPC, phenylalanine, valine, alanine, arginine, glycine, and GPC).

Still on plane substrates, bare silicon had the worst STDmean for the remaining two metabolites

(caffeine and creatinine). Using NH+
3 porous silicon instead of NH+

3 plane surfaces, the STDmean

was improved for all metabolites excepted for creatinine and valine.

To explain these results, the features of matrix crystallisation on the different surfaces was

studied by SEM. Figures B.6-B.14 present the SEM images of four replicates of the matrix

droplets crystallized on each plane and porous substrate studied. Crystallization patterns on

the plane substrates functionalized with the CH3 short, CH3 long, COO− monolayers, and on the

bare plane silicon surface were roughly similar from one replicate to another. However, matrix

crystallisation features on the plane NH+
3 monolayers varied. So, matrix crystallisation could

explain the poor STDmean of MALDI analysis in the case of the NH+
3 monolayer on plane silicon

surface. Contrary to plane silicon surfaces, the shape of crystals on porous substrates appears to

be similar whatever the type of silane monolayer, with the presence of dendrites. Also, the matrix

crystallization features are similar on the four porous NH+
3 monolayers studied. Consequently,

matrix crystallisation could explain the better STDmean in MALDI analysis using the porous

substrates functionalized with a NH+
3 monolayer than the plane substrates.

In addition, CH3 short monolayer on porous substrates in the case of Creatinine and Arginine

leads to a worse STDmean than the NH+
3 monolayer on plane silicon substrate, which is not

correlated to the heterogeneity of matrix crystallization features. Thus, matrix crystallization

features are not sufficient to systematically get high STDmean and uniformity in MALDI analysis.

Also, on porous substrates, the CH3 short monolayer leads to better STDmean and uniformity

than the bare porous silicon substrate for LysoPC and Phenylalanine, while the CH3 long mono-
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layer leads to better STDmean and uniformity than the bare porous silicon substrate for Valine,

and the COO− monolayer leads to better STDmean than the bare porous silicon substrate for

LysoPC, Valine, Alanine and Glycine. Thus, STDmean and uniformity of analysis are likely due

to a combination between the quality of matrix crystallization, the physico-chemical properties

of metabolites and surfaces, limitations in metabolites extraction from the pores because of me-

chanical constraints, and improvement in metabolite desorption due to the pores that could act

as optimized laser energy receptacles.

If we consider the S/N ratii, the best ones are obtained on NH+
3 monolayers and bare Si for

planar surfaces and on CH3 short and long monolayers and bare Si for porous silicon surfaces.

If the bare Si surface is a good candidate for the detection of many metabolites on planar and

porous surfaces, it seems that the presence of pores modifies the detection ability of silanized

surfaces. Indeed, NH+
3 monolayer is no more good candidate on porous surfaces compared to

planar surfaces, despite CH3 short and long monolayers became more appropriate. It is such as

the physico-chemical proprieties of the surface are not the only determinant factors.

The most hydrophobic metabolites (LysoPC and Caffeine) lead to higher S/N values by using

the hydrophilic porous bare silicon substrate. These metabolites could be easily desorbed from

hydrophilic surfaces and pores could act as optimized laser energy receptacles improving des-

orption. In the case of LysoPC, STDmean and uniformity of the S/N values are demonstrated

to be improved by using porous and plane CH3 short monolayers.

Contrary to hydrophobic metabolites, the two most hydrophilic metabolites with the highest

molecular masses (GPC and Arginine) lead to higher S/N values using bare plane silicon sub-

strates than any other substrates. This result is in line with a previous study that has demon-

strated that the MALDI-MS signal of hydrophilic analytes is higher on hydrophilic surfaces

than on hydrophobic surfaces [26, 131]. Also, hydrophilic pores could affect the extraction of

hydrophilic metabolites, decreasing the S/N values in comparison with plane silicon substrate.

In line with the results obtained for the most hydrophobic and hydrophilic metabolites, metabo-

lites with intermediate logP (Phenylalanine and Creatinine) yield similar S/N values using plane

and porous bare silicon substrates. In addition, STDmean and uniformity of S/N values are im-

proved by using hydrophobic monolayer on porous substrate (CH3 short for Phenylalanine) or

on plane substrate (CH3 long for Creatinine).

Finally, hydrophilic metabolites with the lowest molecular mass (Glycine, Alanine, and Valine)

lead to poor S/N values, both on plane and porous substrates. Nevertheless, higher repeatability

and uniformity in S/N are obtained by using the most hydrophobic plane substrates (CH3 short

and CH3 long monolayers). Thus, hydrophobic surfaces could facilitate desorption of the smallest

hydrophilic metabolites.

Finally, hydrophilic metabolites with the lowest molecular mass (Glycine, Alanine, and Valine)

lead to poor S/N values, both on plane and porous substrates while improved STDmean and

uniformity are obtained by using the most hydrophobic plane substrates. Indeed, in the case

of Valine, the best uniformity and STDmean are obtained on plane silicon substrates modified

with CH3 short monolayer (47 and 4 respectively). In the case of Alanine, the best uniformity

is obtained on the plane silicon substrates modified with CH3 short and CH3 long monolayers
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(47 in both cases), while the best STDmean is obtained on plane silicon substrates modified with

CH3 long monolayer (6). In the case of Glycine, the CH3 long modified plane silicon surface is

the best compromise to optimize both the STDmean and the uniformity. Indeed, this substrate

leads to the best STDmean (10), even if an identical uniformity is obtained with the COO−

modified porous silicon substrate, and a uniformity of 73, very close to the best uniformity (72)

obtained with the bare porous silicon substrate. Beyond the effects of matrix crystallisation and

of the physico-chemical properties of the substrates and of metabolites, the effect of metabolite

trapping inside the pores was evaluated. LysoPC molecules were shown, by ToF-SIMS depth

profiling analysis, to be trapped inside the pores of the CH3 short substrate, and in the pores of

the bare silicon substrate, while they stay at the surface of the CH3 long substrate (Figure 4.8).

However, LysoPC trapping inside the pores seems to have only a little impact on the STDmean

and intra-substrates uniformity, which are slightly better for CH3 short (LysoPC inside the

pores) than for CH3 long monolayers (LysoPC outside the pores), despite a lower S/N ratio in

the case of CH3 short monolayers. In addition, our results suggest that hydrophobic pores may

act as optimized energy receptacles improving the S/N values for LysoPC molecules when localize

on the surface outside the pores, while this effect is counterbalanced by mechanical constraints

impeding LysoPC molecules when the molecules are trapped inside the pores. Indeed, the S/N

value for LysoPC is higher on the CH3 long modified porous substrates than on the CH3 long

modified plane substrates (666 and 531 respectively). Also, the S/N value for LysoPC is lower

on the CH3 short modified porous substrate than on the CH3 long modified porous substrates

(536 and 666 respectively). Finally, the difference between the S/N values for LysoPC on the

CH3 short modified plane and porous substrates (563 and 536 respectively) is lower than the

difference between the S/N values for LysoPC on the CH3 long modified plane and porous

substrates (531 and 666 respectively).

Conclusion

The CHCA matrix was shown to allow the simultaneous detection, on the classical stainless steel

MALDI target plate, of nine metabolites among the 25 metabolites studied, while two more

metabolites are detected on the silanized and bare silicon substrates. LysoPC, is the metabolite

which leads to the highest signal intensity. The features of the CHCA matrix crystals were

demonstrated to vary further on plane substrates than on porous substrates, and especially on

plane NH+
3 substrates. Nevertheless, in the case of porous substrates, the presence and the type

of silane monolayers do not impact the matrix crystallisation. The quality of matrix crystals

is demonstrated to be in line with the poor STDmean of MALDI analysis obtained with the

NH+
3 monolayer on plane silicon substrates and also with the higher STDmean obtained on the

NH+
3 monolayer on porous substrates than on plane substrates. Nevertheless, in the case of the

other monolayers, no correlation was found between the STDmean of the S/N values and matrix

crystal features. Thus, results suggest that MALDI analysis depend on a complex combination

of several factors such as the quality of matrix crystallization, the physico-chemical properties

of metabolites and surfaces, limitations in metabolites extraction from the pores because of me-

chanical constraints, and improvement in metabolite desorption due to the pores that could act

as optimized laser energy receptacles. Indeed, in the case of the most hydrophobic metabolites
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Figure 4.8 – Depth profiling of C−, H−, Si−, and P− ions by ToF-SIMS on porous silicon
functionalized by CH3 short (left), CH3 long (right) silane monolayers, and on bare porous
silicon (below). P− ions are specific to the LysoPC molecule.

studied, LysoPC and Caffeine, the highest S/N ratio were obtained using the bare (hydrophilic)

porous silicon substrates. However, CH3 short monolayer on porous substrates could be a good

trade-off to optimize both the S/N ratio of LysoPC and the associated intra-substrate uniformity

and STDmean. In the case of the most hydrophilic metabolites with the highest molecular masses

(GPC and Arginine), the highest S/N ratio was observed on bare plane silicon. For the lowest

molecular weight (Valine, Alanine, and Glycine), the S/N ratio was lower than 11 on all surfaces

but the STDmean or the uniformity was improved on CH3 long or CH3 short silane modified

plane substrates. Finally, metabolites with intermediate logP (Phenylalanine and Creatinine)

yield the best MALDI analysis by using hydrophobic monolayer on porous substrate (CH3 short

for Phenylalanine) or on plane substrate (CH3 long for Creatinine).

These results would need to be extended in plasma samples, where the abundant large molecules

will be sterically excluded from the pores and remove from the surface by water washing. Then, a

reduced number of substrates could be selected to improve the MALDI-ToF MS detection of the

panel of sepsis metabolites. In addition, to further increase the number of metabolites detected

among the 25 metabolites studied, and also to further improve the limit of detection, DIOS-MS

strategy, based on silanized porous silicon substrates, could be investigated [231]. Indeed, for

instance, a slight CHCA matrix peak interferes with the [M+H]+ peak of LysoPC, limiting

its detection around 0.5 ng/mL in the mix of metabolites studied. However the physiological
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concentration of LysoPC is far above this detection limit, around 40 ng/mL, and decreases in

case of sepsis. So, the substrates studied, easily marketable at low cost and high throughput,

could be promising to develop a strategy for sepsis diagnosis in few minutes, without any pre-

treatment protocols of the samples, based on sepsis metabolites MALDI-ToF MS analysis.

4.4 Résultats complémentaires à l’article

Plusieurs points qui n’ont pas été discutés dans l’article sont exposés dans la suite. Ces

résultats viennent compléter ceux présentés dans la section précédente. Ils concernent la sup-

pression des pics de matrice lors de la détection des métabolites, l’étude des métabolites en milieu

salin et la limite de détection des métabolites sur un substrat de silicium poreux fonctionnalisé

par des silanes CH3 court avec la matrice HCCA.

4.4.1 Suppression d’un pic de matrice

Une particularité peut apparâıtre avec certaines molécules, c’est la suppression d’un pic de

matrice lors de la mesure. On retrouve cela avec la caféine et la matrice HCCA. Comme on peut

le voir sur la Figure 4.9, avec l’ajout de la caféine, un pic à [M+H]+ (195 m/z) apparâıt alors

que le pic à 190 m/z, correspondant à [HCCA+H]+ et le pic à 172 m/z correspondant à [HCCA-

H2O+H]+ disparaissent. Le troisième pic le plus important de la matrice ([2HCCA+H]+ à 379

m/z) reste toutefois visible. Ce phénomène est aussi visible pour le LysoPC (Figure 4.10), pour

lequel, les trois pics principaux de matrice sont négligeables par rapport au pic à [M+H]+ du

LysoPC (524 m/z). Cependant, ce phénomène n’est pas systématique et la caféine et le LysoPC

sont les deux seuls métabolites de notre panel provoquant la suppression de pics de matrice. Dans

le cas de l’arginine, qui est détectée à 175 m/z, la matrice reste visible à toutes les masses (Figure

4.9). Cet effet de suppression des ions de matrice peut être observé avec certaines molécules

(souvent des petites molécules) et pour des concentrations particulières, en particulier pour la

matrice HCCA [232–234]. Une modélisation de la pulsation laser et du transfert de charges créée

au début des années 2000 par R. Knochenmuss a permis de montrer que cette suppression de

matrice est bien due au transfert de charge entre la matrice et l’analyte [235,236]. En revanche,

ce modèle ne prenait pas en compte tous les phénomènes pouvant amener à l’ionisation des

analytes (comme le transfert de charge dans des clusters) et il ne permet pas de prédire quelles

molécules ont la propriété de supprimer un ou plusieurs pics de matrice. À notre connaissance, à

ce jour, les conditions nécessaires pour observer une suppression de matrice ne sont pas connues.

4.4.2 Étude en milieu salin

Afin de détecter des métabolites dans des milieux biologiques, qui sont extrêmement plus

complexes que le mélange de métabolites utilisé dans l’article, une étude sur l’influence du milieu

sur la détection des métabolites a été menée. Pour cela, nous avons mélangé la solution multi-

plexée à une solution tampon PBS (Phosphate-buffer saline en anglais ou tampon phosphate)

sans NaCl, puis à du PBS avec NaCl (1 pour 1 en volume à chaque fois). La concentration finale
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Figure 4.9 – Spectres de masse MALDI de la matrice HCCA, de la caféine (195 m/z) avec la
matrice HCCA et de l’arginine (175 m/z) avec la matrice HCCA. Les échelles sont identiques
pour les trois spectres.

Figure 4.10 – Spectres de MALDI-MS du LysoPC avec la matrice HCCA. Le pic à 524 m/z
correspond au pic [M+H]+ du LysoPC. Les pics à 172 m/z et 379 m/z sont des pics de matrice.
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en métabolite est donc de 25 µg/mL, au lieu de 50 µg/mL dans la solution sans sel. Une solution

de référence a aussi été réalisée en diluant la solution multiplexée dans de l’eau pour arriver à

la même concentration (1 pour 1 en volume).

Deux dépôts pour chaque milieu ont été réalisés sur une plaque MALDI, les résultats sont

présentés en Figure 4.11 sous forme de gel view pour les 3 milieux. En complexifiant le milieu, le

nombre de pics augmente sur les spectres, passant de 48 pics pour la dilution avec de l’eau à 59

pics pour la dilution avec du PBS avec des ions Na+ et Cl−. Cette augmentation du nombre de

pics s’explique par la présence d’adduits des molécules qui apparaissent en présence d’ions Na+

et K+ par exemple. Les pics des molécules de solution multiplexée sont toujours présents avec

des intensités comparables au milieu sans sel, la présence de ces sels a donc une influence limitée

sur la détection des métabolites mais rend les spectres plus complexes, ce qui peut impacter leur

analyse.

Figure 4.11 – Gel view obtenue à partir du logiciel Clinprotool (Bruker Daltonics). Pour chaque
milieu, de l’eau ultrapure, du PBS sans NaCl et du PBS avec NaCl, deux spectres ont été faits.
Le nombre de pics indiqué à droite est le nombre moyen de pics détectés sur les deux spectres
(S/N supérieur à 5).

4.4.3 Comparaison avec la dynamique moléculaire

Dans l’article présenté précédemment, nous avons corrélé les résultats de MALDI-MS avec

des observations faites en MEB et en ToF-SIMS. Pour compléter cette étude, nous comparons

les résultats obtenus en spectrométrie de masse avec les énergies d’interaction de dynamique

moléculaire du chapitre précédent. Celles-ci sont présentées dans le Tableau 4.5, extraite des

valeurs données dans la Figure 3.13 à la page 114, pour les trois métabolites de cette étude qui

sont détectés dans la solution multiplexée : la caféine, la phénylalanine et l’arginine.

Pour rappel, la caféine est uniformément détectée en MALDI-MS sur l’ensemble des surfaces

planes (Tableau 4.4). Dans le cas des surfaces poreuses, on observe une augmentation du S/N

sur la surface de SiO2 par rapport aux surfaces silanisées (+ 65 %). Dans le cas de la dynamique

moléculaire, la caféine ne s’adsorbe pas sur la surface de SiO2 alors qu’elle s’adsorbe avec des

énergies comprises entre -140 kJ/mol et -177 kJ/mol sur les surfaces silanisées. Ces deux résultats

semblent cohérents : les S/N sur les surfaces silanisées sont similaires, de même que les énergies
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Énergies (kJ/mol) CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

Phénylalanine −143 ± 54 −147 ± 60 −87 ± 26 −240 ± 36 −120 ± 40

Caféine −170 ± 37 −177 ± 25 −140 ± 10 −167 ± 60 0

Arginine −203 ± 52 −83 ± 23 −300 ± 0 −213 ± 34 −210 ± 10

Tableau 4.5 – Énergies d’interaction (en kJ/mol) entre les métabolites et les silanes lors des
simulations de dynamique moléculaire avec la silice poreuse.

d’interaction. Dans le cas de la surface de SiO2, la caféine se trouve sur la surface parce que la

goutte est séchée mais elle n’interagit pas, elle co-cristallise uniquement avec la matrice. Étant

plus facile à désorber que sur les autres surfaces, elle est mieux détectée. Le fait que ce ne soit

pas le cas avec la surface plane pourrait s’expliquer par l’hydrophilie de la surface. En effet, dans

le cas d’une surface plane, l’étalement de la goutte de métabolites est plus grand que pour la

surface poreuse car elle est plus hydrophile (Figure 4.12). En conséquence, la caféine est répartie

sur une plus grande surface et le signal moyen est plus faible et s’aligne avec celui des surfaces

silanisées.

Figure 4.12 – Goutte d’un mélange métabolites/matrice séchée sur une surface de silicium
plan à gauche et de silicium poreux à droite.

Avec la phénylalanine, l’effet inverse est observé : la force la plus attractive est obtenue avec

la monocouche de NH+
3 et c’est également la surface qui génère le plus grand S/N. L’énergie

d’adsorption semble donc avoir peu d’influence sur le signal de détection, mais plutôt la capacité

de la molécule de s’adsorber ou non. L’arginine valide également cette hypothèse : ni la surface

de silanes CH3 long avec une énergie d’interaction de -83 kJ/mol, ni celle des silanes COO− avec

une énergie d’interaction de -300 kJ/mol ne se démarquent dans le S/N en MALDI-MS.

Pour conclure, l’énergie d’interaction entre les métabolites et la surface ne semble pas corrélée

aux intensités de détection en MALDI-MS.

4.4.4 Limite de détection des métabolites

Pour finir, la limite de détection des métabolites détectés en MALDI-MS dans la solution

multiplexée a été étudiée, en diluant cette solution dans de l’eau ultrapure à différentes concen-

trations entre 40 µg/mL et 0,5 ng/mL. Les concentrations sont les suivantes : 40 µg/mL, 20

µg/mL, 10 µg/mL, 2,5 µg/mL, 625 ng/mL, 160 ng/mL, 40 ng/mL, 10 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1

ng/mL et 0,5 ng/mL. Pour chaque concentration, trois dépôts sur un substrat de silicium po-
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reux fonctionnalisé par des silanes CH3 court ont été effectués. La matrice HCCA a été déposée

après le séchage de la goutte et les mesures ont été faites en RP. Dans la suite, nous regardons

les 7 métabolites étudiés dans l’article : le LysoPC, la caféine, la phénylalanine, la créatinine,

la valine, l’arginine et l’α-GPC. Les valeurs de S/N pour ces métabolites à chaque concentra-

tion sont données dans la Figure 4.13. La valeur ”Matrice” correspond au S/N à la masse du

métabolite lorsque la matrice est déposée seule. Lorsque cette valeur est non nulle (pour la va-

line, la phénylalanine et le LysoPC), la limite de détection a été définie comme la concentration

minimale en analyte pour laquelle le S/N est supérieur à trois fois celui de la matrice seule. Les

limites de détection pour chaque métabolite sont :

— 10 ng/mL pour la créatinine,

— 2,5 µg/mL pour la valine,

— 160 ng/mL pour la phénylalanine,

— 10 ng/mL pour l’arginine,

— 10 ng/mL pour la caféine,

— 160 ng/mL pour l’α-GPC,

— 0,5 ng/mL pour le LysoPC.

Comme dans le cas de la matrice, il est possible d’observer une suppression (complète ou

partielle) d’un analyte. Ce phénomène peut apparâıtre lorsque plusieurs analytes sont mélangés

et analysés en MALDI-MS. Ces deux molécules peuvent être bien détectées lorsqu’elles sont

seules en solution, mais lorsqu’elle sont mélangées, si l’une d’elle s’ionise plus facilement (parce

qu’elle a une affinité protonique plus élevée ou parce que le transfert de charge entre la matrice

et l’analyte est plus facile), alors la répartition des signaux des deux analytes peut ne pas être

égal et un des pics peut être diminué, voire supprimé. C’est peut-être ce phénomène que l’on

observe lorsque la concentration en métabolites passe de 40 µg/mL à 20 µg/mL. En diminuant

la concentration en métabolites (et à concentration de matrice constante), les métabolites pour

lesquels l’ionisation est la meilleure (la caféine et le LysoPC) sont les seuls pour lesquels le rapport

S/N diminue. Pour les autres, il semble que ces deux métabolites provoquent une suppression

partielle du pic à 40 µg/mL. Ce n’est plus le cas à des concentrations plus basses parce que la

concentration en matrice est trop grande par rapport à la concentration en analyte et le LysoPC

et la caféine ne sont plus en quantité suffisante pour que l’on observe la suppression. On peut

noter que la caféine et le LysoPC sont également les deux métabolites pour lesquels on observait

une suppression de la matrice.
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Figure 4.13 – S/N et écart type à différentes concentrations, obtenus en MALDI-MS sur une
monocouche de CH3 court, pour les métabolites détectés sur cette surface en MALDI-MS :
créatinine (114 m/z), valine (118 m/z), phénylalanine (166 m/z), arginine (175 m/z), caféine
(195 m/z), α-GPC (258 m/z) et LysoPC (524 m/z). Les écarts types sont obtenus à partir de
3 réplicas. La valeur au niveau de la ”Matrice” correspond au S/N à la même masse lorsque la
matrice est déposée seule sur la surface.

