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Introduction : Nanoadressage et
Nanobiotechnologies

Les récents progres dans le domaine des NanoSciences et des NanoTechnologies ont
ouvert de nouvelles voies pour la fabrication et la structuration d’objets de taille na-
nométriques. Ces nano-objets couvrent un large spectre de propriétés, de matériaux et
d’applications ; citons par exemple les fils et boites quantiques artificiels, les nanoparti-
cules synthétisées par voie chimique, les molécules pour 1’électronique moléculaire, les
nanocristaux élaborés par voie physique (par épitaxie, par implantation ionique, par dé-
pot), les nanotubes et les biomolécules ... Un verrou technologique important est d’ima-
giner la maniere dont ces nano-objets peuvent étre connectés au monde macroscopique
sans perdre leurs propriétés intrinseques qui sont bien souvent fragiles et tres sensibles
a l'environnement. Cette problématique traduite sous le vocable de nano-adressage est
une phase cruciale du développement des nanosciences.

Le mariage des biotechnologies et des nanotechnologies est une activité en plein essor
dans le monde et constitue probablement un des secteurs applicatifs les plus prometteurs
pour les nanotechnologies. Le vocable ” Nanobiotechnologies ” recouvre dans son accep-
tion la plus large ce mariage des Micro et Nanotechnologies (ensemble de techniques
de miniaturisation) avec les Biotechnologies. Il inclue le concept de ” lab-on-a-chip ”
ou laboratoire sur puce en francais ou le terme plus technique de uTAS pour Micro-
total-analysis-system, c’est a dire des systemes capables de manipuler des échantillons
de solutions, de les trier, de les purifier, de les mélanger, de les analyser et de délivrer
un signal numérique en sortie. Ces nouveaux outils constitueront le socle de la majeure
partie des études qui se développent a la suite du séquencage du génome et qui adressent
la problématique de la structure et de la fonction des protéines.

La somme des connaissances accumulées depuis plus de 20 ans dans le domaine des
nanotechnologies couplée a la convergence des disciplines de la chimie, de la biologie et de
la physique ouvrent désormais la voie de nouvelles applications en particulier dans le do-
maine de la biodétection. Sur le plan plus fondamental, I’enjeu est de mettre en ceuvre les
nouvelles techniques et les savoir-faire récents issus des développements de la nanophy-
sique (microscopes en champ proche, nanocomposants. . .), les avancées spectaculaires de
la chimie (polymeres, auto-assemblage, chimie supra-moléculaire, greffage. ..) au service
de I'étude fine a 1’échelle de la biomolécule unique de nombreux mécanismes biolo-
giques fondamentaux (moteurs biologiques, activités enzymatiques, machineries ADN|,
ARN....). Cette évolution est illustrée ! dans la figure|T .

!Bachmanns « Market Opportunities at the boundary from Micro to Nanotechnology » MST News
3(1), 13-14 (2001)
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F1G. 1 — Les nanotechnologies : le point de rencontre de la biologie, de la chimie et de
la physique

Sur le plan des applications toutes sortes de biopuces miniatures, ou de biocapteurs
spécifiques verront le jour et bouleverseront completement la maniere d’appréhender les
analyses médicales, le dépistage, la détection de contaminants, le criblage de médica-
ments et a plus long terme la thérapie. Toute I'industrie de la santé sera donc a terme
touchée par ce domaine en émergence.

La prise de conscience des enjeux économiques soulevés par les nanobiotechnologies
a sans nul doute été beaucoup plus rapide aux Etats-Unis. Au niveau académique des
laboratoires puissants fortement multi-disciplinaires, regroupant physiciens, chimistes et
biologistes ont été créés des 1998. De grands groupes industriels ont également réalisé
des investissements conséquents dans ces nouvelles technologies (Helwett-Packard, Ca-
liper Technologies, Agilent. ..) en estimant que le marché de ces nouveaux instruments
d’analyse miniatures serait de l'ordre de 1 milliard de dollars des 2010. Les japonais ont
rapidement emboité le pas avec une démarche assez similaire (création de centres puis-
sants de recherche en couplage direct avec des industriels). L’Europe elle aussi a introduit
dans les lignes du 6™ plan, une thématique sur les nanobiotechnologies et soutient un ré-
seau d’excellence sur cette thématique. Au niveau national, les nanobiotechnologies sont
pour le moment un domaine essentiellement académique. La communauté scientifique
toulousaine poursuit un effort structurant dans le domaine des nanotechnologies selon
trois axes fédérateurs : les Nanosciences, les Nanomatériaux et les Nanobiotechnologies.
Pour ce dernier volet 'objectif est de développer des nanotechnologies innovantes pour
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imager, détecter ou adresser des biosystemes. L’ambition est de créer de nouveaux outils
et de nouveaux savoir-faire dans le but de faire progresser la recherche en science de la
vie par I’établissement d’une synergie entre les communautés de physiciens, chimistes
et biologistes en mettant les différentes technologies opérantes a ’échelle moléculaire au
ceeur du probleme.