4.5 Conclusion

Cette étude de spectrométrie de masse MALDI avait pour objectif de déterminer les

conditions permettant de détecter le maximum de métabolites dans un mélange. Nous avons

montré que la matrice la plus adaptée pour cela est la matrice HCCA à 10 mg/mL. Elle per-

met de détecter sept métabolites simultanément dans un mélange : le LysoPC, la caféine, la

phénylalanine, la créatinine, la valine, l’arginine et l’α-GPC sur une plaque MALDI en acier.

Nous avons montré que les silanes avaient également un effet sur la détection des métabolites

et la reproductibilité des mesures. En effet, la surface de silicium plan fonctionnalisée avec des

silanes NH+
3 est toujours celle donnant la plus grande variabilité lorsque les métabolites ne sont

pas chargés. De plus, les substrats de silicium poreux non fonctionnalisé donnent les S/N les

plus élevés par rapport aux surfaces silanisées pour les métabolites hydrophobes (LysoPC et

caféine), ce qui n’est pas le cas pour les métabolites chargés (créatinine et arginine) pour qui la

fonctionnalisation ou non de la surface a peu d’influence sur le signal de détection. Enfin, dans
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le cas des métabolites hydrophiles (arginine et α-GPC), ce sont les substrats de silicium plan

non fonctionnalisés qui offrent le meilleur S/N.

Ces effets peuvent avoir plusieurs origines, en particulier l’adsorption, la position dans les

pores, la cristallisation de la matrice, la désorption ou le transfert de protons. Il est difficile de

décorréler tous ces phénomènes pour évaluer la contribution de chacun.

Nous avons tout de même montré grâce au ToF-SIMS que la pénétration des analytes dans

les pores semble avoir une influence limitée sur la détection des métabolites en MALDI-MS : le

S/N du LysoPC, qui pénètre dans les pores fonctionnalisés par les silanes CH3 court et pas dans

ceux silanisés par les CH3 long, est similaire sur les deux surfaces. En revanche, la dynamique

moléculaire montre que le signal plus fort de la caféine avec la surface de SiO2 poreux peut

venir du fait que la molécule n’est pas adsorbée sur la surface mais juste déposée et séchée. Cela

permet d’expliquer pourquoi le SiO2 poreux donne les S/N les plus élevés pour les molécules

hydrophobes par rapport aux surfaces silanisées. Enfin, la meilleure reproductibilité des mesures

sur le silicium poreux par rapport au silicium plan est expliquée par la cristallisation plus

uniforme de la matrice HCCA sur ces substrats comme le montrent les observations MEB. À

l’inverse, la mauvaise reproductibilité de la cristallisation de la matrice sur la monocouche de

NH+
3 sur le silicium plan mène à une mauvaise reproductibilité avec ce silane. À partir de ces

résultats, le silane offrant le meilleur compromis entre un signal sur bruit élevé et une bonne

reproductibilité est le silane CH3 court sur du silicium poreux.

Pour finir, les limites de détection des métabolites détectés dans la solution multiplexée sont

toutes inférieures à 1 µg/mL, exceptée celle de la valine, dont le S/N était déjà inférieur à celui

des autres métabolites à 40 µg/mL. Le métabolite le mieux détecté avec cette méthode est le

LysoPC dont la limite de détection est estimée à 0,5 ng/mL. Toutefois, pour trois métabolites

(valine, phénylalanine, et LysoPC), un pic dû à la matrice à la même masse que la molécule

empêche leur détection à des concentrations plus faibles.

Cette dernière observation est problématique dans le cas d’une étude des métabolites dans

un contexte clinique, où les concentrations sont également faibles. Il serait donc intéressant de

pouvoir travailler sans matrice, ce qui permettrait également de réduire le nombre d’étapes avant

la mesure et ainsi de réduire les sources d’erreur et d’obtenir une meilleure reproductibilité. Ces

limites nous obligent à trouver une autre méthode pour analyser ces métabolites. Il est par

exemple possible d’utiliser une matrice organique qui serait plus adaptée à ce métabolite [237]

mais avec le risque qu’elle ne permette pas de détecter les autres métabolites. Nous avons donc

préféré utiliser une autre méthode de spectrométrie de masse : le DIOS, qui ne se base plus sur

la matrice organique pour l’ionisation des analytes mais sur la nanostructuration de la surface,

ce qui sera l’objet du Chapitre 5 et du Chapitre 6.
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CHAPITRE 5

Étude en DIOS-MS - Détection du LysoPC

5.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons étudié la détection de notre panel de métabolites en

MALDI-MS. Nous avons montré que le silane CH3 court associé à du silicium poreux et à la ma-

trice HCCA permet de détecter le plus grand nombre de métabolites simultanément et avec une

grande reproductibilité. Cependant, comme expliqué dans le Chapitre 4, l’utilisation d’une ma-

trice organique limite le transfert de la méthode vers le domaine clinique. En conséquence, nous

cherchons à développer une méthode DIOS-MS sans matrice pour la détection de notre panel de

métabolites. Nous avons montré dans le chapitre précédent que le LysoPC est le métabolite qui

ressort avec le plus de signal dans toutes les conditions testées. Ainsi, afin de développer notre

méthode, nous nous sommes concentrés sur la détection DIOS-MS du LysoPC.

C’est l’objet de ce Chapitre 5, divisé en deux parties. Dans la première, qui est actuellement

en Peer-review dans ACS Applied Materials & Interfaces, nous étudions les effets de deux silanes,

CH3 court et CH3 long, non chargés et de longueur de châıne alkyle différente, sur la détection du

LysoPC en DIOS-MS en solution en mode RP et RN. Les résultats sont corrélés à la localisation

du LysoPC dans ou hors des pores. Puis nous démontrons qu’il est possible de détecter le LysoPC

directement dans du plasma en utilisant un substrat de silicium poreux fonctionnalisé par des

silanes CH3 court (Les informations supplémentaires de l’article sont données en Annexe C).

Dans une seconde partie, nous présentons les résultats complémentaires à ceux publiés : les

effets des silanes chargés NH+
3 et COO− sur la détection du LysoPC en solution et dans du

plasma et l’influence du silicium poreux (porosité et profondeur) sur le signal.
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5.2 Effects of Silane Monolayers on Lysophosphatidylcholine (Ly-

soPC) Detection by Desorption Ionization on Silicon Mass

Spectrometry (DIOS-MS) from Solution and Plasma.

5.2.1 Résumé

La spectrométrie de masse DIOS permet d’analyser efficacement les biomolécules de faible

poids moléculaire. Cependant, la détection de métabolites biomarqueurs dans des fluides com-

plexes comme le plasma est subordonnée à un pré-traitement de échantillons, ce qui limite les

applications cliniques. Cet article s’intéresse au LysoPC, un phospholipide bien détecté en spec-

trométrie de masse en solution modèle. Nous étudions la détection du LysoPC en DIOS-MS

sur deux monocouches de silane différentes : avec les silanes CH3 court et CH3 long, sur du

silicium poreux. Dans un premier temps, nous mettons en relation les résultats obtenus en so-

lution modèle avec la localisation des molécules de LysoPC en dehors ou à l’intérieur des pores

et les propriétés physico-chimiques de la surface et des analytes. Ensuite, nous étudions la pos-

sibilité de détecter le LysoPC dans une goutte de plasma en DIOS-MS sans pré-traitement de

l’échantillon sur un substrats de silicium poreux fonctionnalisé par les silanes CH3 court.

La détection du LysoPC en DIOS-MS, en solution et dans du plasma, est possible prin-

cipalement grâce aux fragments de la molécule. L’utilisation de silicium poreux est essentiel

pour obtenir un signal. De plus, les substrats de silicium poreux modifiés chimiquement par

des monocouches de silanes permettent une intensité plus grande que le silicium poreux non

fonctionnalisé. En solution, le bruit de fond, est moins grand en mode RN qu’en RP, que ce

soit sur les substrats fonctionnalisés ou non fonctionnalisés. De plus, en RN, les molécules de

LysoPC en dehors des pores sont mieux détectés que celles à l’intérieur des pores. Au contraire,

dans du plasma, le lavage de la surface après le dépôt du plasma est nécessaire pour la détection

du LysoPC. En conséquence, seules les molécules de LysoPC piégées à l’intérieur des pores sont

détectées en DIOS-MS. En effet, aucun signal n’est obtenu en utilisant du silicium poreux fonc-

tionnalisé par des silanes avec de longues châınes alkyles qui empêchent le LysoPC de pénétrer

dans les pores, quel que soit le lavage testé. La monocouche de silanes CH3 court en revanche

est adaptée à la détection du LysoPC en mode RN et permet de détecter le LysoPC naturelle-

ment présent dans le plasma sans pré-traitement. Il permet également d’observer des variations

de concentration dans le plasma quand le LysoPC est ajouté artificiellement, ou spiké, dans

une solution de plasma. Ainsi, le silicium poreux fonctionnalisé par les silanes CH3 court pour-

rait être prometteur pour le diagnostic du sepsis, une maladie inflammatoire caractérisée par

une chute drastique des phospholipides sanguins, en quelques minutes, à partir d’une goutte de

plasma. Plus de recherches sur l’effet des substrats (facilement commercialisable et peu cher)

sur la détection en DIOS-MS d’autres métabolites sanguins biomarqueurs du sepsis pourrait

permettre le développement d’une plate-forme pour le diagnostic clinique du sepsis.
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Abstract

Desorption ionization on silicon mass spectrometry (DIOS-MS) enables the high throughput

analysis of low molecular weight biomolecules. However, the detection of metabolites biomark-

ers from complex fluids, like plasma, is subordinated to sample pre-treatments which limit

clinical applications. Herein, we show that porous silicon chemically modified using monolay-

ers of n-propyldimethylmetoxysilane molecules, can be a good candidate for the fingerprinting

of Lysophosphatidylcholine (LysoPC) in plasma, without any pre-treatment of the sample, for

DIOS-MS-based diagnosis like sepsis diagnosis. Results are correlated to the location of LysoPC

molecules inside/outside the pores, determined by time of flight - secondary ions mass spectrom-

etry profiling, and to their physico-chemical properties.

Keywords: Desorption ionization on silicon mass spectrometry; Silane monolayer; Porous sili-

con; Lysophosphatidylcholine; Blood plasma; Time-of-flight secondary ion spectrometry; Sepsis

Introduction

Several metabolites, such as amino acids and fatty acids, are biomarkers of a large range of

inflammatory diseases. Indeed their blood concentrations are highly correlated to the type and

to the stage of the illness [5, 7, 8]. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight

Mass Spectrometry (MALDI-ToF MS), a soft ionization process, is widely used to detect and

analyse high molecular weight species with a very high sensitivity, as low as few ng/mL [31,35].

However, in the case of low molecular weight molecules, like metabolites, matrix peaks induce

an important background noise that can interfere with the analyte peaks and limit their signal-

to-noise (S/N) ratio. Moreover, to allow MALDI-ToF MS detection of metabolites from blood

samples, long pre-treatment protocols of blood samples are required to remove abundant high

molecular weight species. These limitations may induce artefacts and prevent the use of MALDI-

ToF MS for the rapid detection of blood metabolites, as required for instance in the case of sepsis

diagnosis.

In this context, a set of surface-assisted laser desorption ionization-MS (SALDI-MS) methods,

which are matrix free strategies, has been developed [77]. These techniques use the nanos-
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tructuration of the substrate to desorb and ionize analytes. Even though, for now, no con-

sensus has been found on the exact mechanism involved [79], it is well established that the

substrates need a strong absorbance in the UV region, a low heat capacity and a reduced ther-

mal conductivity to allow the desorption and the ionization of the analytes [78]. Several type of

nanostructured substrates, such as gold [146, 238], silver [96, 97] and alumina [88, 97, 238], have

been used in SALDI-MS due to their optical properties. Carbon-based nanostructure [107,108]

and silicon [116, 122, 123, 131, 139, 140, 145] have also been reported. Moreover, several types of

nanoporous films, prepared on indium-tin oxide substrates, have recently been shown to enhance

SALDI-MS analysis in plasma, without tedious sample pre-treatment. In particular, large-area,

uniform, and stable covalent organic framework nanofilms (crystalline porous polymer) were

demonstrated to enable the SALDI-MS detection of 5-fluorouracil (130 Da) in mouse plasma, at

a concentration as low as 100 pg/mL [239]. Also, metal-organic framework nanofilms were shown

to allow for distinguishing patients with cardiovascular diseases from healthy controls thanks

to enhanced serum metabolic profiling [240]. Finally, functionalized metal-organic frameworks

have been developed, leading to improved LDI process attributed in part to the presence of

carboxyl- and hydroxyl- functional groups [241].

Desorption Ionization On Silicon-MS (DIOS-MS), first introduced by Wei et al. [115], is one of

these technics using the porosity of porous silicon substrate for the ionization of the analytes,

decreasing drastically the background noise in the metabolite mass range (0-1000 Da) compared

to MALDI-ToF MS. Also, by tuning the size of the pores, it is possible to sterically exclude

high molecular weight species from the sample, avoiding long pre-treatment protocols [128,

149]. This would, for instance, prevent the need for several solvents for the extraction of high

molecular weight molecules [170,242] or the labelling of the analytes of interest with more easily

ionisable molecules [242] for human sample analysis. So, DIOS-MS seems to be promising for

the metabolite detection in a clinical diagnosis context.

Silane molecules are widely used to functionalize the surface of bio-analytical devices [6, 54,

226–228]. In addition, silane monolayers allow to prevent from uncontrolled oxidation porous

silicon surfaces and allow to improve the DIOS-MS limit of detection (LoD) of specific metabo-

lites [111]. For instance, amino-silane monolayers, with hydrophilic head groups, were shown to

be well suited for the specific detection of hydrophilic molecules, whereas hydrophobic monolay-

ers were shown to improve the detection of any molecules whatever their hydrophobicity [131].

Also, Guinan et al. have shown that tridecafluoro-1,1,2,2-tetrahydrooctyldimethylchlorosilane

(F13) onto porous silicon enhances the detection of cocaine and methadone from water, down to

100ng/mL [139]. Moreover, scarce studies have shown that silanized porous silicon surfaces en-

able the detection of specific metabolites from complex human fluids, without any pre-treatments

of the sample: a drop of fluid is deposited on the silanized porous silicon surface, high molecular

weight species are washed from the surface with solvent, and then metabolites are analysed by

DIOS-MS. In particular, Alhmoud et al. have shown, using this protocol, that porous silicon

surfaces functionalized with F13 allow methadone detection from saliva, urine, and plasma for

patients treated with this drug [152]. Consequently, it is hypothesized that porous silicon sub-

strates functionalized with silane monolayers provide a better selective metabolite adsorption,

desorption, and/or ionization. Nevertheless, to the best of our knowledge, metabolites trapping
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inside the pores of bare and silanized silicon substrates has never been demonstrated, and the

effects of metabolite trapping on DIOS-MS analysis have never been investigated. In addition,

there is only one previous DIOS-MS study, the one of Alhmould et al., which has shown the

possibility to detect a specific metabolite from plasma without any pre-treatment of the sample.

Lysophosphatidylcholine (LysoPC) is a biomarker for most of inflammatory diseases that is very

well detected by mass spectrometry in model solutions [5,11]. The present study investigates the

effects of two different silane monolayers on the LysoPC trapping inside porous silicon substrates,

and on its detection by DIOS-MS in solution and in plasma. The two silane molecules studied

are n-propyldimethylmetoxysilane (named CH3 short in this study) and octadecyldimethylme-

toxysilane (named CH3 long) (Table 5.1). Those silane molecules are monovalent, they have

different alkyl chain lengths, and they were self-assembled in monolayers on porous silicon sur-

faces (pores of 10 nm in diameter and 1 µm in depth). The effects of the silane monolayers,

and of the bare silicon substrate, on the LysoPC detection from solution, were correlated both

to the chemical properties of LysoPC and to its location inside/outside the pores. Then, the

possibility of detecting LysoPC, by DIOS-MS, from a drop of plasma, using silanized porous

silicon substrate without any pre-treatment of the sample, is demonstrated.

Silane name Structural formula

CH3 short

CH3 long

Table 5.1 – Developed formula of the silane molecules used in this study

Materials and methods

Chemical and Reagents. Porous silicon substrates were purchased from SiLiMiXT (Tours,

France). Pores (10 nm in diameter and 1 µm in depth) were obtained through electrochemical

etching of silicon substrates (150 mm in diameter, type P, 10-20 mOhms.cm, and 508 µm in

thickness). Porous silicon substrates were purchased from SiLiMiXT (Tours, France). Pores

were obtained through electrochemical etching of silicon substrates (150 mm in diameter, type

P, 10-20 mOhms.cm, and 508 µm in thickness). For all the DIOS-MS analysis, pore dimensions

were 10 nm in diameter and 1 µm in depth. The size of the pores was chosen to allow the sterical

exclusion of high molecular weight species present in plasma without using any pre-treatment of

samples, while maximizing the absorption of the substrate at the laser wavelength (355 nm) and

minimizing its thermal conductivity, for optimizing DIOS-MS signal. Bouamrani et al. have

shown that pore diameters below 10 nm are required to prevent the detection, by MALDI-MS,

of high molecular weight species from plasma [128]. Moreover, Alvarez et al. have investigated

the thermal conductivity of porous silicon substrates, with pore diameters in the range 2 nm

– 200 nm and porosity in the range 40 % - 89 %, and they have demonstrated that diameters

of 10 nm and porosity of 89 % lead to the lowest thermal conductivity [118]. Also, Jemere et

al. have proven that the UV absorption of porous silicon substrate increases with pore depth,
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up to 500 µm and then remains constant [122]. In addition, we have investigated (Supplement

Information) the impact of pore depth (300 nm, 1 µm, and 2 µm) on LysoPC detection by

DIOS-MS in blood plasma spiked with 50 µg/mL of LysoPC. Our results have shown that pores

of 1 µm and 2 µm increase the intensity of LysoPC signal, in comparison with the pores of

300 nm in depth (Figure C.1). Consequently, taking into account technological constraints, we

have chosen pores of 10 nm in diameter, 1 µm in depth, and a porosity of 60 %. The thickness

of the studied silane monolayer was estimated to be around 0.5 nm (in the case of the CH3

short monolayer), and around 1.6 nm (in the case of the CH3 long monolayer), from molecular

dynamics simulations [6]. Thus, the effective pore diameters of the different silicon substrate

studied should be 10 nm, 9.0 nm, and 6.8 nm (bare silicon, CH3 short monolayer, CH3 long

monolayer respectively). For ToF-SIMS analysis, pores of 10 nm in diameter and 300 nm in

depth were used, as specified in the discussion.

The silane molecules were purchased from ABCR (Karlsruhe, Germany). LysoPC molecules

were obtained from Avanti Polar Lipid (reference #855775P). The solvents (tetrahydrofuran

99 % (THF), methanol, ethanol and chloroform) and the plasma (reference #P9523-1ml) were

obtained from Sigma-Aldrich.

Gas Phase Chemical Surface Functionalization. The porous silicon substrates were

cleaned by ozone/ultraviolet treatment at room temperature under an oxygen flow for 30 min-

utes. Next, the substrates were placed in a vacuum chamber at 150°C for 30 minutes and then

allowed to cool at room temperature under nitrogen atmosphere. 100 µL of silane were injected

in the reaction chamber and put under vacuum while the temperature was gradually increased

to 150°C. After one hour of silanisation, the chamber was pumped for 15 minutes, then the

substrates were allowed to cool under nitrogen atmosphere until room temperature was reached.

Finally, the samples were washed for 10 minutes in THF and 10 minutes in ultrapure water.

LysoPC preparation. For LysoPC detection in solution, LysoPC was dissolved in a solution

of chloroform/methanol (2:1 v/v) at 1 mg/mL. For LysoPC detection in plasma, LysoPC was

spiked in plasma at 50 µg/mL and 500 µg/mL. Spiked plasma was prepared from a solution of

LysoPC at 10 mg/mL in chloroform/methanol (2:1 v/v).

DIOS-MS Analysis. DIOS mass spectra were obtained using an UltrafleXtreme MALDI-

TOF/TOF (Bruker Daltonics) equipped with a laser (355 nm). The silicon substrates were held

on a modified MALDI target plate using copper tape. Ions were detected in reflectron positive

(RP) or reflectron negative (RN) ion mode at ± 20 kV accelerating potential. The laser was set

on the large size with a grid voltage of 100 % for RP and RN ion modes. The m/z range was

10-800 Da. A 1 µL droplet of the solution, or of the spiked plasma, was deposited on the surface

for 1 min. In the case of the plasma samples, the surface was washed with water, one minute

after plasma deposition. The washing was done by pipetting 5 µL of ultrapure water on the

surface. Surface imaging was performed using the FlexImaging 3.0 software (Bruker Daltonics)

with a spatial resolution of 200 µm (40 spots per droplet in solution and 100 spots per droplet in

plasma). For each spot, 500-satisfactory laser shots were averaged to obtain a mass spectrum.
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The spectra were analysed using the FlexAnalysis 3.4 software (Bruker Daltonics) for peaks

detection. The mass spectra of each spot are averaged to determine the peak intensities. To

evaluate the error bars, spots are randomly divided in two sets, and mass spectra are averaged

inside each set. The difference in peak intensity between the two half sets of data corresponds

to the error bars.

Time of flight - secondary ions mass spectrometry (ToF-SIMS) profiling. High reso-

lution mass depth profiles were acquired by ToF-SIMS (ToF-SIMS V from ION-TOF). A bunched

Bi3+ ion gun operation at 15 keV was used as the primary probe for analysis (rastered area 80

× 80 µm2). For depth profiling, sputtering was performed using Cs+ ions at low energy (500

eV, rastered area 400 × 400 µm2). Spectra were normalized using the intensity of the 30Si− ions

in the silicon bulk region.

Results and Discussions

LysoPC detection in solution LysoPC was firstly studied alone in solution, to identify its

m/z characteristic peaks in DIOS-MS, and to investigate the effects of silane monolayers on its

detection. Firstly, in the absence of matrix, no signal was obtained using non porous substrates

(bare silicon, silanized silicon or even the classical stainless steel MALDI target plate).

The spectra obtained in RP ion mode, using the two silanized porous surfaces and the bare

porous silicon surface, are presented in Figure 5.1. The relative intensities for each fragment

peak are presented in Table 5.2. Only a slight peak is detected at [M+H]+ (524.3 m/z). The

main peaks observed correspond to fragments of the molecule at 86.0 m/z, 104.0 m/z, 184.1 m/z,

and 198.2 m/z. They are representative of (CH3)3N−CH−−CH2, choline, phosphocholine, and a

phosphocholine-related ion (phosphocholine + CH2) respectively [230]. The main fragment is the

one at 86.0 m/z, whatever the surface studied. The silanized surfaces lead to higher intensities,

for each fragment peak, than the bare silicon surface. Moreover, the highest intensities are

mainly obtained in the case of the CH3 short monolayer. Indeed the relative intensities for the

peaks at 86.0 m/z, 104.0 m/z, 184.1 m/z, and 198.2 m/z are 1, 0.31, 0.18, 0.12 respectively (in

the case of the CH3 short monolayer), 0.77, 0.24, 0.07, 0.17 respectively (in the case of the CH3

long monolayer), and 0.46, 0.12, 0.17, 0.04 respectively (in the case of the bare silicon substrate).

To explain these results, the location of LysoPC, inside/outside the pores of the three different

substrates, was investigated by depth profiling ToF-SIMS analysis of the P− ion (characteristic

of LysoPC, 30.9682 amu) along the pores. Our ToF-SIMS spectra (Figure 5.2) demonstrate a

significant intensity of P− ions issued from inside the pores of the bare silicon substrate (1 µm

in depth) and CH3 short monolayer functionalized porous silicon (300 nm in depth). In the

case of the CH3 long monolayer modified porous silicon (300 nm in depth), the P− ion intensity

was higher at the top surface rather than inside the pores. These results suggest that the

trapping of LysoPC inside the pores improves the effective local and direct ionization of LysoPC

molecules, leading to fragment peaks with high intensity in DIOS-MS analysis. In the case of

silicon substrates functionalized with long alkyl chains silane, LysoPC molecules remain outside

the pores and are likely indirectly ionized thanks to the transfer of the laser energy accumulated
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inside the pores. Indeed, electron transfer was recently shown to be a fundamental ionization

pathway in laser desorption ionization [243]. In particular, some previous studies, based on

finite difference time domain (FDTD) have shown that photoexcited electrons escape from the

tips of silicon nanowires, improving the ionization yield of analytes near the tips [153]. Thus,

such a process might occur with porous silicon substrates, contributing to indirect ionization

of LysoPC molecules outside the pores, in addition to other processes such as laser-induced

heating and charge transfer. So, even if the laser energy transfer to the surface is sufficient to

get a signal, a higher signal is obtained through local ionization when the molecules are trapped

inside the pores. Also, LysoPC is a highly hydrophobic zwitterionic molecule containing two

functional groups that are charged at pH 7 (a quaternary ammonium positively charged and a

phosphate negatively charged in the phosphocholine side of the molecule), as shown in Figure

5.3. Consequently, it seems reasonable to assume that the positively charged groups of LysoPC

will be more easily fragmented when LysoPC is adsorbed on the CH3 short monolayer than on

the negatively charged bare silicon surface, explaining the lower intensity of fragment peaks on

the bare silicon surface than on CH3 short modified porous silicon. On the contrary to fragment

peaks, the peak at [M+H]+ has a higher intensity on the CH3 long monolayer and on the bare

silicon surface than on the CH3 short monolayer. This result could be explained by an improved

desorption of the entire LysoPC molecules outside the pores of hydrophobic substrates (case of

CH3 long monolayer), as well as from the pores of hydrophilic surfaces (case of bare silicone

surface), than from the pores of hydrophobic substrates (case of CH3 short monolayer).

In RN ion mode, depicted in Figure 5.4, no peak is detected at [M-H]− (522.3 m/z). How-

ever, several fragments are visible, mainly at 79.0 m/z, 123.1 m/z, 153.1 m/z, and 283.6 m/z.

Their relative intensities are presented in Table 5.2. Those peaks correspond to the PO3
−,

O3P(CH2)2O
−, CH3CH(OH)CH2PH2O4

−, and CH3(CH2)16COO− fragments respectively [244].

The intensity of these fragments is higher on the CH3 long monolayer than on the CH3 short

monolayer and on the bare silicon surface. Indeed, the relative intensities of the peaks at 79.0

m/z, 123.1 m/z, 153.1 m/z, and 283.6 m/z are 0.28, 0.02, 0.03, 0.01 respectively (in the case of

the CH3 short monolayer), 0.61, 0.08, 0.24, 0.38 respectively (in the case of the CH3 long mono-

layer), and 0.34, 0.07, 0.04, 0.02 respectively (in the case of the bare silicon substrate). These

results suggest that LysoPC trapping inside the pores strongly decreases the detection signal.

Thus, it could be more difficult to extract the negatively charged fragments from the pores than

the positively charged fragments. Moreover, the larger the fragments, the more difficult it will

be to extract them. Indeed, the largest fragment (at 283.6 m/z) is poorly detected on the CH3

short monolayer (relative intensity 0.01) and on the bare silicon surface (relative intensity 0.02),

while the smallest fragment (at 79.0 m/z) is detected (relative intensities 0.28 and 0.34 on CH3

short and on the bare silicon substrate respectively), and the intermediate fragments (at 123.1

m/z and 153.1 m/z) are slightly detected (relative intensities 0.02 and 0.03 respectively on CH3

short and 0.07 and 0.04 respectively on the bare silicon substrate).

Consequently, for the detection of LysoPC from a model solution, the CH3 short and the CH3

long monolayers are more promising than the bare silicon surface, since these monolayers lead

to the highest fragment peak intensities (in RP and RN ion mode respectively). Moreover, in

model solution, the RP ion mode should be privileged since it allows the detection of LysoPC
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at [M+H]+ contrary to the RN ion mode. However, the RN ion mode allow to decrease the

background signal in comparison to the RP ion mode. Consequently, in the following, the RN

ion mode was used to investigate the effect of silane monolayers on the detection of LysoPC in

plasma.

Figure 5.1 – DIOS mass spectra of LysoPC in RP ion mode, alone in solution at 1 mg/mL using
the CH3 short and the CH3 long monolayers on porous silicon substrates and on the bare porous
silicon substrate. The peak of LysoPC is detected at 524.3 m/z and the main fragments (86.0
m/z, 104.0 m/z, 184.1 m/z, and 198.2 m/z) are presented. Peaks corresponding to the substrates
are indicated by stars (*). The reference mass spectra of the different surfaces studied, and of
the chloroform/methanol solution, without LysoPC, are presented in Supplement Information
(Figures C.3 and C.5). Total ion current (TIC) normalization is used.
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RP ion mode RN ion mode

m/z 86.0 104.0 184.1 198.2 524.3 79.0 123.1 153.1 283.6

CH3 court 1 0.31 0.18 0.12 0.01 0.28 0.02 0.03 0.01

CH3 short 0.77 0.24 0.07 0.17 0.03 0.61 0.08 0.24 0.38

Bare silicon 0.46 0.12 0.17 0.04 0.02 0.34 0.07 0.04 0.02

Table 5.2 – Relative intensities of the LysoPC fragment peaks, in RP and RN ion modes, in
solution, for the different surfaces studied. Error bars are below 10 % (calculated from two half
sets of data).

Figure 5.2 – Depth profiling of Si− and P− ions by ToF-SIMS on porous silicon (300 nm in
pore depth) functionalized by CH3 short and CH3 long silane monolayers (left), and on bare
porous silicon (1 µm in pore depth) (right). P− ions (30.9682 amu) are specific to the LysoPC
molecule. 30Si− in Si bulk is used for normalization.

Figure 5.3 – Location of the positively and negatively charged fragments of LysoPC detected
in RP and RN ion mode in DIOS-MS.
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Figure 5.4 – DIOS mass spectra of LysoPC in RN ion mode, alone in solution at 1 mg/mL using
the CH3 short and CH3 long monolayers on porous silicon substrate and on bare porous silicon
substrate. The main fragments (79.0 m/z, 123.1 m/z, 153.1 m/z and 283.6 m/z) are presented.
There is no peak of LysoPC at [M-H]− (522.3 m/z). Peaks corresponding to the substrates
are indicated by stars (*). The reference mass spectra of the different surfaces studied, and of
the chloroform/methanol solution, without LysoPC, are presented in Supplement Information
(Figures C.4 and C.5). TIC normalization is used.
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The Limit of Detection (LoD) of LysoPC was studied on the porous silicon substrate function-

alized with the CH3 short monolayer, in RP ion mode. The concentration of LysoPC was varied

from 40 µg/mL to 0.5 ng/mL. The [M+H]+ peak and the peak at 86.0 m/z were studied. For

the latter, a LoD at 0.5 ng/mL (Figure C.2a) was obtained while the [M+H]+ peak is detected

until 160 ng/mL (Figure C.2b). This result is in line with the higher signal intensity obtained

for the peak at 86.0 m/z than for the [M+H]+ peak, at 1 mg/mL of LysoPC in solution (Table

5.2). A similar LoD, 200 ng/mL, for the [M+H]+ peak of LysoPC has recently been reported

using Black-Phosphorous Assisted Laser Desorption-Ionization (BPALDI) MS, while LoD of 500

ng/mL have been reported by using MALDI-MS analysis with DHB and CHCA matrices [245].

LysoPC detection from Blood Plasma LysoPC is present in plasma under physiological

conditions at 26 µg/mL [20]. To assess its DIOS-MS detection, 50 µg/mL and 500 µg/mL of

LysoPC were spiked in plasma, and mass spectra of the spiked plasma were compared to the

ones of the unmodified plasma. It ensures that the panel of fragments analysed is related to the

ones of LysoPC.

Spiked plasma was firstly investigated in RN ion mode, since this mode is expected to yield a

lower signal background than the RP ion mode. It should be noted that, after plasma deposition,

no peak was detected (Figure C.6) if the samples were to be analysed as deposited. Several

washing protocols were evaluated on the CH3 short monolayer surface: one, three, and ten water

droplets (5 µL) were pipetted one time on the surface (1x1, 3x1, 10x1 protocols) ; two, three, and

five water droplets (5 µL) were pipetted five times on the surface (2x5, 3x5, 5x5 protocols) ; and

five water droplets (5 µL) were pipetted two times on the surface (5x2 protocol). The normalized

intensity of each fragment peak obtained in RN ion mode, for the different washing protocols are

presented in Figures C.6, C.7 and C.8. The 5x5 protocol seems to be the best compromise when

considering the intensity improvement of the four fragments. Mass spectra of the spiked plasma

on the three different surfaces studied in the RN ion mode, by using the 5x5 washing protocol,

are presented Figure 5.5. The relative intensities for each fragment peak are presented in Table

5.3. For all surfaces, no peaks are detected above 300 m/z. Moreover, the CH3 short monolayer

leads to the highest intensity for most of the LysoPC fragments (the relative intensities of the

peaks at 79.0 m/z and 123.1 m/z are 2.46 ∗ 10−2 and 2.50 ∗ 10−3 respectively on CH3 short, and

3.28 ∗ 10−3 and 1.80 ∗ 10−3 respectively on the bare silicon substrate), except the one at 153.1

m/z that has a slightly higher intensity on the bare porous silicon (1.52∗10−2 on CH3 short and

2.13 ∗ 10−2 on the bare silicon substrate). No significant peak was observed on the CH3 long

monolayer. The absence of signal on the CH3 long monolayer could be explained by the removal

of LysoPC molecules, which are mainly outside the pores, during the water washing (using the

5x5 protocol as well as any other protocol). In the case of the CH3 short monolayer and of

the bare silicon surface, LysoPC molecules trapped into the pores are protected from washing.

Indeed, ToF-SIMS profiling analysis have shown that the presence of P− ions along the pores is

not impacted by water washing (Figure C.9). Figure 5.6 presents the peaks of LysoPC fragments

detected in RN ion mode, in plasma with and without spiking of LysoPC (spiking at 50 µg/mL

and at 500 µg/mL) on the CH3 short monolayer, by using the 5x5 washing protocol. Same

fragments of LysoPC are detected in the spiked plasma as in the unmodified plasma, with
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higher intensity in the spiked plasma. Indeed, the relative intensities of the peaks at 79.0 m/z,

123.1 m/z, and 153.1 m/z are 8.00 ∗ 10−2, 1.61 ∗ 10−2, 6.59 ∗ 10−2 respectively in the 500 µg/mL

spiked plasma, 2.46 ∗ 10−2, 2.50 ∗ 10−3, 1.52 ∗ 10−2 respectively in the 50 µg/mL spiked plasma,

and 1.13∗10−2, 1.67∗10−2, 8.61∗10−2 respectively in the unmodified plasma (Table 5.4). These

results demonstrate the possibility to detect LysoPC in the unmodified plasma sample, by using

the CH3 short monolayer, in RN ion mode. Also, as demonstrated in Figure 5.5, no significant

peak is observed above 300 m/z and adducts are not detected. Nevertheless, a fragment peak

attributed to the silane molecules is observed, with high relative intensity (5.00 ∗ 10−2 on CH3

short, and 3.30∗10−2 on the bare silicon substrate). In the context of clinical diagnosis, it could

be relevant to maximize the number of LysoPC fragments analysed (for sensitivity optimization).

Consequently, the possibility to detect LysoPC in RP ion mode using the CH3 short monolayer

was investigated. Mass spectra of the unmodified plasma on the CH3 short monolayer in the

RP ion mode, by using the 5x5 washing protocol, is presented Figure 5.7. The 86.0 m/z and the

184.1 m/z fragments are detected (relative intensities 1.93 ∗ 10−2 and 9.88 ∗ 10−3 respectively as

shown in Table 5.4). Also, no signal is obtained above 300 m/z, adducts and substrates are not

detected.

RN ion mode - spiked plasma (50 µg/mL)

m/z 79.0 123.1 153.1 283.6

CH3 court 2.46 ∗ 10−2 2.50 ∗ 10−3 1.52 ∗ 10−2

CH3 short

Bare silicon 3.28 ∗ 10−3 1.80 ∗ 10−3 2.13 ∗ 10−2

Table 5.3 – Relative intensities of the LysoPC fragment peaks, in RN ion mode, in spiked
plasma (50 µg/mL), for the different surfaces studied. No peaks are detected by using CH3

long, and no peaks are detected at 283.6 m/z. Error bars are below 10 % (calculated from two
half sets of data). (Spectra are in Figure 5.5)

CH3 short

m/z 79.0 123.1 153.1 283.6

RN ion mode - unmodified plasma 1.13 ∗ 10−2 1.67 ∗ 10−3 8.61 ∗ 10−3

RN ion mode - spiked plasma (50 µg/mL) 2.46 ∗ 10−2 2.50 ∗ 10−3 1.52 ∗ 10−2

RN ion mode - spiked plasma (500 µg/mL) 8.00 ∗ 10−2 1.61 ∗ 10−2 6.59 ∗ 10−2

m/z 86.0 104.0 184.1 198.2

RP ion mode - unmodified plasma 1.93 ∗ 10−2 9.88 ∗ 10−3

Table 5.4 – Relative intensities of the LysoPC fragment peaks, for the CH3 short monolayer,
in RN ion mode in unmodified plasma, in spiked plasma at 50 µg/mL, in spiked plasma at 500
µg/mL, and in RP ion mode in unmodified plasma. No peaks are detected at 283.6 m/z in RN
ion mode, and no peaks are detected at 104.0 m/z and at 198.2 m/z in RP ion mode. Error
bars are below 10 % (calculated from two half sets of data). (Spectra are in Figures 5.5-5.7)
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Figure 5.5 – DIOS mass spectra in RN ion mode of plasma spiked with LysoPC (at 50 µg/mL)
on the CH3 short and the CH3 long monolayers, and on the bare silicon. Fragments of LysoPC
are indicated (at 79.0, 123.1 and 153.1 m/z). Stars (*) indicate peaks related to the surface. No
peaks are observed above 300 m/z. The 5x5 washing protocol is used. The reference mass spectra
of the different surfaces studied, and of the chloroform/methanol solution, without LysoPC, are
presented in Supplement Information (Figures C.4 and C.5). TIC normalization is used.
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Figure 5.6 – DIOS mass spectra in RN ion mode on the CH3 short monolayer at (a) 79.0
m/z, (b) 123.1 m/z, and (c) 153.1 m/z, corresponding to fragments of LysoPC. Black solid line
corresponds to unmodified plasma, the red long dashed line to the spiked plasma at 50 µg/mL,
and the green short dashed line to the spiked plasma at 500 µg/mL. The 5x5 washing protocol
is used. TIC normalization is used.

Figure 5.7 – DIOS mass spectra of unmodified plasma on the CH3 short silane monolayer in
RP ion mode. No peaks corresponding to the substrate are detected. TIC normalization is used.
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Finally, the efficiencies of DIOS-MS and MALDI-MS analysis for LysoPC detection from un-

modified plasma samples were compared. The CHCA matrix, in RP ion mode, was chosen,

among five different organic matrices (CHCA, DHB, NEDC, THAP, 9AA), for its ability to

simultaneously ionize, the largest range of sepsis metabolite biomarkers (Chapter 4). Results

show that, whatever the substrate studied (bare or silanized porous silicon substrates), LysoPC

in unmodified plasma samples, is not detected at [M+H]+ neither by MALDI-MS nor by DIOS-

MS. Nevertheless, DIOS-MS analysis on CH3 short monolayer allow the detection, in unmodified

plasma samples, of three LysoPC fragments (with a S/N value above 3), while MALDI-MS on

CH3 short monolayer leads to the detection of only one fragment (Table C.1). In addition, the

S/N values obtained in DIOS-MS (S/N = 9.1 at 79.0 m/z, S/N = 23.9 at 123.1m/z, and S/N =

20.0 at 153.1m/z) are higher than the value obtained in MALDI-MS (S/N = 7.5 at 86.0m/z),

and the spot-to-spot repeatability of the S/N values is also better in DIOS-MS (44 %, 32 %,

and 43 % at 79m/z, 123m/z, and 153m/z) than in MALDI-MS (46 % at 86.0m/z).

These results demonstrate the possibility to detect LysoPC in the unmodified plasma sample,

by using the CH3 short monolayer, both in RP and in RN ion modes. This method might be

used to detect the drastic decrease in phospholipids concentration in case of sepsis diagnosis.

Conclusion

The DIOS-MS detection of LysoPC, both in solution and in plasma, is demonstrated through

the analysis of LysoPC fragments. Also, porous silicon substrates chemically modified by silane

monolayers lead to higher signal intensity, up to one order of magnitude, than bare porous silicon

substrates. Indeed, the CH3 short monolayer, in RN ion mode, enables to increase the intensity

of the DIOS-MS signal of LysoPC fragments up to 19 times in solution (19 times at 283.6 m/z

and 6 times at 153.1 m/z), and up to 7.5 times, in blood plasma at 79.0 m/z.

In solution, the signal background, is shown to be lower in RN ion mode than in RP ion mode,

both by using chemically functionalized substrates and bare silicon substrates. Moreover, in RN

ion mode LysoPC molecules outside the pores are better detected than the ones trapped inside

the pores.

On the contrary, in plasma, water washing of the surface, after plasma deposition, is required

for LysoPC detection. Consequently, only LysoPC molecules trapped inside the pores are de-

tected by DIOS-MS in plasma. Indeed, no signal is obtained by using plane silicon surfaces, or

porous surfaces functionalized with long alkyl chain silane monolayers which prevent LysoPC

trapping inside the pores, whatever the washing protocols used. The CH3 short monolayer is

demonstrated to be well suited for the detection, in RN ion mode, of LysoPC molecules which

are physiologically present in unmodified plasma samples. In addition, this monolayer allows

the detection of LysoPC fragments also in RP ion mode. Moreover, the detection does not

require any pre-treatment of plasma samples. Thus, porous silicon surfaces functionalized with

CH3 short monolayer could be highly promising for clinical diagnosis of sepsis, an inflammatory

disease partly characterized by a drastic decrease in blood phospholipids, in few minutes, from a

drop of plasma. Further investigations of the effect of the different substrates (and in particular

of monolayers of silane molecules with carboxyl head-groups [241]), easily marketable at low
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cost and high throughput, on the DIOS-MS detection of the others blood metabolites specific

for sepsis, could lead to the development of a platform for clinical diagnosis of sepsis.

5.3 Résultats complémentaires à l’article

5.3.1 Influence des propriétés des pores

En DIOS-MS, les caractéristiques des pores sont le premier paramètre à prendre en compte

pour optimiser la détection des analytes. L’ajustement de leur profondeur, de leur diamètre

et/ou de la porosité du matériau est nécessaire pour des analyses. Dans la suite, nous étudions

l’effet de la porosité et de la profondeur. L’effet du diamètre a déjà été étudié dans la littérature

et les études convergent vers un diamètre de 10 nm, diamètre que nous avons choisi pour nos

échantillons [71,72]. Dans cette section, les résultats en RN ne sont pas montrés mais les conclu-

sions sont identiques au mode RP. Pour commencer, nous montrons l’importance des pores sur

la détection des métabolites en DIOS-MS.