C’est dans ce vaste projet régional et cet immense contexte international que s’inscrit
le travail de recherche que j’ai mené durant ma these de doctorat et que je vais décrire
dans ce manuscrit.

Le premier chapitre de ce manuscrit a pour vocation essentielle de présenter la dé-
marche qui nous a amenée a définir ce projet de recherche. Notre réflexion s’appuiera
en premier lieu sur une étude des principes et des évolutions des systemes de biodé-
tection proposés a ce jour. L’exemple le plus représentatif de cette évolution est celui
des biopuces. Ces dispositifs miniaturisés sont emblématiques des recherches qui ont
été menées autour de la biodétection. Ce premier exemple, couplé a une premiere étude
bibliographique des systemes de détection présentés a ce jour, nous permettra d’illustrer
les perspectives offertes par une miniaturisation jusqu’a 1’échelle nanométrique et po-
sera le probleme de la recherche d’'une méthode de détection. Les maitres mots de cette
détection sont haute sensibilité, capacité d’intégration, rapidité, débit. A partir de cette
étude, nous nous appuierons sur les récents résultats publiés dans la littérature autour
de la détection électrique de biomolécules ainsi que dans le domaine de 1’électronique
moléculaire pour proposer un schéma de détection original : il permettra de réunir les
Nanotechnologies au travers d'un dispositif d’adressage a 1’échelle nanométrique basé sur
des nanoélectrodes, avec les Biotechnologies en associant ces dispositifs a un protocole
de reconnaissance spécifique de biomolécules.
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6 Introduction

1.1 Introduction

” Because technology provides the tools and biology the problems, the two should
enjoy a happy marriage! ” .

Cette phrase prononcé par S. Fields [1], résume en une ligne les motivations et les
enjeux des micro et nanotechnologies pour les sciences du vivant et définit parfaitement
I’esprit du projet qui a motivé ces travaux de these. Les "problemes” posés par la biologie
sont a mettre en relation avec I’explosion des biotechnologies qui ont rendu possible le
séquencage du génome humain et qui ouvrent désormais de nombreuses perspectives en
particulier dans le domaine de la protéomique. Les enjeux concernent le développement
de solutions permettant la détection des biomolécules (ADN, ARN, protéines, anticorps)
qui sont a la base de ces domaines.

D’un autre coté, la physique de la matiere et les sciences de 'information ont fait
émerger de nouveaux “outils” pour maitriser la structuration de la matiere a 1’échelle
nanométrique. La maturation de cette nouvelle discipline s’est enrichie de 'apport des
chimistes qui développent une connaissance nouvelle autour de 1’auto-assemblage et des
édifices supra-moléculaires.

Ces différentes disciplines croisent leur route au niveau des nanosciences et des na-
notechnologies.

L’exemple le plus représentatif de cette évolution est celui des biopuces qui constitue
le point de départ de notre discussion. Ces dispositifs miniaturisés sont emblématiques
des recherches qui ont été menées pour le développement de solution de détection adap-
tées aux exigences de la biologie. Ce premier exemple nous permettra d’illustrer d’une
part les perspectives offertes par une miniaturisation jusqu’a 1’échelle nanométrique et
d’autre part posera le probleme de la méthode de détection. Les maitres mots de cette
détection sont haute sensibilité, capacité d’intégration, rapidité, débit. Nous verrons que
les nanotechnologies offrent, quel que soit le principe physique utilisé pour cette détec-
tion, des solutions nouvelles qui répondent a ces besoins. Apres une description rapide
des solutions de détection existantes, nous nous focaliserons sur une méthode particu-
liere, la détection électrique, en proposant une approche permettant de détecter des
biomolécules par une simple mesure de conductance. Au travers de cette approche, c’est
le probleme du nanoadressage qui sera posé. Nous proposerons un type de nanodispo-
sitifs d’adressage basé sur des électrodes planaires, ainsi que des solutions de marquage
des biomolécules qui nous permettront d’envisager un schéma de détection simple qui
semble répondre aux nouvelles exigences de la post-génomique.

1.2 L’apport des nanotechnologies pour la biodétec-
tion

1.2.1 L’avenement des puces a ADN

La génétique, étude de I’hérédité, est une discipline récente de la biologie. La mise
en évidence de ’ADN comme support de I’hérédité ne date que de 1943, et sa structure
ne fut élucidée qu’en 1953.

Le contenu de I'information du génome est porté par 'ADN (Acide désoxyribonu-
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cléique). La taille et la nature des séquences contenues dans le génome détermine la
forme et la fonction de I'organisme résultant. Ainsi, la détection de séquences d’ADN
constitue un des enjeux majeurs des recherches menées dans le domaine de la biologie
moléculaire. Toutefois, méme si la découverte de la structure date de 1953, les avancées
les plus importantes dans le domaine n’ont été réalisées que depuis les débuts des années
1970 et plus particulierement apres ’apparition, au début des années 1990, du concept
de puce a ADN ("DNA chip”) et plus généralement de biopuces [2, 3, 4]. Ces dispositifs
permettent a la fois ’étude du séquencage, des mutations et de ’expression des genes.