5.3.1.a DIOS-MS sur des échantillons de silicium plan

Pour évaluer la nécessité des pores, nous avons commencé par déposer une goutte de LysoPC

à 1 mg/mL sur des échantillons de silicium plan fonctionnalisés par des silanes CH3 court que

nous avons comparés à des échantillons poreux. Sur le spectre présenté en Figure 5.8, le LysoPC

est bien identifié grâce à ses fragments et également grâce à son pic à [M+H]+ visible sur le

silicium poreux. En revanche, sur le silicium plan, les seuls pics visibles ne correspondent à

aucun pic spécifique du LysoPC mais uniquement à la surface. La présence des pores est donc

nécessaire pour une analyse en DIOS-MS.

5.3.1.b Influence de la porosité

Pour étudier l’influence de la porosité du silicium, nous avons comparé les échantillons

élaborés au laboratoire et présentés à la page 62 (avec une profondeur de 1 µm et une porosité

de 35 %) avec les substrats utilisés en général (avec une profondeur de 1 µm et une porosité

de 60 %). Le LysoPC a été déposé sur les deux substrats à une concentration de 50 µg/mL et

analysé en DIOS-MS sur trois réplicas. Les résultats en RP sont présentés dans la Figure 5.9.

En diminuant la porosité, le signal disparâıt. Il est donc nécessaire de modifier les paramètres

de laser pour pouvoir analyser les échantillons. Nous voyons qu’il faut augmenter la fluence du

laser et sa zone de focalisation pour obtenir un signal (passage d’une fluence Large à Ultra, sans

donnée quantitative). Les résultats avec ces nouveaux paramètres dans les deux modes RP et

RN sont présentés dans la Figure 5.10. L’augmentation de la fluence permet de mieux désorber

et ioniser les analytes. En revanche, cela fragmente plus les molécules et le LysoPC n’est plus

détecté à [M+H]+ en RP. Il est donc préférable de travailler avec des échantillons avec une

porosité plus élevée et ainsi utiliser une fluence de laser qui fragmente moins les analytes à la

surface.
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Figure 5.8 – Spectres de masse DIOS en RP du LysoPC à 1 mg/mL sur du silicium plan et
du silicium poreux fonctionnalisés avec une monocouche de silanes CH3 court. Les principaux
fragments du LysoPC sont indiqués. La normalisation TIC a été utilisée. Attention aux échelles
diférentes sur le silicium plan et le silicium poreux.

Figure 5.9 – Spectres de masse DIOS en RP du LysoPC à 50 µg/mL sur des échantillons
de silicium poreux avec 60 % et 35 % de porosité. Les principaux fragments du LysoPC sont
indiqués. L’étoile indique un pic de la surface. La normalisation TIC a été utilisée.
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Figure 5.10 – Spectres du LysoPC à 50 µg/mL obtenus en DIOS-MS en RP et en RN sur
des échantillons de silicium poreux avec 35 % de porosité avec les nouvelles caractéristiques du
laser. Les principaux fragments du LysoPC sont identifiés. Les étoiles indiquent des pics de la
surface. La normalisation TIC a été utilisée.

5.3.1.c Influence de la profondeur des pores

Dans ce paragraphe, nous utilisons de nouveau les échantillons de silicium poreux fabriqués

à l’INL. Nous avons testé trois profondeurs de pore différentes : 300 nm, 1 µm et 2 µm. Pour

chacun des échantillons, du LysoPC en solution à 50 µg/mL a été déposé et analysé en DIOS-

MS. Les résultats en RP sont présentés dans la Figure 5.11. Les mesures ont été faites sur les

échantillons avec 35 % de porosité donc les paramètres du laser sont les mêmes que dans le

paragraphe précédent.

Les fragments du LysoPC sont visibles avec les trois profondeurs et la molécule de LysoPC

protonée [M+H]+ n’est jamais visible, comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent.

De plus, le signal du principal fragment à 86,0 m/z augmente légèrement lorsque la profondeur

des pores augmente : 7 % d’augmentation en moyenne (respectivement 17 %) pour 1 µm de

profondeur (respectivement 2 µm) par rapport au signal avec les pores de 300 nm de profondeur.

Pour les autres fragments à 72,0 m/z, 104,0 m/z et 184,1 m/z, les variations sont du même ordre

de grandeur. L’influence de la profondeur des pores entre 0,3 µm et 2 µm sur le signal de détection

du LysoPC est donc faible, ce qui est en accord avec la littérature [122]. Dans la suite, nous avons

continué à utiliser les échantillons avec une profondeur de 1 µm (par contraintes commerciales)

et 60 % de porosité.
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Figure 5.11 – Spectres du LysoPC à 50 µg/mL obtenus en DIOS-MS en RP sur des échantillons
de silicium poreux de trois profondeurs : 300 nm, 1 µm et 2 µm. Les principaux fragments du
LysoPC sont identifiés. Les étoiles indiquent les pics de la surface. La normalisation TIC a été
utilisée.
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5.3.2 Détection du LysoPC en solution sur des surfaces chargées

En plus des surfaces de CH3 court et CH3 long présentées dans l’article, le LysoPC a

également été étudié seul en solution sur les surfaces de silicium poreuses fonctionnalisées par

les silanes COO− et NH+
3 . Les spectres en RP sur ces quatre surfaces et sur le silicium poreux

non modifié sont présentés dans la Figure 5.12 et les intensités relatives des principaux frag-

ments sont présentés dans le Tableau 5.5. Un léger pic est détecté à [M+H]+ (524,3 m/z) et les

principaux pics observés sont des fragments de la molécule à 86,0 m/z, 104,0 m/z, 184,1 m/z,

et 198,2 m/z. Ils sont représentatifs respectivement du (CH3)3N−CH−−CH2, de la choline, de la

phosphocholine et d’un adduit de la phosphocholine (phosphocholine + CH2) [230]. Quelle que

soit la surface, le fragment principal est celui à 86,0 m/z. Les intensités sont plus grandes pour

les surfaces silanisées par rapport au silicium non modifié sauf pour le silane COO− qui mène à

des intensités plus faibles que pour toutes les autres surfaces. Les intensités de la surface de NH+
3

se situent entre le CH3 court et le CH3 long. Comme nous l’avons vu avec les monocouches de

CH3 court et CH3 long, l’ionisation directe à l’intérieur des pores permet d’augmenter le signal

de détection du LysoPC. Cela explique que le signal avec les silanes NH+
3 soit comparable à celui

avec les silanes CH3 court, car nous pouvons supposer que leur petite châıne alkyle permet aux

molécules de LysoPC de pénétrer à l’intérieur des pores. Le signal obtenu sur la monocouche

de COO− est aussi en accord avec les résultats de ToF-SIMS sur la pénétration des métabolites

dans les pores discutés dans l’article. En effet, nous pouvons supposer que la longue châıne des

silanes empêche le LysoPC de pénétrer dans les pores comme dans le cas des silanes CH3 long.

De plus, les fragments chargés positivement du LysoPC pourraient s’adsorber sur la surface de

silanes chargée négativement, ce qui diminuerait encore plus le signal, comme on l’observe sur

le spectre.

Dans le cas du RN, présenté dans la Figure 5.13, plusieurs fragments sont visibles, principa-

lement à 79,0 m/z, 123,1 m/z, 153,1 m/z, et 283,6 m/z. En revanche, aucun pic n’est détecté

à 522,3 m/z ([M-H]−). Les intensités relatives des fragments sont données dans le Tableau 5.5.

Les pics de fragments sont identiques pour toutes les surfaces et correspondent respectivement

au PO3
−, au O3P(CH3)2O

−, au CH3CH(OH)CH2PH2O4
− et au CH3(CH2)16COO− [244]. À

la différence du RP, la monocouche de silanes CH3 long donne des intensités plus élevées par

rapport aux autres surfaces pour l’ensemble des fragments. (61 %, 8 %, 24 % et 38 % pour les

fragments respectivement à 79,0 m/z, 132,1 m/z, 153,1 m/z et 283,6 m/z). Les surfaces chargées

COO− et NH+
3 ont des intensités plus élevées que la surface non chargée CH3 court. Dans

le cas du silane COO−, sa longue châıne empêche probablement la pénétration des molécules

de LysoPC à l’intérieur des pores, comme pour les silanes CH3 long ce qui permet une bonne

détection. En revanche, dans le cas des silanes NH+
3 , pour lesquels, le LysoPC peut probablement

pénétrer dans les pores, il est possible que le transfert de charges entre les analytes et les silanes

permettent la bonne détection des analytes malgré des silanes avec une châıne alkyle plus petite

que celle des silanes CH3 long et COO−.
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Figure 5.12 – Spectres de masse DIOS en RP du LysoPC en solution à 1 mg/mL sur du
silicium poreux fonctionnalisé par des monocouches de CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3

et sur du silicium poreux non fonctionnalisé. Le pic du LysoPC est détecté à 524,3 m/z et
les principaux fragments (86,0 m/z, 104,0 m/z, 184,1 m/z et 198,2 m/z) sont indiqués. Les pics
correspondant aux substrats sont notés d’une étoile (*). Les spectres de références sont présentés
dans les Figures C.1 et C.3. La normalisation TIC a été utilisée.
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Figure 5.13 – Spectres de masse DIOS en RN du LysoPC en solution à 1 mg/mL sur du
silicium poreux fonctionnalisé par des monocouches de CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3

et sur du silicium poreux non fonctionnalisé. Les principaux fragments du LysoPC (79,0 m/z,
123,1 m/z, 153,1 m/z et 283,6 m/z) sont indiqués mais aucun pic du LysoPC à [M-H]− (522,3
m/z) n’est visible. Les pics correspondant aux substrats sont notés d’une étoile (*). Les spectres
de références sont présentés dans les Figures C.2 et C.3. La normalisation TIC a été utilisée.
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CH3 court CH3 long COO− NH+
3 Silicium

RP

86,0 m/z 100 77 8 90 46

104,0 m/z 31 24 3 30 12

184,0 m/z 18 7 4 13 17

198,2 m/z 12 17 4 24 4

524,3 m/z 1 3 1 0,4 2

RN

79,0 m/z 28 61 47 57 34

123,1 m/z 2 8 7 7 7

153,1 m/z 3 24 21 23 4

283,6 m/z 1 38 25 13 2

Tableau 5.5 – Intensités relatives des fragments du LysoPC en solution en RP et en RN pour
les différentes surfaces poreuses.

5.3.3 Détection du LysoPC dans le plasma sur des surfaces chargées

De même que pour l’étude en solution modèle, nous avons également étudié le LysoPC dans

du plasma sur les surfaces fonctionnalisées par les silanes COO− et NH+
3 en RN. Les spectres et

les intensités relatives des pics de fragments du LysoPC sont présentés respectivement dans la

Figure 5.14 et le Tableau 5.6. Les résultats évoqués dans l’article sur les surfaces non chargées

et le silicium poreux sont encore vrais pour les autres silanes : aucun pic n’est détecté à partir

de 300 m/z, ni le pic du fragment de LysoPC à 283,6 m/z. De plus, les monocouches de silanes

COO− et NH+
3 donnent des intensités plus faibles que le silane CH3 court. Les intensités des

surfaces chargées sont du même ordre de grandeur que le silicium non fonctionnalisé, soit un

ordre de grandeur de moins que la monocouche de CH3 court. Le silane CH3 court est donc le

silane le plus adapté pour détecter le LysoPC dans du plasma parmi les cinq surfaces testées.

CH3 court CH3 long COO− NH+
3 Silicium

79,0 m/z 2,5 0,3 0,1 0,3

123,1 m/z 0,3 0,1 0,2

153,1 m/z 1,5 0,6 0,2 2,1

Tableau 5.6 – Intensités relatives des fragments du LysoPC dans du plasma spiké à 50 µg/mL
en DIOS-MS en mode RN pour les cinq surfaces étudiées. Aucun pic n’est détecté sur le CH3

long et à 283,6 m/z.
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Figure 5.14 – Spectres de masse DIOS en RN du LysoPC spiké dans du plasma sur les substrats
de silicium poreux fonctionnalisé par des silanes CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3 et sur du
silicium poreux non fonctionnalisé. Les principaux fragments du LysoPC (79,0 m/z, 123,1 m/z,
et 153,1 m/z) sont indiqués. Le lavage 5x5 a été utilisé. Les pics correspondant aux substrats
sont notés d’une étoile (*) et les spectres de référence des surfaces sont présentés dans les Figures
C.2 et C.3. La normalisation TIC a été utilisée.
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5.4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté le DIOS-MS comme une alternative au MALDI-MS

pour la détection de LysoPC en solution et dans du plasma. La structure des pores est un

paramètre primordial pour optimiser le signal lorsque l’on n’utilise pas de matrice organique.

Sur des échantillons de silicium plan, aucun signal n’est visible. De plus, en augmentant la

porosité, il est possible de diminuer la fluence du laser nécessaire pour la détection du LysoPC,

ce qui diminue les chances de fragmentation des analytes. À l’inverse, la profondeur des pores,

entre 300 nm et 2 µm, influence peu le signal de détection. Suite à ces expériences, nous avons

choisi des échantillons de silicium poreux avec une profondeur de 1 µm, un diamètre de 10 nm

et une porosité de 60 % pour les analyses en DIOS-MS.

Le LysoPC est bien détecté en solution, principalement grâce à ses fragments, majoritaires

sur le spectre en RP et en RN. En RP, un pic à [M+H]+ (524,3 m/z) est également visible. Avec

ce mode, la meilleure surface pour détecter le LysoPC est celle fonctionnalisée par le silane CH3

court. Ce silane permet de capturer les molécules de LysoPC à l’intérieur des pores, d’après les

résultats de ToF-SIMS, ce qui n’est pas le cas avec le silane CH3 long, et probablement en partie

avec le COO−. Avec ces silanes, le LysoPC reste en surface et ne peut être ionisé que par un

transfert d’énergie indirect, ce qui réduit son signal de détection. En revanche, les résultats en

RN sont différents : la surface la plus adaptée pour la détection du LysoPC est la monocouche

de CH3 long, ce qui indique que la pénétration des molécules dans les pores n’est pas aussi

importante qu’en mode RP.

Toutefois, dans l’étude du plasma sans pré-traitement, il est nécessaire de laver la surface

avant la mesure, il faut donc que les molécules de LysoPC pénètrent dans les pores. C’est ce

que nous voyons lors de l’étude RN du LysoPC spiké à 50 µg/mL dans du plasma. En effet, la

monocouche de silane CH3 long ne donne aucun signal, à la différence des autres surfaces. De

plus, la monocouche de silane CH3 court est la plus adaptée pour la détection du LysoPC dans

du plasma, et permet également d’observer des variations de concentrations entre 50 µg/mL et

500 µg/mL. Des études en RP à 500 µg/mL montrent qu’il est également possible de détecter

le LysoPC avec ce mode.

Cependant, dans les deux modes, la molécule entière de LysoPC (protonée ou déprotonée)

n’est jamais détectée dans le plasma, ce qui peut être problématique lors d’une étude globale des

métabolites sanguins, dans le cas d’un diagnostic par exemple. L’objectif du Chapitre 6 est donc

d’étendre l’analyse DIOS-MS à l’ensemble de notre panel de métabolites en solution multiplexée,

comme c’était le cas dans le chapitre précédent.
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CHAPITRE 6

Étude en DIOS-MS - Détection des 25 métabolites mélangés en solution

6.1 Introduction

Dans le chapitre précédent nous nous sommes intéressés à la détection du LysoPC en DIOS-

MS. Nous avons montré qu’il est possible de détecter ce lipide dans du plasma en RP et en RN, à

plusieurs concentrations et sans pré-traitement, uniquement en lavant la surface à l’eau avant la

mesure de spectrométrie de masse. Cependant, le LysoPC n’est détecté dans le plasma que par

l’intermédiaire de ses fragments, fragments qui peuvent avoir une autre origine que le LysoPC.

Dans l’optique d’un diagnostic en milieu sanguin, il est donc nécessaire d’étendre le nombre de

métabolites biomarqueurs détectés.

Nous avons ainsi repris le panel de 25 métabolites du Chapitre 4 que nous avons maintenant

étudiés en DIOS-MS en solution. Les métabolites étant, pour certains, très différents du LysoPC

en termes de propriétés physico-chimiques, nous nous attendions à obtenir des interactions et des

détections différentes de celles du LysoPC et l’objectif était de mettre ces résultats en relation

avec les propriétés des métabolites et des silanes.

Ce travail est l’objet de ce dernier chapitre. Nous y présentons la détection des métabolites en

solution multiplexée (mélange des 25 métabolites à une concentration de 40 µg/mL). Nous ten-

tons d’expliquer la détection DIOS-MS des métabolites en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques, en particulier leur énergie d’ionisation, leur affinité protonique, leur charge électrique

et leur balance hydrophile/hydrophobe. Nous montrons également que les silanes, en fonction

de leur longueur et de leur charge peuvent favoriser la détection de certains métabolites. Enfin,

nous présentons les perspectives de ces résultats pour une étude dans du plasma.
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6.2 Matériel et méthodes

Les métabolites sont identiques à ceux du Chapitre 4, et présentés à la page 55. Dans la

suite, nous les séparons en trois groupes selon leurs propriétés (Tableau 6.1) : les lipides, les

acides organiques et les autres, qui comprennent les acides aminés. Dans le détail, nous avons :

— les lipides ou fragment de lipides : α-GPC, céramide, LysoPC, LysoPG et sphingomyéline ;

— les acides organiques : acide citrique, acide pyruvique et acide urique ;

— les autres : alanine, arginine, caféine, citrulline, créatine, créatinine, cystéine, glucose,

glutamine, glutathion, glycine, leucine, méthionine, phénylalanine, taurine, tryptophane

et valine.

6.2.1 Préparation des échantillons

Les substrats utilisés dans ce chapitre sont les échantillons de silicium poreux silanisés (par les

silanes CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+
3 ) présentés dans le Chapitre 2, avec une profondeur

de pore 1 µm, un diamètre de 10 nm et une porosité de 60 %.

L’affinité protonique des silanes n’est pas connue. En revanche, il existe des études sur

l’évolution de l’AP des alcanes, amines et acides carboxyliques en fonction de la longueur de

leur châıne carbonée. Dans ces trois cas, l’affinité protonique augmente avec la longueur de la

châıne alkyle, passant par exemple de 637,1 kJ/mol pour le propane (C3H8, même longueur de

châıne que les silanes CH3 court) à 677,2 kJ/mol pour l’heptane (C7H16) [246]. Nous pouvons

donc nous attendre à ce que cette valeur soit encore supérieure pour l’octadécane avec 18 atomes

de carbone, comme le silane CH3 long. Dans le cas des amines, le propylamine (C3H9N), dont

la longueur de la châıne est la même que pour le silane NH+
3 , a une AP de 917,8 kJ/mol [247].

Enfin, pour les acides carboxyliques, nous n’avons pas la valeur pour une châıne de 11 carbones

comme le silane COO−, mais nous pouvons nous attendre à ce que cette valeur soit supérieure

à 806 kJ/mol, la valeur pour l’acide propanöıque (C3H6O2) [248]. Ces valeurs ne sont qu’in-

dicatives et peuvent principalement être utilisées l’une relativement à l’autre car la base des

silanes avec l’atome de silicium n’est pas prise en compte. Enfin, pour une surface non silanisée,

le groupement silanol Si−OH a une AP de 732,6 kJ/mol [247].

Les solutions non multiplexées sont composées des métabolites seuls en solution à 1 mg/mL.

Le solvant est composé d’un mélange chloroforme/méthanol (2:1) pour le LysoPG, le LysoPC, la

sphingomyéline et la céramide et d’eau ultrapure pour les 21 autres métabolites. Les métabolites

sont mélangés à volume égal pour former la solution multiplexée. La concentration finale de

chaque métabolite est 40 µg/mL. Des gouttes de 1 µL sont ensuite déposées sur chaque surface

et 3 réplicas sont effectués pour les mesures. Les mesures en RP et en RN sont faites sur des

échantillons différents.

6.2.2 Analyse DIOS-MS

Les spectres de masse DIOS sont obtenus avec un MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme (Bruker

Daltonics) équipé d’un laser UV (355 nm). Les échantillons de silicium fonctionnalisés sont

maintenus sur une plaque MALDI modifiée grâce à du ruban de cuivre adhésif. Les ions sont
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Métabolite
Masse
(g/mol)

LogP
Affinité

protonique
(kJ/mol)

Point
isoélectrique
(charge)

Énergie
d’ionisation

(eV)

Enthalpie de
déprotonation

(kJ/mol)

LysoPC 523,7 2,1

Sphingomyéline 764,1 0,4 7,8

α-GPC 257,2 -5,5

LysoPG 534,6 4,9 (-1)

Céramides 566,0 12,6

Acide citrique 192,1 -1,3 872,9 (-3)

Acide pyruvique 88,1 0,1 (-1) 9,9 1395

Acide urique 168,1 -1,5 (-0,5) 8,2

Méthionine 149,2 -2,2 935,4 6,3 8,3 1405

Tryptophane 204,2 -1,1 948,9 6,4 7,5 1409

Glycine 75,1 -3,4 886,5 5,8 8,8 1429

Alanine 89,1 -2,8 901,6 6,1 8,8 1425

Leucine 131,2 -1,6 914,6 6,5 8,5 1418

Valine 117,2 -2,0 910,6 6,4 8,7 1420

Créatine 131,2 -2,9 8,5

Glutamine 146,1 -4,0 937,8 6,1 8,6 1487

Citrulline 175,2 -3,9 985,3 6,1

Phénylalanine 165,2 -1,2 922,9 6,3 8,4 1408

Arginine 174,2 -3,2 1051,0 10,8 (+1) 9,1 1388

Caféine 194,2 -0,5 8,0

Taurine 125,2 -2,6 3,8

Cystéine 121,2 -2,8 903,2 5,9 9,5 1399

Glucose 180,2 -2,9

Glutathion 307,3 -4,9 2,8 (-1)

Créatinine 113,1 -1,5 9,0 (+0,7)

Tableau 6.1 – Propriétés physico-chimiques des métabolites présents dans la solution mul-
tiplexée. Les cases sont laissées blanches si la valeur n’est pas connue. La charge à pH 7 est
indiqué entre parenthèse dans la colonne sur le point isoélectrique lorsqu’elle est non nulle. Dans
ce tableau, les métabolites sont triés selon leur ordre d’apparition dans la discussion.
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détectés en mode RP et RN avec un potentiel d’accélération de ± 20 kV. La gamme de masse est

10-800 Da. L’imagerie des gouttes est effectuée avec le logiciel FlexImaging 3.0 (Bruker Daltonics)

avec une résolution spatiale de 200 µm. Pour chaque spot de mesure, 500 coups sont moyennés

pour obtenir le spectre de masse. Les spectres sont analysés avec le logiciel FlexAnalysis 3.4

(Bruker Daltonics) pour la détection des pics et le calcul des rapports S/N. Le S/N indiqué

dans le chapitre correspond au S/N maximal sur l’ensemble des spots d’une goutte. Les barres

d’erreur correspondent à l’écart type des S/N sur 3 réplicas.

6.3 Résultats et discussion

Une première étude non présentée ici était dédiée à observer la détection des métabolites

en solution non multiplexée sur les surfaces poreuses silanisées en RP et en RN. Pour chaque

surface, les principaux pics de détection (molécule protonée ou déprotonée, fragments et adduits)

ont été identifiés. Dans les cas où le métabolite est détecté grâce à un pic à [M+H]+ en RP ou

[M-H]− en RN, avec un signal relatif fort par rapport aux pics de fragments et d’adduits, c’est

ce pic qui sera étudié dans la suite dans la solution multiplexée, sinon, le pic principal du spectre

sera utilisé pour la détection dans le mélange.

6.3.1 Les lipides

Les quatre lipides étudiés et l’α-GPC (fragment du LysoPC) sont présentés dans la Figure

1.12. Leurs propriétés physico-chimiques sont données dans le Tableau 6.1. Le LysoPC et la

sphingomyéline présentent une longue châıne alkyle (respectivement 18 et 16 carbones) et un

groupe chargé négativement (PO4
−) lié à un groupe terminal chargé positivement (N+(CH3)3).

Ils sont tous les deux hydrophobes avec un LogP respectif de 2,1 et 0,4. Le LysoPG contient

également une longue châıne alkyle (18 carbones) et un groupe chargé négativement (PO4
−) lié

à un groupe glycérol terminal. Son LogP est de 4,9. La céramide, avec ses châınes alkyles de 16

et 18 carbones et un LogP de 12,6, est le lipide le plus hydrophobe de cette étude et ne contient

pas de groupement chargé. L’α-GPC, métabolite hydrophile (LogP = -5,5), a été placée dans

le groupe des lipides parce que c’est la partie hydrophile du LysoPC sans la châıne alkyle. La

molécule contient deux groupes chargés, négativement et positivement (respectivement PO4
− et

N+(CH3)3).

Afin d’identifier chaque lipide dans les spectres DIOS issus d’un milieu multiplexé, une étude

préalable en milieu non multiplexé a été nécessaire. Elle montre plusieurs comportements en

fonction des groupes chimiques des lipides. Ceux contenant un groupe négatif et un positif (i.e.

le LysoPC, la sphingomyéline et l’α-GPC) sont détectés en RP et en RN. De plus, les

molécules sont principalement détectées grâce à leurs fragments, qui sont en RP à 86,0 m/z

(CH2−−CH−N+(CH3)3), à 72,0 m/z (perte de CH2), à 104,1 m/z (choline), à 184,1 m/z (phos-

phocholine), et à 198,2 m/z (phosphocholine + CH2) [230]. De plus, l’α-GPC et le LysoPC sont

également détectés à [M+H]+, respectivement à 258,0 m/z et à 524,2 m/z, en revanche, la sphin-

gomyéline n’est pas détectée à sa masse. En RN, ces lipides sont détectés principalement à 79,1

m/z (PO3
−), mais aussi à 123,1 m/z (O3P(CH2)2O

−), à 153,1 m/z (CH3CH(OH)CH2PH2O4
−),
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et à 283,6 m/z (CH3(CH2)16COO−) [244]. Aucun lipide n’est détecté à sa masse en RN. Dans

les deux modes, les trois molécules sont détectées à toutes ou une majorité des masses mais leur

profil de fragmentation est différent. En effet, le Tableau 6.2 ci-dessous donne les intensités rela-

tives de chaque fragment pour chacun des trois métabolites seuls en solution. En RP, on observe

que l’α-GPC est principalement détectée par des fragments de masse faible et la sphingomyéline

par des fragments de masse plus élevée. Aucune tendance n’est visible pour le LysoPC. En RN,

le fragment principal détecté a une masse de 79,1 m/z et les autres fragments dépendent de la

molécule, en particulier, le pic à 283,6 m/z n’est pas présent pour l’α-GPC et la sphingomyéline

car il correspond à la châıne alkyle du LysoPC (et du LysoPG).

Le LysoPG est détecté uniquement en RN, avec les mêmes fragments que les trois lipides

précédents et un pic principal à 79,1 m/z (voir le Tableau 6.2 pour les intensités relatives).

Enfin, la céramide n’est jamais détectée, ni en RN, ni en RP. En comparant ces résultats aux

propriétés des lipides, nous pouvons en conclure qu’en solution non multiplexée, un lipide est

détecté dans le mode RP s’il contient un groupe chargé positivement et en mode RN s’il contient

un groupe chargé négativement.

Masse α-GPC LysoPC Sphingomyéline LysoPG

RP

72,0 m/z 0,19 0,09 0,03

86,0 m/z 0,55 0,54 0,47

104,1 m/z 0,17 0,18 0,05

184,1 m/z 0,04 0,07 0,23

198,2 m/z 0,03 0,11 0,22

258,0 m/z 0,02

524,3 m/z 0,01

RN

79,1 m/z 0,76 0,53 0,70 0,51

123,1 m/z 0,08 0,06 0,30

153,1 m/z 0,16 0,16 0,26

283,6 m/z 0,25 0,22

Tableau 6.2 – Intensités relatives des principaux pics de détection des lipides en solution non
multiplexée. Pour chaque lipide, la somme des intensités des pics est égale à 1.

Ensuite, en solution multiplexée, les rapports S/N pour chaque pic de lipides en RP et en

RN sont présentés dans le Tableau 6.3, les spectres de masses sur chaque surface sont donnés

dans la Figure 6.1 et la Figure 6.2 et un focus sur les pics [M+H]+ du LysoPC et de l’α-GPC

(respectivement à 524,2 m/z et 258,0 m/z) en RP est présenté dans la Figure 6.3.

En RP, aucun pic n’est détecté à la masse du LysoPG et de la céramide, comme dans les

solutions non multiplexées. Seuls les lipides avec un groupe terminal chargé positivement sont
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bien détectés (i.e. le LysoPC, la sphingomyéline et l’α-GPC). Les lipides détectés à [M+H]+

en solution non multiplexée (LysoPC et α-GPC) le sont encore en solution multiplexée. De

plus, la nature chimique de la monocouche de silane a un impact sur le S/N. En effet, le LysoPC

est mieux détecté à 524,2 m/z avec une monocouche de silanes NH+
3 (S/N = 34±17) qu’avec les

silanes CH3 court (S/N = 27±9), la silice non fonctionnalisée (S/N = 12±5) et les silanes longs

(S/N = 14 ± 5 avec les silanes CH3 long et 8 ± 3 avec les silanes COO−). En ce qui concerne

les fragments, il y a peu de différences entre les monocouches NH+
3 et CH3 court, qui sont le

meilleur compromis pour la détection de l’ensemble des fragments. Les résultats montrent une

diminution significative du S/N dans le cas des monocouches de silanes CH3 long et COO− pour

tous les fragments par rapport aux trois autres surfaces, sauf celui à 104,1 m/z. Cette chute

drastique du signal dans le cas des longues châınes alkyles pourrait être liée à la localisation des

lipides en surface ou dans les pores. En effet, nos analyses ToF-SIMS réalisées sur le LysoPC

ont montré que ce lipide est piégé dans les pores avec les silanes CH3 court et sans silane (SiO2)

mais ne l’est pas avec les silanes CH3 long. En extrapolant ces résultats aux autres lipides et

aux silanes COO− et NH+
3 , on peut supposer que les lipides (sauf l’α-GPC) sont dans les pores

avec les silanes CH3 court et NH+
3 et avec la surface non fonctionnalisée et restent en surface

pour les silanes avec de longues châınes alkyles CH3 long et COO−. En revanche, l’α-GPC,

plus petit que les lipides, pourrait pénétrer dans les pores, ce qui pourrait expliquer le signal

fort pour le fragment à 104,1 m/z important dans son profil de fragmentation (Tableau 6.2).

Enfin, les bons résultats obtenus sur le silicium non fonctionnalisé pourrait venir d’une bonne

détection de l’α-GPC sur cette surface. En effet, comme nous l’avons vu avec les métabolites

seuls en solution, l’α-GPC est détectée principalement avec des fragments de masse faible, les

mêmes qui sont majoritaires pour la solution multiplexée sur cette surface.

Quatre lipides sont détectés en RN dans la solution multiplexée : le LysoPG, le LysoPC,

la sphingomyéline et l’α-GPC. Dans l’ensemble, les signaux sont plus faibles qu’en RP pour

l’ensemble des surfaces. En revanche, il n’est pas pas possible d’extraire la contribution de

chaque molécule pour les S/N des fragments parce que ceux-ci sont identiques d’un lipide à

l’autre. Nous pouvons toutefois supposer que la sphingomyéline est peu détectée par rapport

aux autres lipides. En effet, le S/N du pic à 123,1 m/z, principalement présent sur le spectre

de la sphingomyéline, est faible comparé aux S/N des autres pics. Comme pour le mode RP,

les signaux sont moins élevés pour les silanes CH3 long et COO−, probablement parce que les

lipides ne pénètrent pas dans les pores avec ces monocouches. De plus les rapports S/N sont

meilleurs pour les silanes CH3 court et la surface non fonctionnalisée SiO2 que les silanes NH+
3 .

Les groupements positifs des silanes NH+
3 peuvent attirer les fragments chargés négativement

des lipides, ce qui diminuerait leur détection. Enfin, le SiO2 donne un signal systématiquement

supérieur aux silanes NH+
3 , ce qui n’était pas le cas en RP. Cela pourrait venir du fait que

la silice négative pourrait repousser les fragments négatifs de la surface, ce qui faciliterait leur

détection en RN.

Pour résumer, il n’existe pas une meilleure surface pour la détection des lipides, mais il est

nécessaire d’en utiliser plusieurs pour une détection optimale. Pour le LysoPC et l’α-GPC,

il est préférable d’utiliser le mode RP avec une surface respectivement de NH+
3 et CH3 court

parce que ce sont les deux surfaces qui permettent la meilleure détection des deux molécules
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à leur masse en RP tout en permettant une bonne détection de leurs fragments. Dans le cas

de sphingomyéline, il est préférable d’utiliser le mode RP avec les silanes NH+
3 parce que

cette surface offre les meilleurs S/N pour les fragments principaux du lipide en solution non

multiplexée. Le LysoPG est détectable uniquement en RN et les meilleurs résultats pour les

fragments sont observés avec la surface de silicium poreux non fonctionnalisé. Enfin, la céramide

n’est jamais détectée avec cette méthode.

Masse CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

RP

72,0 m/z 337 ± 97 169 ± 21 170 ± 85 181 ± 14 645 ± 251

86,0 m/z 3652 ± 112 1716 ± 193 1348 ± 347 3557 ± 219 3254 ± 60

104,1 m/z 947 ± 189 1124 ± 108 933 ± 356 857 ± 80 972 ± 124

184,1 m/z 1525 ± 329 374 ± 76 306 ± 55 1571 ± 260 1274 ± 367

198,2 m/z 1476 ± 245 163 ± 22 112 ± 21 1188 ± 145 770 ± 68

258,0 m/z 51 ± 15 25 ± 4 14 ± 5 42 ± 13 36 ± 16

524,2 m/z 27 ± 9 14 ± 9 8 ± 3 34 ± 17 12 ± 5

RN

79,1 m/z 624 ± 131 205 ± 64 117 ± 66 274 ± 20 851 ± 126

123,1 m/z 225 ± 71 18 ± 6 21 ± 13 81 ± 81 245 ± 36

153,1 m/z 143 ± 52 54 ± 23 26 ± 16 98 ± 13 186 ± 55

283,6 m/z 371 ± 147 122 ± 60 76 ± 39 317 ± 42 402 ± 102

Tableau 6.3 – Rapports S/N des principaux pics (fragments et molécules protonées) des lipides
en DIOS-MS en solution multiplexée en mode RP et RN. Les écarts types sont calculés à partir
de 3 réplicas. Les principaux fragments des lipides, lorsque ceux-ci représentent plus de 10 %
du signal total (Tableau 6.2) sont soulignés en rouge pour l’α-GPC, en vert pour le LysoPC, en
bleu pour la sphingomyéline, et en magenta pour le LysoPG.
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Figure 6.1 – Spectres de masse DIOS en RP de la solution multiplexée sur les surfaces fonc-
tionnalisées par les silanes CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3 et sur du silicium poreux non
fonctionnalisé. Les principaux fragments des lipides sont identifiés. La normalisation TIC a été
utilisée.
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Figure 6.2 – Spectres de masse DIOS en RN de la solution multiplexée sur les surfaces fonc-
tionnalisées par les silanes CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3 et sur du silicium poreux non
fonctionnalisé. Les principaux fragments des lipides sont identifiés. Les pics issus de la surfaces
sont identifiés par une étoile. La normalisation TIC a été utilisée.
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Figure 6.3 – Spectres de DIOS-MS en RP des pics à [M+H]+ de l’α-GPC à gauche et du
LysoPC à droite sur les cinq surfaces : le silicium poreux fonctionnalisé par des silanes (ligne
noire) CH3 court, (tirets rouges) CH3 long, (points verts) COO−, et (points-tirets bleus) NH+

3

et (points-points-tirets magenta) du silicium poreux non fonctionnalisé. La normalisation TIC
a été utilisée. Le léger décalage des masses peut venir d’un défaut de planéité des échantillons
sur la plaque MALDI modifiée. La normalisation TIC a été utilisée.

6.3.2 Les acides organiques

Les trois acides sont l’acide pyruvique, l’acide citrique et l’acide urique (Figure 1.12,

Tableau 6.1). L’acide pyruvique contient un groupe carboxyle et un groupe cétone, et a une

charge de -1 à pH 7. L’acide citrique contient trois groupes carboxyles et un groupe alcool,

et a une charge de -3 à pH 7. Enfin, l’acide urique contient un groupe O−C(NH−)2 et a une

charge proche de -0,5 à pH 7. Ces trois acides sont bien détectés en mode RN à [M-H]−, en

revanche, ils ne sont pas détectés en RP. Les rapports S/N dans la solution multiplexée en RN

sont présentés dans le Tableau 6.4 et les spectres de masse correspondant aux acides sont donnés

dans la Figure 6.4.

Acide Masse CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

Pyruvique 87,1 70 ± 10 121 ± 43 23 ± 9 20 ± 8 46 ± 13

Urique 167,2 225 ± 55 156 ± 69 37 ± 5 195 ± 33 316 ± 114

Citrique 192,3 680 ± 115 882 ± 263 250 ± 62 292 ± 54 363 ± 112

Tableau 6.4 – Rapports S/N des trois acides à [M-H]− dans la solution multiplexée en RN en
DIOS-MS. Les écarts types sont calculés à partir de 3 échantillons différents.

L’acide citrique est le mieux détecté des trois acides, probablement grâce à ses trois groupes

carboxyles. Ces groupes ont tendance à se déprotoner, permettant une détection à [M-H]−

(S/N = 882 au maximum avec la monocouche CH3 long). En revanche, aucun pic n’est détecté

à [M-2H]2− et [M-3H]3−, probablement parce que la molécule se fragmente plutôt que d’être

plusieurs fois déprotonée. L’acide pyruvique qui ne contient qu’un seul groupe carboxyle est

de fait moins bien détecté que l’acide citrique (S/N = 121 au maximum avec la monocouche

CH3 long). Par ailleurs, les deux acides sont mieux détectés avec les monocouches de silanes

CH3 court et CH3 long. Ce résultat pourrait être lié à l’AP des silanes. En effet, les silanes NH+
3

184



Figure 6.4 – Spectres de DIOS-MS en RN des pics à [M+H]+ de l’acide pyruvique, de l’acide
urique et de l’acide citrique sur les cinq surfaces : le silicium poreux fonctionnalisé par des silanes
(ligne noire) CH3 court, (tirets rouges) CH3 long, (points verts) COO−, et (points-tirets bleus)
NH+

3 et (points-points-tirets magenta) du silicium poreux non fonctionnalisé. La normalisation
TIC a été utilisée.

(respectivement S/N = 292 et 20 pour l’acide citrique et l’acide pyruvique), COO− (respecti-

vement S/N = 250 et 23) et la surface de silicium non fonctionnalisée (respectivement S/N =

363 et 46) ont une AP plus forte que les silanes CH3 court (respectivement S/N = 680 et 70) et

CH3 long (respectivement S/N = 882 et 121). Cette différence pourrait modifier la protonation

des groupes carboxyles des acides organiques et expliquer leur meilleure détection sur les silanes

CH3 court et CH3 long.

Le S/N de l’acide urique à [M-H]− est plus grand que celui de l’acide pyruvique et plus

petit que celui de l’acide citrique pour toutes les surfaces. Cela pourrait s’expliquer par des AP

différentes. Cependant, il n’est pas possible de valider cette hypothèse parce que ces valeurs ne

sont pas connues, exceptée celle de l’acide citrique.

En tenant compte des barres d’erreur, les silanes CH3 court et CH3 long donnent les meilleurs

résultats pour les trois acides. Pour l’acide urique, les silanes NH+
3 et la surface de silicium non

fonctionnalisée donnent également des résultats équivalents. Cela pourrait être lié à la faible

affinité protonique des silanes CH3 court et CH3 long, qui aurait de l’importance en présence

des groupes carboxyles, et dans une moindre mesure en présence des groupes O(NH)2. De plus,

on constate systématiquement la mauvaise détection des acides avec les silanes COO−. Cela

pourrait être lié à l’AP de ce silane qui serait plus élevée que celle des autres silanes (d’après les
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données au début du chapitre). Par ailleurs, il semble que cette différence ne soit pas due aux

propriétés hydrophiles des métabolites car l’acide citrique et l’acide urique on un LogP similaire

et inférieur à celui de l’acide pyruvique.

Pour conclure, pour détecter les acides organiques dans les meilleures conditions, il faut

travailler en mode RN et utiliser une monocouche de silanes CH3 long pour l’acide citrique et

l’acide pyruvique et une surface poreuse non fonctionnalisée pour l’acide urique.

6.3.3 Les autres métabolites

Nous avons regroupé l’ensemble des métabolites restants pour analyser leur comportement

parce que leurs propriétés physico-chimiques sont proches : leur masse moléculaire est inférieure

à 300 g/mol (sauf le glutathion à 307 g/mol), leur charge est comprise entre -1 et +1 à pH 7

et les groupements présents sur les molécules sont principalement des amines et des carboxyles,

comme dans le cas des acides aminés. Tous ces métabolites sont présentés dans la Figure 1.12

pour leur forme à pH 7 et dans le Tableau 6.1 pour leurs propriétés physico-chimiques.

6.3.3.a Les métabolites qui ne sont détectés ni en RP ni en RN

Cinq métabolites ne sont jamais détectés, ni en RN, ni en RP. Ce sont la méthionine, le

tryptophane, la glycine, l’alanine et la leucine. Leur charge est nulle à pH 7. La méthionine

et le tryptophane ont un profil de fragmentation dans les solutions non-multiplexées complexe,

avec une intensité faible, ainsi que des faibles signaux à [M+H]+ et à [M-H]−. Cette abondante

fragmentation pour ces deux acides aminés ainsi que la plus faible fragmentation pour les autres

acides aminés étudiés est en accord avec une étude précédente [249], et pourraient expliquer leur

non détection dans la solution multiplexée. La glycine et l’alanine (énergie d’ionisation de 8,8

eV pour les deux) sont moins sujettes à la fragmentation que les deux acides aminés précédents.

Elle ont cependant des AP parmi les plus basses des acides aminés étudiés (inférieures à 901

kJ/mol dans les deux cas) et des enthalpies de déprotonation parmi les plus élevées (mais elles

ont une affinité protonique plus faible (AP respectivement de 886,5 et 901,6 kJ/mol contre 935,4

kJ/mol pour la méthionine et 948, 9 kJ/mol pour le tryptophane). En conséquence, la glycine

et l’alanine sont légèrement détectées à [M+H]+ et à [M-H]− en solution non-multiplexée (sans

fragmentation évidente) mais elles ne le sont plus dans la solution multiplexée. Enfin, la leucine,

qui est proche de la glycine et de l’alanine (énergie d’ionisation de 8,5 eV et AP de 914,6 et faible

fragmentation) n’est pas détectée non plus à [M+H]+ ni à [M-H]− en solution multiplexée. De

plus, le fragment principal de la leucine est situé à 86,0 m/z qui est aussi la masse d’un fragment

des lipides. Il n’est donc pas possible de la détecter, le signal des lipides étant majoritaire devant

celui des acides aminés en RP.

6.3.3.b Les métabolites détectés uniquement en RP

Sept métabolites sont exclusivement détectés en RP, ce sont : la valine, la citrulline,

l’arginine, la glutamine, la phénylalanine, la créatine et la caféine. Les pics de détection

et leurs signaux sur bruit respectifs sont présentés dans la Figure 6.5 et le Tableau 6.5. Cinq
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des sept métabolites (les acides aminés) ont une AP supérieure à 910 kJ/mol. Pour les deux

autres (créatine et caféine), qui ne sont pas des acides aminés, cette valeur n’est pas connue.

Nos résultats pourraient suggérer qu’une telle affinité protonique favorise une détection en RP

(forme COOH/NH+
3 ). De plus, ces sept métabolites ont un S/N plus faible avec les silanes CH3

long, COO−, et NH+
3 (exceptée la phénylalanine) qu’avec les silanes CH3 court et le SiO2. Le

faible S/N avec les silanes avec les longues châınes alkyles pourrait venir d’un problème de cap-

ture comme pour le LysoPC ou bien d’un problème d’évacuation des ions piégés dans les pores.

Notons que dans le cas des acides, les silanes CH3 long donnent des S/N aussi élevés que les

silanes CH3 court en RN. C’est cohérent avec les résultats du chapitre précédent sur le LysoPC

où l’on montre que le S/N est meilleur en RP lorsque le LysoPC est dans les pores et en RN

lorsque la molécule de LysoPC reste en surface. Le faible S/N avec les silanes NH+
3 pourrait être

en lien avec l’AP de ce silane qui est probablement supérieure à celle des silanes CH3 court et

du SiO2, comme expliqué au début du chapitre.

Masse CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

Valine 55,1 8 ± 1 4 ± 1 4 ± 1 6 ± 1 17 ± 4

Créatine 132,1 6 ± 1 5 ± 1 4 ± 1 3 ± 1 11 ± 3

Glutamine 146,9 176 ± 17 48 ± 12 26 ± 4 50 ± 4 156 ± 13

Citrulline 162,9 45 ± 4 6 ± 1 5 ± 2 10 ± 5 50 ± 26

Phénylalanine 166,0 52 ± 10 11 ± 2 9 ± 3 53 ± 9 51 ± 6

Arginine 175,1 18 ± 6 9 ± 3 8 ± 3 8 ± 1 29 ± 13

Caféine 195,0 6 ± 1 3 ± 1 2 ± 0 2 ± 1 6 ± 1

Tableau 6.5 – Rapports S/N pour le pic [M+H]+ de la créatine, la glutamine, la phénylalanine,
l’arginine, et la caféine et le principal fragment de la valine et la citrulline dans la solution mul-
tiplexée en RP en DIOS-MS. Les écarts types sont calculés à partir de 3 échantillons différents.

La valine a une affinité protonique (910,6 kJ/mol) et une énergie d’ionisation (8,7 eV) proche

de celles de la glycine et de l’alanine (respectivement 886,5 kJ/mol et 901,6 kJ/mol pour l’AP

et 8,8 eV et 8,8 eV pour l’énergie d’ionisation) qui ne sont pas détectées. De plus, d’après une

étude précédente, et comme la glycine et l’alanine, la valine est peu fragmentée par rapport

à la méthionine, au tryptophane et à la leucine. Néanmoins, sa masse est plus élevée, ce qui

pourrait expliquer la différence de détection. Le pic de fragment avec la plus grande intensité

est à 72,0 m/z (en accord avec l’étude récente de Zavilopulo et al. sur la fragmentation de

valine par impact d’électrons [250]). Cependant, dans la solution multiplexée, le pic de valine à

72,0 m/z ne peut pas être décorrélé de celui du fragment des lipides également à 72,0 m/z. En

conséquence, le second pic de fragment à 55,0 m/z a été pris pour l’analyse de cet acide aminé.

La citrulline, dont l’AP est plus élevée (985,3 kJ/mol) est également détectée uniquement

grâce à des fragments, principalement à 162,9 m/z, en accord avec l’étude de Yin et al. en

MALDI-MS [251].

L’arginine est chargée positivement à pH 7 et a une grande affinité protonique (1051,0

kJ/mol) ce qui empêcherait une détection en RN. Cependant, l’arginine est seulement faiblement
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Figure 6.5 – Pic principal détecté en RP en DIOS-MS de la valine, la créatine, la glutamine, la
citrulline, la phénylalanine, l’arginine et la caféine en solution multiplexée sur les cinq surfaces :
le silicium poreux fonctionnalisé par des silanes (ligne noire) CH3 court, (tirets rouges) CH3 long,
(points verts) COO−, et (points-tirets bleus) NH+

3 et (points-points-tirets magenta) du silicium
poreux non fonctionnalisé. Ce pic correspond au pic [M+H]+ pour la créatine, la glutamine, la
phénylalanine, l’arginine et la caféine et au fragment principal pour la valine et la citrulline. La
normalisation TIC a été utilisée.
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détectée en RP et principalement avec les silanes CH3 court (S/N = 18) et la surface de SiO2

(S/N = 31).

La glutamine et la phénylalanine sont aussi détectées à [M+H]+ (en accord avec [249]).

De même que pour tous ces métabolites détectés uniquement en RP, la glutamine est mieux

détectée sur les monocouches de CH3 court (S/N = 178) et sur la surface de SiO2 (S/N = 162).

Cependant, dans le cas de la phénylalanine, le cycle aromatique pourrait provoquer une inter-

action cation-π avec les silanes NH+
3 , ce qui pourrait influencer les S/N qui sont semblables

pour les monocouches de CH3 court (S/N = 51) et de NH+
3 (S/N = 54) et la surface de SiO2

(S/N = 50). Notons que la glutamine et la phénylalanine sont mieux détectées que l’arginine

(S/N = 29 au maximum sur la surface de SiO2), alors que son AP (1051,0 kJ/mol) est supérieure

à celles de la glutamine (937,8 kJ/mol) et de la phénylalanine (922,9 kJ/mol). Donc l’AP n’est

pas déterminante à elle seule dans la détection des acides aminés. Il est probable, qu’il y ait un

compromis avec, entre autres, l’enthalpie de déprotonation et l’énergie d’ionisation qui est plus

faible pour la glutamine et la phénylalanine que l’arginine (respectivement 6,1 eV, 6,3 eV et 10,8

eV).

Enfin, la créatine et la caféine sont faiblement détectées à [M+H]+ en RP. La caféine n’est

pas chargée à pH 7 et a une énergie d’ionisation faible (8,0 eV), proche de celle des métabolites

qui ne sont jamais détectés, ce qui peut expliquer pourquoi le signal ne dépasse pas un rapport

S/N de 6 sur la monocouche de CH3 court et sur la surface de SiO2. Ce signal est encore inférieur

sur les autres surfaces et ne dépasse par la limite de détection de 3. Tout comme l’arginine, la

créatine a un pKa supérieur à 7 (8,5), et ses S/N sont faibles. Néanmoins, son AP et son énergie

d’ionisation ne sont pas connues.

6.3.3.c Les métabolites détectés uniquement en RN

Les métabolites qui ne sont détectés qu’en RN sont le glutathion, la cystéine, le glucose

et la taurine. Les rapports S/N et les pics de détection sont donnés respectivement dans le

Tableau 6.6 et dans la Figure 6.6.

Masse CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

Taurine 124,2 2330 ± 122 2353 ± 513 873 ± 207 1000 ± 73 1768 ± 7

Cystéine 168,2 12 ± 3 4 ± 1 6 ± 3 5 ± 1 13 ± 1

Glucose 179,2 6 ± 0 0 0 4 ± 1 8 ± 2

Glutathion 306,4 7 ± 2 8 ± 4 0 0 8 ± 2

Tableau 6.6 – Rapports S/N pour le pic [M-H]− de la taurine, le glucose et le glutathion et
le principal adduit de la cystéine dans la solution multiplexée en RN en DIOS-MS. Les écarts
types sont calculés à partir de 3 échantillons différents.

À pH 7, parmi les quatre métabolites, le glutathion est le seul qui a une charge nette

négative, les autres sont globalement neutres. La faible détection du glutathion pourrait venir

de sa masse élevée par rapport aux autres métabolites. En effet, nous avons vu dans le cas

des lipides que les molécules à [M-H]−, dont les masses sont supérieures à 250 m/z ne sont
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Figure 6.6 – Principal pic de détection de la taurine, la cystéine, le glucose, et le glutathion en
RN en DIOS-MS en solution multiplexée sur les cinq surfaces : le silicium poreux fonctionnalisé
par des silanes (ligne noire) CH3 court, (tirets rouges) CH3 long, (points verts) COO−, et (points-
tirets bleus) NH+

3 et (points-points-tirets magenta) du silicium poreux non fonctionnalisé. La
normalisation TIC a été utilisée.

pas détectées en RN. Le glucose n’est pas chargé mais possède six groupes hydroxyles qui

pourraient expliquer sa détection en RN seulement. L’affinité protonique de la cystéine est

aussi faible que celle des métabolites qui ne sont jamais détectés, ce qui explique qu’elle ne

soit pas détectée non plus en RP. Sa grande énergie d’ionisation pourrait expliquer pourquoi le

signal de la cystéine ne provient pas de ses fragments mais d’un adduit à 168,3 m/z (+ 47 m/z).

Enfin, parmi tous les métabolites étudiés, la taurine est celui avec le plus grand S/N en RN.

Comme pour les métabolites précédents, à notre connaissance, son affinité protonique ainsi que

son énergie d’ionisation ne sont pas connues, il semblerait juste que son affinité protonique soit

faible devant celle des acides aminés (au minimum 886,5 kJ/mol pour la glycine) [252].

Le S/N bas avec les silanes NH+
3 (par rapport aux autres surfaces) pour les quatre métabolites

pourrait s’expliquer par les interactions entre les métabolites et la surface qui diminuent la

détection possible des ions négatifs. Le S/N est également bas avec le silane COO− et pourrait

être dû à un échange de proton entre la surface et les métabolites. Les énergies d’ionisation

ne sont pas connues pour ces métabolites, il est donc difficile de valider cette hypothèse. Une

affinité protonique plus forte pour le glucose et le glutathion que pour la taurine pourrait

expliquer la détection de la taurine avec les silanes COO− et la non détection pour le glucose et

le glutathion, ainsi que les plus hauts S/N de la taurine pour toutes les surfaces par rapport aux
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trois autres métabolites. On observe aussi une mauvaise détection du glucose et de la cystéine

sur les silanes CH3 long et un S/N élevé pour la taurine et le glutathion, nous ne savons pas

expliquer cela. Dans l’ensemble, les silanes CH3 court et le SiO2 donnent les meilleurs rapports

S/N pour les métabolites en RN.

6.3.3.d Le métabolite détecté en RP et en RN

Un seul métabolite (en dehors des lipides) est détecté avec les deux modes RP et RN :

la créatinine, avec un signal faible dans les deux cas (Tableau 6.7 et Figure 6.7). En RP,

la créatinine est principalement détectée sur la surface de SiO2 non fonctionnalisée et sur la

monocouche de silanes CH3 court, comme c’est le cas pour les autres métabolites. En RN,

aucune surface ne semble clairement se démarquer des autres pour la détection de la molécule.

À pH 7, la créatinine est chargée positivement, ce qui pourrait expliquer le S/N plus élevée en

RP qu’en RN.

Créatinine Masse CH3 court CH3 long COO− NH+
3 SiO2

RP 114,0 13 ± 1 7 ± 2 6 ± 2 6 ± 2 29 ± 3

RN 112,2 9 ± 1 7 ± 2 6 ± 3 3 ± 0 8 ± 1

Tableau 6.7 – Rapports S/N pour les pics [M+H]+ et [M-H]− de la créatinine en RP et en RN
dans la solution multiplexée en DIOS-MS. Les écarts types sont calculés à partir de 3 échantillons
différents.

Figure 6.7 – À gauche, pic [M+H]+ de la créatinine en RP en DIOS-MS et à droite pic [M-H]−

de la créatinine en RN en DIOS-MS en solution multiplexée sur les cinq surfaces : le silicium
poreux fonctionnalisé par des silanes (ligne noire) CH3 court, (tirets rouges) CH3 long, (points
verts) COO−, et (points-tirets bleus) NH+

3 et (points-points-tirets magenta) du silicium poreux
non fonctionnalisé. La normalisation TIC a été utilisée.

Pour résumer, cinq métabolites ne sont jamais détectés (méthionine, tryptophane, gly-

cine, alanine et leucine). Sept métabolites sont préférentiellement détectés en RP. Parmi eux,

la détection de la phénylalanine est meilleure avec les silanes NH+
3 probablement grâce aux

interactions cation-π. Pour les sept autres métabolites, valine, créatine, glutamine, citrul-

line, arginine, caféine et créatinine, les silanes CH3 court et la surface non fonctionnalisée
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permettent une détection plus efficace que les silanes long grâce à une évacuation plus efficace

des pores et que les silanes NH+
3 dont l’affinité protonique n’est pas optimale. Enfin, le mode RN

est préférable pour quatre métabolites et la surface offrant le signal le plus élevé est le silicium

non fonctionnalisé pour la cystéine, le glucose, et le glutathion et les silanes CH3 court pour

la taurine. Les silanes CH3 long sont aussi efficaces pour la taurine et le glutathion mais les

variations entre les gouttes sont plus élevées que pour les autres surfaces.

Ces résultats ne semblent pas être corrélés aux énergies d’interaction obtenues en dynamique

moléculaire. Si nous prenons l’exemple de la phénylalanine, dont la détection est bonne en DIOS-

MS, nous avons vu que les surfaces les plus adaptées pour sa détection sont les silanes CH3 court,

NH+
3 et le silicium non fonctionnalisé. Or, en dynamique moléculaire, sur de la silice poreuse, la

surface offrant l’adsorption la plus efficace est la monocouche de silanes NH+
3 (−240±36 kJ/mol)

et la moins efficace est la monocouche de silanes COO− (−87± 26 kJ/mol). Les autres surfaces,

CH3 court, CH3 long et silicium, donnent des énergies d’interaction équivalentes (respectivement

−143±54, −147±60, et −120±40 kJ/mol). En comparant les deux résultats, aucune tendance

ne ressort. Il en est de même pour l’acide urique, autre métabolite bien détecté en DIOS-MS

et commun avec l’étude de dynamique moléculaire. De plus, à la différence du MALDI, une

molécule déposée sur la surface mais non adsorbée n’est pas nécessairement mieux détectée

qu’une molécule adsorbée. En effet, la caféine qui ne s’adsorbe pas sur la surface de silicium non

fonctionnalisée a un S/N 8,5 fois plus petit que la phénylalanine qui est adsorbée.

6.3.4 Perspectives : la détection des métabolites dans le plasma

Dans l’optique de faire des analyses en plasma comme pour le LysoPC, nous avons fait un

test de lavage à l’eau sur la taurine seule en solution en RN, le mode pour lequel la taurine

est détectée en DIOS-MS. Après juste un lavage, le signal disparâıt totalement sur le SiO2.

Néanmoins, seule la surface non fonctionnalisée a été testée, il est donc nécessaire de confirmer

ce résultat avec les autres surfaces. De plus, il est probable qu’un travail soit nécessaire sur le

choix du solvant pour le rinçage et sur la possibilité de modifier la tension superficielle de la

solution de taurine pour éventuellement favoriser la capture dans les pores (avec l’acétonitrile

par exemple).

6.4 Conclusion

Ce chapitre était consacré à l’étude DIOS-MS des 25 métabolites utilisés précédemment en

MALDI-MS. La solution utilisée pour cette étude était une solution multiplexée contenant les

25 métabolites à une concentration de 40 µg/mL. Cette solution a été déposée sur les quatre

surfaces poreuses silanisées et le silicium poreux non fonctionnalisé. Les résultats ont montré

que la détection des métabolites dépendait de leurs propriétés, en particulier de leurs groupes

chimiques et de leur affinité protonique, ainsi que des éventuels échanges de protons avec la

surface. Les meilleurs modes de détection et les meilleures surfaces pour chaque métabolite sont

résumés dans le Tableau 6.8.
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Pour les lipides, nous avons constaté qu’ils ne pouvaient être détectés que s’ils contenaient

un groupe chimique de charge de même signe que le mode (RP ou RN), comme le groupe

N+(CH3)3 pour le LysoPC en RP par exemple. De plus, nous avons observé que les lipides étaient

principalement détectés grâce à leurs fragments en RP et uniquement grâce aux fragments en

RN et que le signal de la molécule complète était faible par rapport à celui des fragments (jusqu’à

un facteur 100 pour les fragments les mieux détectés). Enfin, les lipides sont mieux détectés en

RP lorsque la monocouche de silane a une châıne alkyle courte, car les mesures en DIOS-MS

sont plus efficaces lorsque les analytes se trouvent dans les pores, ce qui n’est pas possible avec

les silanes longs, comme l’ont montré nos analyses de ToF-SIMS.

Les acides organiques ne sont détectés qu’en RN grâce à la perte d’un proton, ce qui suit la

même logique qu’en solution avec les couples acide/base où l’acide perd également un proton.

Peu de propriétés sur l’ionisation des acides dans du gaz sont connues mais le nombre de groupes

chimiques déprotonables comme les groupes carboxyles semble influencer le signal de détection :

l’acide citrique a un signal plus fort que l’acide pyruvique qui contient moins de groupements

chimiques déprotonables.

Les métabolites du troisième groupe comprenant entre autres les acides aminés ont été ana-

lysés ensemble car ils présentent des propriétés chimiques similaires. Leur détection en RP est

principalement liée à leur affinité protonique. Si l’AP est trop faible, les acides aminés ne sont

pas détectés, tandis que lorsqu’elle augmente, un signal apparâıt, comme c’est le cas pour la

phénylalanine et la glutamine. Toutefois, une grande AP n’est pas synonyme d’un signal de

détection élevé, comme le montrent les résultats pour l’arginine, et d’autres phénomènes sont

importants comme probablement l’énergie d’ionisation. En général, les meilleures surfaces pour

la détection des métabolites sont la surface de silicium non fonctionnalisée et les monocouches

de silanes CH3 court et NH+
3 , comme pour les lipides.

En RN, la taurine se révèle être le métabolite le mieux détecté, grâce à des rapports S/N

nettement supérieurs à ceux des autres métabolites de ce groupe. Cette excellente détection

pourrait s’expliquer par la faible affinité protonique de la taurine comparée à celle des acides

aminés. Les surfaces offrant les meilleurs rapports S/N sont celles qui présentent une charge

faible ou nulle (SiO2 et CH3) par rapport aux silanes chargés. Il faut noter que les résultats

obtenus en RP diffèrent de ceux obtenus en RN : l’efficacité des silanes n’est pas la même en

fonction du mode de détection utilisé.

Parmi les métabolites étudiés, seule la créatinine est détectée en RP et en RN, en dehors des

lipides. Cependant, le signal obtenu est très faible dans les deux cas, ce qui rend peu probable

sa détection dans des milieux plus complexes.

Finalement, pour l’étude des métabolites sélectionnés, tous les silanes ont un intérêt pour au

moins un métabolite excepté le silane COO− qui est toujours celui offrant les signaux les plus

faibles.

Enfin, les premiers essais de lavage de la surface après le dépôt de la taurine en solution

sur une surface de SiO2 poreux n’ont pas été concluants et il est nécessaire de poursuivre les

recherches pour trouver la surface et le solvant permettant la meilleure détection de ce métabolite

après lavage. Une fois que ces paramètres auront été trouvés, il sera possible de passer à l’étude
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dans du plasma. Il est raisonnable de penser que pour des métabolites ayant des propriétés

physico-chimiques semblables, comme les acides aminés, une fois que le protocole de lavage de la

surface pour un métabolite spécifique aura été déterminé, il s’adaptera aux autres métabolites

de la même catégorie, ce qui simplifiera cette étude préliminaire.

Métabolite Détection
Masse
(g/mol)

Choix 1 Choix 2

Mode Surface Mode Surface

LysoPC [M+H]+ 524,2 RP NH+
3 RP CH3 court

Sphingomyéline Fragments RP NH+
3 RP CH3 court

α-GPC [M+H]+ 258,0 RP CH3 court RP NH+
3

LysoPG Fragments RN SiO2 RN CH3 court

Céramides

Acide citrique [M-H]− 192,3 RN CH3 long RN CH3 court

Acide pyruvique [M-H]− 87,1 RN CH3 long RN CH3 court

Acide urique [M-H]− 167,2 RN SiO2 RN CH3 court

Méthionine

Tryptophane

Glycine

Alanine

Leucine

Valine Fragments 55,1 RP SiO2 RP CH3 court

Créatine [M+H]+ 132,1 RP SiO2 RP CH3 court

Glutamine [M+H]+ 146,9 RP CH3 court RP SiO2

Citrulline Fragments 162,9 RP SiO2 RP CH3 court

Phénylalanine [M+H]+ 166,0 RP NH+
3 RP CH3 court

Arginine [M+H]+ 175,1 RP SiO2 RP CH3 court

Caféine [M+H]+ 195,0 RP CH3 court RP SiO2

Taurine [M-H]− 124,2 RN CH3 long RN CH3 court

Cystéine Adduit 168,2 RN SiO2 RN CH3 court

Glucose [M-H]− 179,2 RN SiO2 RN CH3 court

Glutathion [M-H]− 306,4 RN SiO2 RN CH3 long

Créatinine [M+H]+ 114,0 RP SiO2 RP CH3 court

Tableau 6.8 – Meilleurs modes (RP ou RN) et surfaces pour la détection des 25 métabolites
dans la solution multiplexée en DIOS-MS. Les lignes blanches correspondent aux métabolites
qui ne sont jamais détectés.
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Conclusion

Le diagnostic rapide du sepsis est un grand enjeu médical actuel et la quantification de

métabolites biomarqueurs de la maladie directement dans du plasma sanguin est une solution

prometteuse pour accélérer le diagnostic, et ainsi soigner plus rapidement les patients atteints de

la maladie. Pour cela, la spectrométrie de masse par désorption-ionisation laser est une technique

d’analyse dont la sensibilité est suffisante pour pouvoir analyser la composition d’une goutte de

plasma. Cependant, les études sur la détection de métabolites dans du plasma restent très

rares et nécessitent souvent de long pré-traitements des échantillons pour retirer les protéines

abondantes.

L’objectif de cette thèse était de fabriquer et de caractériser les surfaces de silicium silanisées

puis d’utiliser ces surfaces pour détecter les métabolites dans différents milieux pour s’approcher

de la complexité du plasma sans pré-traitement. Un travail théorique parallèle de dynamique

moléculaire avait également pour but d’étudier les interactions entre les métabolites et les sur-

faces en fonction du silane utilisé pour essayer de mettre en relation ces observations avec les

résultats de spectrométrie de masse.

La fabrication des surfaces grâce à la fonctionnalisation en phase gazeuse, à partir de trois

fours conçus dans le cadre du projet, et d’un quatrième four déjà présent dans l’équipe, a

permis de silaniser de manière reproductible des surfaces de silicium poreux avec les quatre

silanes CH3 court, CH3 long, COO−, NH+
3 . Chaque four était dédié à un silane pour éviter

au maximum les contaminations entre les silanes. Nos caractérisations par angle de contact

ont montré que l’hydrophobie des surfaces silanisées est équivalente à l’hydrophobie obtenue

lors de la silanisation en phase liquide, également utilisée dans l’équipe. De plus, les analyses

XPS permettent de conclure que les surfaces sont uniformes et la densité surfacique de silanes

reproductible. Enfin, l’analyse en profondeur de ToF-SIMS a montré que la silanisation est

conforme sur l’ensemble des pores. Ces protocoles pourront être utilisés également pour d’autres

études dans l’équipe.

En dynamique moléculaire, trois surfaces de silice ont été modélisées : une surface plane,

une en feuillets et une poreuse. Sur chacune de ces surfaces, les quatre silanes ont été greffés

et les interactions entre les silanes et les métabolites ont été étudiées. Nous avons montré que
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la surface de silice n’impactait pas les métabolites qui étaient adsorbés sur la surface mais la

vitesse pour que cela se produise : l’état final est obtenu plus rapidement avec les surfaces en

feuillets et poreuse parce que la surface totale de silice dans le système est plus importante

que pour la silice plane. Les silanes CH3 court sont les silanes qui permettent de capturer le

plus de métabolites, en moyenne plus de 12 sur les 14 de l’étude, et les silanes chargés ont

tendance à capturer les métabolites plus hydrophiles et de charge opposée à la charge du silane.

Il est également possible qu’un métabolite soit capturé par une surface pour laquelle l’affinité

chimique est mauvaise (métabolite hydrophile et chargé sur silane hydrophobe) grâce à un

deuxième métabolite qui agit comme liaison entre le premier métabolite et la surface.

Notre étude de spectrométrie de masse a commencé par la technique MALDI pour l’étude

des métabolites biomarqueurs du sepsis en solution sur les silanes. Lorsque ces métabolites sont

mélangés, 9 parmi les 25 sont détectés en MALDI-MS avec des intensités différentes. En fonction

des propriétés physico-chimiques des métabolites, la surface de silanes la plus efficace pour les

détecter peut varier. Par exemple, les métabolites hydrophobes comme le LysoPC et la caféine

sont mieux détectés sur le silicium poreux non fonctionnalisé alors que l’influence des silanes

est moins importante pour les métabolites non chargés. En reprenant les résultats obtenus pour

tous les métabolites, la surface offrant le meilleur compromis entre un bon signal et une bonne

reproductibilité est le silane CH3 court. Cependant, à des concentrations faibles, les pics de

certains métabolites comme le LysoPC ne sont plus différenciables des pics de matrice ce qui

rend leur étude dans un milieu plus complexe impossible en MALDI-MS.

Pour résoudre ce problème, nous avons continué les analyses de spectrométrie de masse

avec la technique de DIOS-MS sans matrice. Nous avons commencé par étudier le LysoPC,

le métabolite le mieux détecté en MALDI-MS dans notre panel de métabolites. Le LysoPC

est détecté en RP et en RN mais à la différence du MALDI-MS, il est détecté principalement

grâce à ses fragments.Toutefois, il est possible de détecter le LysoPC dans du plasma sans pré-

traitement, uniquement en lavant la surface à l’eau ultrapure. Cela permet de détecter le LysoPC

dans du plasma non modifié et également d’observer des différences de signal lorsque le LysoPC

est artificiellement ajouté dans le plasma à plusieurs concentrations en RN et en RP.

Ces résultats nous ont amené à élargir l’étude DIOS-MS en reprenant la solution multiplexée

contenant les 25 métabolites utilisés en MALDI-MS. Nous avons étudié cette solution en RP et

en RN pour essayer de déterminer la meilleure surface pour détecter chaque métabolite. Parmi

les 25 de la solution, 6 ne sont jamais détectés, ni en RN, ni en RP, 7 ne sont détectés qu’en

RP, 8 uniquement en RN et 4 sont détectés dans les deux modes. En mode RP, les surfaces qui

permettent de mieux détecter les métabolites sont le silicium poreux non fonctionnalisé et les

monocouches de silane CH3 court et NH+
3 . En RN, les surfaces offrant les plus grandes intensités

sont principalement le SiO2 poreux et la monocouche de silanes CH3 long.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses. Tout d’abord, pour la silanisation, il pourrait

être intéressant de créer des monocouches de silane mixtes grâce aux fours de silanisation. Une

seconde entrée a été installée sur deux des fours et permettrait de combiner les propriétés de

chaque silane (un silane long et un court ou un silane non chargé et un chargé par exemple). Il a
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été montré en dynamique moléculaire dans l’équipe que le mélange de couches de silanes pouvait

améliorer l’adsorption des protéines sur la surface [227]. Il est possible que ce soit également le

cas pour les métabolites et que le changement des propriétés optiques de la surface modifie

également la détection en DIOS-MS.

Cette étude de mélange de silanes peut aussi être faite par simulation. Il est probable que

la modification des couches de silane influence l’adsorption de certains métabolites. De plus, il

pourrait être intéressant d’étudier le système poreux présenté dans la conclusion du Chapitre 3

à la page 120. Ce système, plus proche du pore réel permettrait d’étudier le comportement des

métabolites mais aussi d’autres molécules comme des protéines dans un milieu confiné.

Enfin, en DIOS-MS, la prochaine étape est l’étude des métabolites du panel dans du plasma.

Pour cela, il est nécessaire d’effectuer un travail préparatoire sur le lavage des surfaces avant la

mesure. Les premières mesures sur la taurine en RN ont montré que l’utilisation de l’eau sur

un substrat de silicium poreux non fonctionnalisé enlevait tout le signal, il est donc nécessaire

d’approfondir l’étude sur le sujet. Il serait par exemple intéressant de mélanger la taurine dans un

autre solvant, comme de l’ACN, dont les propriétés de mouillabilité de la surface sont meilleures

que l’eau. En diluant ensuite le plasma dans de l’ACN, on pourrait espérer détecter la taurine

dans ce milieu. De plus, l’optimisation du solvant pour le lavage pourrait permettre une meilleure

détection des métabolites.

Une fois que les conditions de détection des métabolites dans le plasma seront trouvées,

un objectif plus lointain serait de séparer des échantillons de plasma sain d’échantillons de pa-

tients malade. Pour cela, une idée pourrait être de créer une puce composée de plusieurs zones

fonctionnalisées différemment, chacune permettant de détecter au mieux certains métabolites

biomarqueurs du sepsis. Nous aurions pas exemple une zone composée de silicium poreux fonc-

tionnalisée avec des silanes CH3 court pour la détection entre autres du LysoPC. Une goutte

serait ensuite déposée sur la plaque selon le protocole qui aura été déterminé avec les études

précédentes puis la puce serait analysée en DIOS-MS. Nous obtiendrions alors autant de spectres

que de zones présentes sur la plaque, ce qui nous permettrait de diagnostiquer l’état du patient.

Pour cela, il est probable qu’il soit nécessaire d’analyser statistiquement les résultats. Nous

pourrions par exemple imaginer une analyse en composante principale des spectres pour les

différencier ou non d’un groupe d’échantillons de personnes saines pour déterminer si le patient

est malade et lui prescrire l’antibiotique nécessaire le cas échéant.
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ANNEXE A

Adsorption des métabolites sur de la silice en dynamique moléculaire

A.1 Analyse des interactions sur les surfaces silanisées

A.1.1 Capture des métabolites sur la silice plane

Les résultats obtenus en termes de nombre de capture et d’énergie d’interaction pour les

surfaces de silice plane sont résumés dans le Tableau A.1 et Figure A.1. Cinq réplicas ont été

réalisés pour chaque silane.

A.1.1.a Silane CH3 court

La majorité des 14 métabolites sont capturés par les silanes après 300 ns de simulation, la

surface capturant le plus de métabolites étant la silice fonctionnalisée par des silanes CH3 court.

Parmi les 14 métabolites, 10 sont capturés sur tous les réplicas, ce sont : la carnitine, l’acide

urique, la phénylalanine, le tryptophane, le glutathion, la méthionine, la glutamine, le

glucose, la cystéine et la glycine.

Les seuls métabolites qui ne sont pas capturés sur chaque réplica sont la créatine, la caféine,

l’arginine et l’acide myristique. Tous ces métabolites sont toutefois adsorbés sur la surface sur

au moins un réplica. Dans le cas de la créatine et de l’arginine, ce sont les deux métabolites

les plus chargés de l’étude (-1 pour la créatine et 0,89 pour l’arginine). Or, les silanes CH3 court

sont des silanes non chargés et hydrophobes, ce qui peut expliquer le faible nombre de réplicas

où ces métabolites sont capturés.

Au contraire, la caféine et l’acide myristique sont les deux métabolites les plus hydro-

phobes de l’étude et pourtant, ces deux métabolites ne sont pas ceux qui sont les plus capturés.

En réalité, ce résultat est dû à un artefact de modélisation : le vide qui se trouve en haut de

la bôıte de simulation. Lorsque la molécule d’acide myristique ou de caféine atteint cette partie
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Figure A.1 – Énergie d’interaction moyenne sur de la silice plane entre les métabolites et les
silanes pour les surfaces de (a) CH3 court, (b) CH3 long, (c) COO−, et (d) NH+

3 , et entre les
métabolites et la silice pour (e) la silice non fonctionnalisée. Seuls les réplicas pour lesquels il y
a contact entre les silanes et les métabolites sont pris en compte. Les écarts types sont obtenus
à partir de ces réplicas.
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Métabolite CH3 court CH3 long COO− NH+
3

Glycine 5 4 3 5

Cystéine 5 5 5 3

Carnitine 5 3 0 5

Acide urique 5 5 5 5

Glucose 5 4 5 4

Caféine 4 5 5 1

Acide myristique 4 3 2 0

Glutathion 5 5 5 5

Glutamine 5 3 5 5

Méthionine 5 4 5 5

Phénylalanine 5 5 5 5

Tryptophane 5 5 4 5

Créatine 3 1 0 5

Arginine 3 2 5 5

Tableau A.1 – Nombre de captures de chaque métabolite sur cinq réplicas par les quatre
surfaces planes.

du système, elle reste bloquée à cet endroit parce qu’elle minimise son contact avec l’eau et se

trouve donc à un équilibre.

A.1.1.b Silane CH3 long

Pour la surface de silice fonctionnalisée par des silanes CH3 long, il y a moins de métabolites

qui sont capturés sur tous les réplicas (6 sur 14), ce sont : l’acide urique, la phénylalanine,

le tryptophane, le glutathion, la caféine et la cystéine. Exceptée la caféine, ces métabolites

étaient également capturés avec les silanes CH3 court. Dans le cas de la caféine, elle ne se

retrouve jamais coincée en haut de la bôıte, ce qui explique que le résultat soit différent du

silane précédent.

Les métabolites qui ne sont pas capturés à 100 % sont la carnitine, la créatine, la méthionine,

la glutamine, l’arginine, le glucose, l’acide myristique et la glycine. Les silanes CH3 long étant

plus hydrophobes que les silanes CH3 court, l’explication donnée pour les métabolites chargés,

la créatine et l’arginine, reste vraie avec ces silanes. De même pour l’acide myristique,

pourtant hydrophobe, qui n’est pas capturé dans le cas où la molécule reste bloquée à l’interface

entre l’eau et le vide.

À la différence des CH3 court, d’autres métabolites, parmi les plus hydrophiles, ne sont pas

capturés après les 300 ns de simulation. Dans certains cas, les molécules sont capturées à la

fin de la simulation grâce à l’aide d’un autre métabolite. La carnitine, par exemple, qui a une
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interaction faible avec les silanes, a tendance à se lier à l’acide urique, plus hydrophobe et donc

plus facilement capturé par les silanes CH3 long (à droite sur la Figure A.2). Cet intermédiaire

permet à la carnitine d’être capturée par les silanes mais ces conditions particulières ne sont pas

systématiquement réunies et la carnitine n’est pas capturée pour tous les réplicas. On retrouve

aussi ce phénomène avec la glutamine qui est liée dans un cas à la caféine et dans un autre à

l’acide urique, probablement avec des liaisons hydrogènes. Malgré son hydrophilie, la glutamine

est tout de même capturée par les silanes sans l’aide d’un autre métabolite dans deux produc-

tions : la molécule peut s’orienter de façon à éloigner ses parties chargées et électronégatives des

silanes.

Enfin, les autres métabolites hydrophiles (glucose, méthionine et glycine) qui ne sont pas

capturés dans tous les réplicas nécessitent des conditions particulières sur les silanes pour pouvoir

s’adsorber. La condition commune pour ces trois métabolites est qu’ils nécessitent une zone de

silane où la densité est plus faible, un trou dans la couche de silanes par exemple (Figure

A.2). Le glucose a besoin de ce trou : il est capturé par les châınes des silanes en périphérie

du regroupement de silanes. Cela lui permet de maximiser sa surface de contact avec l’eau

et d’être capturé après les 300 ns de simulation. Il en est de même pour la méthionine. La

molécule contient un atome de soufre à l’une de ses extrémités. Cet atome hydrophobe est l’atome

permettant à la méthionine d’être capturée par les silanes alors que l’autre côté de la molécule

est hydrophile et chargé. Il faut donc une orientation spécifique de la molécule pour arriver à

la capturer par les silanes, cette position n’est pas atteinte dans l’une des productions. Enfin,

la glycine, qui est le plus petit métabolite de notre étude est aussi une molécule hydrophile.

Elle a tendance à interagir préférentiellement avec la base trifonctionnelle des silanes, lorsque

ceux-ci sont sur les bords des trous, plutôt qu’avec la châıne alkyle. Cette base est cependant

difficilement atteignable depuis le volume d’eau et, dans une des productions, la glycine reste

dans l’eau.

Cependant, certains métabolites hydrophiles sont capturés dans toutes les productions, en

particulier le glutathion. Comme la méthionine, le glutathion contient un atome de soufre.

C’est cet atome de soufre qui permet à la molécule d’être capturée par les silanes : la molécule

s’oriente pour isoler son atome de soufre qui interagit avec les silanes et éloigner sa partie plus

hydrophile.

A.1.1.c Silane COO−

Le silane COO− est chargé négativement à pH 7, le pH de l’étude, ce qui ajoute des interac-

tions électrostatiques entre les métabolites et les silanes. Cela se voit par exemple pour l’arginine,

le seul métabolite chargé positivement, dont l’énergie d’interaction avec les silanes COO− est de

-388 kJ/mol alors qu’elle était de -110 kJ/mol avec les silanes CH3 court par exemple. Sur les

14 métabolites, 9 sont capturés dans tous les réplicas : l’acide urique, la phénylalanine, le

glutathion, la caféine, la méthionine, la glutamine, l’arginine, le glucose et la cystéine.

Les autres, la carnitine, le tryptophane, la créatine, l’acide myristique et la glycine, ne sont pas

capturés dans au moins une des cinq productions.
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Figure A.2 – À gauche, monocouche de silanes CH3 long sur une surface de silice et à droite
interaction indirecte entre les silanes CH3 long et la carnitine (en bleu) par l’intermédiaire de
l’acide urique (en violet). Les atomes jaunes représentent le silicium, les rouges l’oxygène, les
cyans le carbone, et les blancs l’hydrogène.

Deux métabolites ne sont jamais capturés par les silanes COO− : la carnitine et la créatine.

Le cas de la créatine s’explique parce que, contrairement à l’arginine, le métabolite est chargé

négativement, les forces électrostatiques entre le métabolite et les silanes sont donc répulsives.

La carnitine est différente car sa charge globale est nulle à pH 7. Cependant, la charge partielle

positive est due à un ammonium quaternaire, la charge étant portée par l’azote centrale. Cet

”emprisonnement” de la charge positive alors que la charge négative reste accessible rend la

capture par les silanes COO− chargés négativement difficile, ce qui pourrait expliquer pourquoi

la molécule n’est pas capturée.

Parmi les autres métabolites qui ne sont pas capturés à 100 % par les silanes, nous retrouvons

aussi le tryptophane, l’acide myristique et la glycine. Dans le cas de l’acide myristique, les

interactions avec les silanes ne sont pas nulles mais restent faibles car la molécule est très

hydrophobe. Le métabolite est capturé par les châınes alkyles des silanes mais dans la moitié

des cas, comme pour les autres silanes, l’acide myristique remonte à l’interface avec le vide. Le

tryptophane est également un des métabolites les moins hydrophiles (logP = -1,1) grâce à ses

deux cycles hydrophobes. L’énergie d’interaction avec les silanes est aussi faible. Pour une bonne

capture, il est nécessaire que la molécule soit capturée par la châıne alkyle des silanes et non

le groupe chargé. Dans l’une des productions, ces conditions ne sont pas réunies et la molécule

reste dans l’eau.

Enfin, le cas de la glycine, hydrophile, avec les silanes COO− est proche de celui avec les

silanes CH3 long. En effet, la molécule étant petite, sans partie plus hydrophobe que le reste,

il est difficile pour elle d’être capturée par les silanes. Dans notre cas, lorsque la molécule est

capturée, soit elle se trouve proche de la silice, au niveau de la base des silanes, soit elle est collée

à un autre métabolite plus hydrophobe, lui-même capturé par les silanes. Sans ces conditions,

la glycine n’est pas capturée.
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A.1.1.d Silane NH+
3

Enfin, le silane NH+
3 est chargé +1 à pH 7 et sa châıne carbonée est moins longue que celle du

COO− (3 carbones pour le NH+
3 contre 11 pour le COO−). Le caractère hydrophobe de la châıne

alkyle est donc moins important que pour les autres silanes et cela se retrouve sur la nature des

métabolites capturés. 10 sont capturés sur tous les réplicas : la carnitine, l’acide urique, la

phénylalanine, le tryptophane, le glutathion, la créatine, la méthionine, la glutamine,

l’arginine et la glycine. Les autres, c’est-à-dire, la caféine, le glucose, l’acide myristique et la

cystéine ne sont pas capturés dans au moins une des cinq productions.

Comme pour les silanes non chargés, l’acide myristique et la caféine se comportent de

la même façon : ces deux molécules étant les plus hydrophobes, elle sont peu ou pas capturées

par les silanes NH+
3 . L’acide myristique est systématiquement en haut de la bôıte, au niveau de

l’interface entre l’eau et le vide et la caféine reste dans l’eau dans toutes les productions sauf une,

pour laquelle la molécule est collée à la molécule de carnitine qui bloque les charges positives

des silanes.

La cystéine est capturée dans 60 % du temps mais dans deux productions, elle reste dans

l’eau sans s’adsorber sur la surface. Cela peut venir de son atome de soufre hydrophobe qui

empêche la capture. En effet, pour chaque capture, l’atome de soufre est orienté à l’opposé des

terminaisons amines des silanes, ce qui nécessite une orientation spécifique du métabolite. La

méthionine et le glutathion sont aussi deux métabolites contenant un atome de soufre mais

leur taille plus grande leur permet de garder l’atome de soufre plus éloigné des silanes et ainsi

diminuer son effet sur l’attraction des molécules par les silanes. Cela explique pourquoi ces deux

métabolites sont capturés pour tous les réplicas alors que ce n’est pas le cas de la cystéine.

Enfin, lors d’une des productions, la molécule de glucose n’est pas capturée par les silanes.

À partir de la structure de la molécule, rien n’indique une faible affinité entre les silanes et le

glucose : il est hydrophile et contient plusieurs atomes électronégatifs. Cependant, il semble que

le glucose soit difficilement capturé par les silanes NH+
3 . En effet, même lors des productions pour

lesquelles le glucose est capturé, cela peut prendre jusqu’à plus de 150 ns alors qu’en moyenne,

cela se fait lors des 100 premières nanosecondes de la production pour les autres métabolites. Le

glucose entre dans la troisième catégorie des métabolites présentés dans la section 3.2.4.b à la

page 108 : la molécule alterne entre une capture par les silanes et un détachement de la surface.

A.1.2 Capture des métabolites sur la silice en feuillets

La silice en feuillets a l’avantage par rapport à la silice plane de supprimer la zone de vide sur

la partie supérieure de la bôıte, où les métabolites hydrophobes pouvaient se retrouver bloqués.

De plus, comme cela pouvait se voir sur la Figure 3.8, il y a au total plus de métabolites capturés

après 300 ns sur certaines des surfaces de silice en feuillet par rapport aux mêmes couches de

silane sur la silice plane. De plus, nous allons voir dans la suite que les quelques métabolites

qui ne sont pas capturés avec la silice en feuillets sont des métabolites qui n’étaient déjà pas

capturés avec les surfaces de silice plane. Les résultats de capture et d’énergies d’interaction

entre les métabolites et les surfaces sont données dans le Tableau A.2 et la figure A.3. Attention,
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trois réplicas pour chaque silane ont été faits avec ce système pour des raisons de temps de

calcul.

Métabolite CH3 court CH3 long COO− NH+
3

Glycine 3 3 3 3

Cystéine 3 3 3 3

Carnitine 3 3 0 2

Acide urique 3 3 3 3

Glucose 3 3 3 3

Caféine 3 3 3 3

Acide myristique 3 3 1 0

Glutathion 3 3 3 3

Glutamine 3 2 3 3

Méthionine 3 3 3 3

Phénylalanine 3 3 3 3

Tryptophane 3 3 3 3

Créatine 2 2 1 3

Arginine 3 3 3 2

Tableau A.2 – Nombre de captures de chaque métabolite sur trois réplicas par les quatre
surfaces en feuillets.
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Figure A.3 – Énergie d’interaction moyenne sur de la silice en feuillets entre les métabolites
et les silanes pour les surfaces de CH3 court, CH3 long, COO−, et NH+

3 . La moyenne est faite
sur les productions pour lesquelles le métabolite est capturé à la fin des 300 ns. Les écarts types
sont obtenus à partir de ces mêmes réplicas.

A.1.2.a Silane CH3 court

Premièrement, avec la surface de silanes CH3 court, 13 métabolites sont fixés sur la surface

dans tous les réplicas. Seule la créatine n’est pas capturée dans une des 3 productions (comme

sur la silice plane). De plus, lorsque la créatine est capturée, son énergie d’interaction avec les

silanes est presque nulle et la molécule peut se décrocher de la surface après quelques nano-

secondes. En comparant les énergies entre la silice plane et la silice en feuillet, nous pouvons

voir que les énergies sont légèrement plus fortes dans le deuxième cas. Cette énergie étant très

dépendante de la position des métabolites sur les silanes, il est possible que le fait que la capture

soit plus rapide sur la silice en feuillets que sur la silice plane ait une influence sur les énergies.

En effet, nous avons vu que certaines molécules pouvaient avoir plusieurs positions d’équilibre

sur une surface, avec une mobilité différente (paragraphe 1.6.2.b, à la page 50). En augmentant

le temps des métabolites sur la surface, on augmente les chances qu’une position d’équilibre plus

stable soit atteinte, ce qui permet de maximiser l’énergie d’interaction en valeur absolue.

Parmi les autres métabolites, si nous regardons leur énergie d’interaction avec les silanes,

nous pouvons voir que les deux métabolites les mieux fixés sur la surface de silane, et ainsi

minimisent l’énergie d’interaction, sont le glutathion et l’acide myristique. Dans le cas de
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l’acide myristique, sa longue châıne alkyle qui se pose sur les silanes lui permet d’augmenter les

interactions de van der Waals entre les silanes et la molécule. Pour le glutathion, c’est l’atome

de soufre qui joue ce rôle : la molécule s’oriente pour que le soufre soit proche de la couche de

silanes. De plus, son nombre d’atomes de carbone est plus grand que la moyenne des métabolites

de l’étude, ce qui lui permet de plus interagir avec les silanes.

Enfin, nous pouvons remarquer que l’arginine est capturée sur tous les réplicas avec la silice

en feuillets, ce qui n’était pas le cas avec la silice plane fonctionnalisée par les silanes CH3

court. Cependant, les énergies dans les deux cas sont semblables et les variations sont grandes

(−110 ± 66 kJ/mol pour la silice plane et −117 ± 56 pour la silice en feuillets). Cette différence

pourrait venir du fait que l’arginine peut être liée à la glutamine en plus d’être fixée sur les

silanes, ce qui peut stabiliser le métabolite sur la surface.

A.1.2.b Silane CH3 long

Comme pour le silane CH3 court, on retrouve avec le silane CH3 long, une meilleure capture

des métabolites sur tous les réplicas avec la silice en feuillets plutôt qu’avec la silice en plane.

12 métabolites sont capturés pour chaque production et seules la créatine et la glutamine ne le

sont pas à chaque fois.

Même si la créatine est capturée plus souvent avec la silice en feuillets qu’avec la silice

plane, son comportement est similaire. Malgré deux captures sur les trois réplicas, l’énergie

d’interaction entre la créatine et les silanes est faible et sa capture ne peut se faire que lorsque

les ions présents dans le milieu neutralisent les charges de la créatine. Même dans le cas où des

ions entourent la molécule de créatine, le métabolite a une meilleure affinité avec la silice que

les silanes et sa capture se fait en majorité par la silice, ce qui explique l’énergie d’interaction

avec les silanes presque nulle dans la Figure 3.13.

Le seul autre métabolite qui n’est pas systématiquement capturé par les silanes est la glu-

tamine, un métabolite qui n’était déjà pas capturé dans chaque réplica avec la silice plane

fonctionnalisée par des silanes CH3 long. Ici, dans le cas où la glutamine n’est pas capturée par

les silanes, elle est capturée par la silice au niveau des mêmes trous dans la couche de silane

qui étaient visibles avec la silice plane. On peut donc dire que la glutamine est capturée par la

surface, même si son affinité avec la silice est plus forte qu’avec les silanes.

À la différence de la silice plane, l’acide myristique est toujours capturé par les silanes

CH3 long avec la silice en feuillets. Cela confirme l’hypothèse selon laquelle, la capture de l’acide

myristique est uniquement due au fait que la molécule atteigne en premier l’interface entre l’eau

et le vide en haut de la bôıte, artefact de la simulation, ou la surface de silane en bas. Dans le cas

de la silice en feuillet, il n’y a pas de vide dans la bôıte, ce qui explique que l’acide myristique

est capturé à 100 %. D’autre métabolites qui n’étaient pas capturés sur tous les réplicas avec

la silice plane sont fixés à la surface pour chaque simulation avec la silice en feuillet. Ce sont :

la carnitine, la méthionine, l’arginine, le glucose et la glycine. Dans la majorité des cas,

la capture des métabolites cités est possible grâce à un autre métabolite qui fait le lien entre

les silanes et le métabolite. Ce deuxième métabolite compense la faible énergie d’interaction des
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premiers avec les silanes CH3 long. Dans certains cas plus rares, on observe également que les

étabolites interagissent plus avec la silice que les silanes, comme c’était le cas pour la glutamine.

A.1.2.c Silane COO−

Avec les silanes COO−, 11 métabolites sont systématiquement capturés par les silanes :

l’acide urique, la phénylalanine, le tryptophane, le glutathion, la caféine, la méthionine,

la glutamine, l’arginine, le glucose, la cystéine et la glycine. Les trois autres métabolites

sont la carnitine, la créatine et l’acide myristique.

Avec la silice en feuillets, comme avec la silice plane, la carnitine n’est jamais capturée

après les 300 ns de simulation. Le fait que son atome d’azote chargé positivement est entouré

par trois carbones bloque l’interaction de cet atome avec la surface, comme dans le cas de la

silice plane.

La créatine, métabolite chargé négativement, est capturée une fois sur trois sur la silice

en feuillets et jamais sur la silice plane. Cependant, les conditions sont particulières. En effet,

la créatine est capturée par des silanes sur lesquels un ion Na+ est déposé. Cet ion permet de

neutraliser la terminaison chargée des silanes et de capturer la créatine malgré sa charge négative.

Ces conditions ne se sont produites que pour une des simulations et l’énergie d’interaction est

l’une des plus faibles obtenues avec ces silanes.

Enfin, l’acide myristique est aussi un métabolite qui n’est capturé qu’une fois sur les trois

productions. L’opposition entre la longue châıne alkyle des silanes et leur terminaison chargée

n’est pas favorable à sa capture dans ces conditions, malgré l’absence d’une zone de vide qui

pourrait attirer la molécule.

Pour finir, le profil des énergies est le même que pour la silice plane, avec en particulier

l’arginine, métabolite chargé positivement dont l’énergie avec la surface de silanes est la plus

forte en valeur absolue.

A.1.2.d Silane NH+
3

Pour la surface de silanes NH+
3 , la dernière surface silanisée, les résultats sont comparables à

la silice plane, à la différence que plus de métabolites sont capturés avec la silice en feuillets : 11

sur les 14 au total. Seuls l’acide myristique, l’arginine et la carnitine ne sont pas capturés dans

tous les réplicas.

Comme dans le cas de la surface plane, l’acide myristique, n’est jamais capturé à cause

de son caractère hydrophobe. Même si c’est une molécule hydrophile, l’arginine a une charge

globale positive à pH 7, de même signe que les silanes, ce qui explique pourquoi elle n’est pas

capturée dans une des productions

Le cas de la carnitine est différent des autres parce que le métabolite était capturé pour

chaque réplica dans le cas des silanes NH+
3 sur la silice plane. Il arrive que la carnitine se

désorbe de la surface puis s’adsorbe de nouveau après quelques nanosecondes. La carnitine est

donc un métabolite entrant dans la troisième catégorie de comportement définie à la page 108.
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Ce phénomène n’étant que temporaire et de courte durée, il n’est par visible systématiquement

lors de l’analyse des réplicas.

A.1.2.e Conclusion sur la silice en feuillets

Pour conclure, le comportement des métabolites sur la silice en feuillets est proche de celui de

la silice plane mais les captures sont plus rapides, ce qui explique pourquoi certains métabolites

sont capturés sur un plus grand nombre de réplicas avec la silice en feuillets. De plus, cette

capture plus rapide permet d’optimiser la position des métabolites sur la surface. Cela implique

que, dans certains cas, l’énergie d’interaction est plus grande en valeur absolue avec la silice en

feuillets. Dans l’ensemble, les métabolites qui sont capturés par chaque silane sont les mêmes

quelle que soit la configuration de la surface. La silice en feuillets présente donc l’intérêt de

diminuer la durée nécessaire de simulation pour arriver au même résultat que la silice plane et

ainsi diminuer le temps de calcul nécessaire pour les analyses.
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A.2 Résultats sur les surfaces de silice non fonctionnalisées

Silice Plane En feuillets Poreuse

/5 /3 /3

Glycine 0 0 0

Cystéine 0 0 0

Carnitine 0 1 1

Acide urique 0 1 1

Glucose 0 1 1

Caféine 0 0 0

Acide myristique 0 2 0

Glutathion 2 1 3

Glutamine 5 2 3

Méthionine 5 3 2

Phénylalanine 5 2 2

Tryptophane 4 2 3

Créatine 5 2 3

Arginine 2 3 2

Tableau A.3 – Nombre de captures de chaque métabolite sur sur la silice plane, la silice en
feuillets et la silice poreuse non fonctionnalisées.
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Figure A.4 – Énergie d’interaction moyenne des métabolites sur (a) de la silice plane, (b) de
la silice en feuillets, et (c) de la silice poreuse non fonctionnalisées. Les moyennes sont effectuées
sur les réplicas pour lesquels les métabolites sont capturés et les écarts types sont obtenus à
partir de ces mêmes réplicas.
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ANNEXE B

Informations supplémentaires de l’article : Effect of Silane Monolayers and

Nanoporous Silicon Surfaces on the Matrix-Assisted-Laser-Desorption

Ionization Mass Spectrometry Detection of Sepsis Metabolites in Complex

Solution

Figure B.1 – XPS spectra of the porous SiO2 surface (survey spectra, C 1s, O 1s and Si 2p
core levels).
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Figure B.2 – XPS spectra of the CH3 short monolayer on porous silicon (survey spectra, C 1s,
O 1s and Si 2p core levels).

Figure B.3 – XPS spectra of the COO− monolayer on porous silicon (survey spectra, C 1s, O
1s and Si 2p core levels).
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Figure B.4 – XPS spectra of the NH+
3 monolayer on porous silicon (survey spectra, C 1s, N

1s, O 1s and Si 2p core levels).

Figure B.5 – Depth profiling of silicon (black) and NH (red) ions by ToF-SIMS on (solid) porous
silicon functionalized by NH+

3 silane monolayer and on (dash) bare porous silicon. Silicon ion in
Si bulk (sputtering time greater than 4300 s was used for normalization).The NH− appears to
be greater than on the NH+

3 sample than on the bare silicon sample, confirming the presence of
the silane molecule on the surface.
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Figure B.6 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on plane silicon with CH3 short
silane monolayer. The 4 droplets are similar with big crystals and small 2D crystals (darker on
the surface).

Figure B.7 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on plane silicon with CH3 long
silane monolayer. The 4 droplets are similar with big crystals and small 2D crystals (darker on
the surface).
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Figure B.8 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on plane silicon with COO− silane
monolayer. The droplets are similar except the third one with fibres on the surface which seem
to have all the same length. The other droplets have big crystals and smaller 2D crystal (darker
on the surface).

Figure B.9 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on plane silicon with NH+
3 silane

monolayer. The droplets are all different. The first one is with big crystals and smaller 2D ones
(darker on the surface). The second have fibres and big crystals. The third one have medium
crystals but denser on the surface. And the fourth one is similar to the second one.
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Figure B.10 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on porous silicon with CH3 short
silane monolayer. The droplets are similar except the third one for which the crystals are located
mainly on one side of the droplet.

Figure B.11 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on porous silicon with CH3 long
silane monolayer. The droplets are similar with a surface area smaller than with CH3 short
silane monolayer, making a denser layer of crystals.

218



Figure B.12 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on porous silicon with COO−

silane monolayer. The type of crystals is similar but the shape of the droplets is different. This
is due to the drying process: the second droplet didn’t dry uniformly on the surface.

Figure B.13 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on porous silicon with NH+
3 silane

monolayer. The droplets are similar except the last which resemble to a droplet on plane silicon.
NH+

3 silane monolayer on plane silicon was already the surface with the most disparities between
the droplets.
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Figure B.14 – SEM photograph of CHCA matrix deposition on bare porous silicon. The
droplets are highly similar.
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ANNEXE C

Informations supplémentaires de l’article : Effects of Silane Monolayers on

Lysophosphatidylcholine (LysoPC) Detection by Desorption Ionization on

Silicon Mass Spectrometry (DIOS-MS) from Solution and Plasma
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Figure C.1 – DIOS mass spectra of LysoPC (at 50 µg/mL) on the CH3 short monolayer, for
three different pore depths (300 nm, 1 µm, and 2 µm). Fragments of LysoPC are indicated
(at 86.0m/z, 104.0m/z, and 184.1 m/z). Stars indicate peaks related to the surface. The 5x5
washing protocol is used. TIC normalization is used.
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Figure C.2 – S/N ratio and standard deviation (from 3 replicate samples) of (a) the LysoPC
fragment at 86.0 m/z and (b) the [M+H]+ peak of LysoPC, at different concentrations, on the
CH3 short monolayer on porous silicon substrate, in RP ion mode.
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Figure C.3 – Normalized DIOS mass spectra in RP ion mode of the CH3 short and CH3 long
monolayers on porous silicon, and the bare porous silicon surface. Total ion current normaliza-
tion is used.
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Figure C.4 – Normalized DIOS mass spectra in RN ion mode of the CH3 short and CH3 long
monolayers on porous silicon, and the bare porous silicon surface. Total ion current normaliza-
tion is used.
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Figure C.5 – DIOS mass spectra of 10 % of a mix of chloroform/methanol (2/1 v:v) on
bare porous silicon in RN and RP ion modes. Peaks corresponding to the silicon substrate are
indicated by a star (*).Total ion current normalization is used.

Washing protocols on CH3 short monolayer, in RN ion mode For all washing protocols,

the intensity of the 79.0, 123.1, and 153.1 m/z fragments were increased by a several orders

of magnitude compare to the sample analysed without any cleaning (Figures C.6-C.8). The

intensity of the fragment at 283.6 m/z was also improved but to a lesser extent. Increasing the

number of droplets (1x1, 3x1 and 10x1) did not lead to higher intensities apart for the fragment

at 283.6 m/z for which a significant improvement can be observed after a 3x1 protocol (Figure

C.6). Moreover, pipetting 5 droplets 2 times or 2 droplets 5 times (5x2 or 2x5 protocols) lead

to similar intensities of the peaks compared to the 10x1 protocol, except for the peak at 153.1

m/z for which the 2x5 protocol leads to higher intensity (Figure C.7). Pipetting 5 times, 2, 3

or 5 droplets did not lead to clear conclusions (Figure C.8). Finally, washing 5x5 seems to be

the better compromise when considering the intensity improvement of the four fragments.
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Figure C.6 – Normalized intensities of the different fragments of LysoPC, detected in the
spiked plasma sample, on the CH3 short monolayer, in RN ion mode, for different water washing
protocols (no washing, 1x1, 3x1, 10x1).
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Figure C.7 – Normalized intensities of the different fragments of LysoPC, detected in the
spiked plasma sample, on the CH3 short monolayer, in RN ion mode, for the different water
washing protocols (10x1, 5x2, 2x5).

Figure C.8 – Normalized intensities of the different fragments of LysoPC, detected in the
spiked plasma sample, on the CH3 short monolayer, in RN ion mode, for the different water
washing protocols (2x5, 3x5, 5x5).
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Figure C.9 – ToF-SIMS depth profiling of porous silicon functionalized by CH3 short mono-
layer, after LysoPC adsorption, with (red) and without (black) water washings. The intensities
of the P− ions (30.9682 amu) and 30Si− (29.9717 amu) ions as a function of sputtering are
displayed. 30Si− in Si bulk (time > 900 s) is used for normalization.

m/z 79.0 86.0 123.1 153.1

MALDI-MS with CHCA matrix, RP ion mode

Bare silicon 18.7 (90 %)

CH3 short 7.5 (46 %)

CH3 long 3.6 (216 %)

DIOS-MS, RP ion mode

CH3 short 18.3 (61 %)

DIOS-MS, RN ion mode

CH3 short 9.1 (44 %) 23.9 (32 %) 20.0 (43 %)

Table C.1 – S/N values for LysoPC fragments in MALDI-MS analysis in RP ion mode on
three different substrates, and in DIOS-MS analysis with the CH3 short monolayer both in RP
and in RN ion modes. Each S/N value corresponds to an average over 100 measurement spots.
The spot-to-spot relative standard deviations, over 100 measurement spots, are indicated in
parentheses.
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Résumé

Le sepsis est une infection bactérienne potentiellement mortelle et pour lequel, les chances
de survie du patient diminuent de 7 % toutes les heures. Aucun outil de diagnostic spécifique et
rapide n’existe à ce jour, il est donc urgent d’en développer un pour pouvoir traiter la maladie dès
les premiers symptômes. Cette thèse propose le développement d’un tel outil basé sur la détection
de métabolites biomarqueurs du sepsis an analysant le dépôt d’un échantillon sanguin sur un
substrat de silicium poreux silanisé par spectrométrie de masse. Pour accélérer la préparation
et diminuer les risques liés à l’expérimentateur, aucun traitement de l’échantillon de plasma
en amont n’est nécessaire, uniquement un lavage de la surface après le dépôt pour retirer les
interférences dues aux protéines présentes sur le signal.

Ce travail s’intéresse au développement de cet outil, premièrement en fonctionnalisant des
échantillons de silicium poreux avec quatre silanes pour modifier les propriétés chimiques
de la surface. Ce procédé est caractérisé par XPS et par ToF-SIMS. Ensuite, deux tech-
niques de spectrométrie de masse sont développées. La première, la spectrométrie de masse
par désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) permet une analyse sensible des
métabolites en solution mais est limitée pour très faibles concentrations à cause de la présence
de la matrice organique qui interfère sur le signal. La seconde, la spectrométrie de masse par
désorption/ionisation sur silicium (DIOS) s’affranchit de cette matrice et permet de détecter
des métabolites en solution et dans du plasma, le tout sans pré-traitement des échantillons. Ces
résultats sont comparés à des simulations de dynamique moléculaire dont l’objectif est d’étudier
l’adsorption de métabolites sur des surfaces de silice silanisées.

Mots clés : Sepsis, silanisation, silicium poreux, caractérisation de surfaces, fonctionnalisation
de surface en phase vapeur et liquide, spectrométrie de masse, MALDI, DIOS, Dynamique
Moléculaire, métabolites

Abstract

Sepsis is a bacterial infection, potentially deadly, and for which chances of survival decrease
by 7 % per hour. At the moment, the diagnostic techniques are long and tedious, so it is urgent
to develop one to be able to start the treatment when the first symptoms appear. This thesis
propose the development of a new chip based on the detection of sepsis biomarker metabolites by
analyzing a drop of plasma on porous silicon using mass spectrometry. To speed up the process
and decrease the risk associated with the preparation, no sample pre-traitment is needed, only
the washing of the surface before measurement to remove abundant proteins from the sample.

This work focuses on the development of this chip. Firstly, by functionaizing porous sili-
con samples with four different silanes to modify the chemical properties of the surface and
detect specifically some metabolites. This process is characterized by XPS and ToF-SIMS.
Then, two mass spectrometry techniques are investigated. The first, matrix assisted laser desorp-
tion/ionization (MALDI) mass spectrometry allow a sensitive analysis of metabolites in solution
but is limited for the detection at low concentrations because of the interferences of the organic
matrix. The second, desorption/ionization on silicon (DIOS) mass spectrometry overcomes the
use of a matrix thanks to the nanostructuration of silicon and allows the detection of meta-
bolites in solution and in plasma without sample pre-traitment, These results are compared to
Molecular Dynamics simulations of the adsorption of metabolites on silanized silica surfaces

Keywords : Sepsis, silanization, porous silicon, surface characterization, vapor and liquid phase
surface functionalization, mass spectrometry, MALDI, DIOS, Molecular Dynamics, metabolites
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