Le principe des puces a ADN est basé sur les propriétés d’hybridation de I’ADN.
Cette molécule existe sous la forme de deux brins appariés, tous deux constitués d’un
enchainement (ou séquence) de 4 bases notées A, T, G et C désignant respectivement
I’adénine, la tymine, la guanine et la cytosine. Ces bases peuvent s’associer de fagon
spécifique en créant des liaisons de type hydrogene entre les bases A et T et entre les
bases C et G. Ainsi deux brins d’ADN hybridés sont constitués d’enchainements de bases
complémentaires (Cf. Figure [1.1). L’association de deux brins d’ADN présentant des
enchainements de bases, des séquences, complémentaires est appelée hybridation. Cette
hybridation est tres sélective et nécessite une concordance parfaite entre les séquences
de chaque brin.

Liaison phosphate

Liaisons
hydrogéne y

(] Thymine
] Adénine Nucléotide

] cytosine
Guanine

Fi1G. 1.1 — Représentation schématique de la structure de la molécule d’ADN.

Les puces a ADN sont généralement constituées d’un support solide sur lequel sont
immobilisés des oligonucléotides composés d'un seul brin (ou simple brin) qui consti-
tuent des sondes. Le role de ces sondes consiste a reconnaitre et a interagir avec des cibles
présentes dans une solution a analyser. Dans le cas d’une hybridation entre les deux
brins, la connaissance de la séquence composant la sonde permet de déduire facilement
la séquence du brin complémentaire. La détection de la réaction se fait généralement en
utilisant un procédé de marquage de la molécule cible avec un composé fluorescent ou
radioactif. Ainsi, dans le cas d’une hybridation, ce marqueur permettra de révéler, apres
lavage de la surface, un signal fluorescent ou radioactif témoignant de I'immobilisation
de la cible sur la surface.

Le principe de la détection repose donc sur la mise a profit de la sélectivité de la
reconnaissance des séquences de la cible et de la sonde. Nous voyons que cette reconnais-
sance n’est possible que si une séquence complémentaire se trouve sur la surface de la

'Des fragments courts constitués d’un faible nombre de bases
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puce. La détection d'une séquence d'un brin inconnu de n bases nécessite donc de tester
individuellement des sondes dont les séquences correspondent a toutes les combinaisons
possibles des n bases complémentaires.

L’atout principal des biopuces est de pouvoir procéder sur un meéme substrat a
I’ensemble de ces tests. Pour cela, on procede a un dépot localisé de chaque molécule
sonde sur la surface de la puce de fagon a constituer un réseau de sites probables pour une
interaction avec la cible. L’intérét principal de la technique réside dans les dimensions
des dépots qui sont de l'ordre de quelques centaines, voire de quelques dizaines de
microns, ce qui permet de disposer plusieurs milliers de sondes différentes sur des surfaces
de quelques cm?. Cette miniaturisation permet donc d’intégrer sur une méme puce
I’ensemble des tests nécessaires a la détection d’'un grand nombre d’oligonucléotides.
Le deuxieme intérét de cette miniaturisation est de limiter les quantités de produits
nécessaires pour chaque test et donc de limiter les étapes d’amplification du matériel
biologique. La figure [1.2/ nous montre une image en fluorescence de la surface d'un telle
puce. Chacun des spots lumineux correspond a une séquence donnée et peut étre analysé
pour quantifier chaque interaction.

Qligonucléotide
Cible

Marqueur

Oligonucléotide

Sonde Pas de signal

o ® la

Substrat

Hybridation Cible-Sonde Pas d’hybridation

(a) (b)

F1G. 1.2 - (a) Principe de fonctionnement d’une biopuce & ADN. (b) Images en fluores-
cence de la surface d’un biopuce a ADN. Les spots lumineux témoignent de l'interaction
entre les oligonucléotides “cibles” et les oligonucléotides "sondes” et permettent d’iden-
tifier la séquence des brins d’ADN étudiés. La taille minimale des spots détectables est
de l'ordre de 10um.

Toutefois, malgré cette miniaturisation, les dispositifs actuels restent encore limités
en ce qui concerne la sensibilité et la sélectivité de la méthode de détection qui néces-
site, en particulier dans le cas de la fluorescence, de nombreuses procédures d’analyses
d’images et de controles. Leur évolution reste en grande partie conditionnée par des pro-
cédés de traitements de surface et d’hybridation et surtout par les progres des techniques
de structuration.

Les perspectives d’évolutions offertes par les nanotechnologies sont particulierement
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intéressantes. Elles permettraient tout d’abord d’augmenter encore la densité de sites
d’interactions sur la surface et donc d’augmenter encore la vitesse de séquengage. Par
ailleurs, comme nous allons le voir tout au long de ce chapitre, les nanotechnologies
offrent des moyens de détection particulierement sensibles et directement intégrables
sur la surface des biopuces permettant une lecture directe, rapide et simultanée de
chaque site d’interaction. Enfin, les perspectives ultimes nous permettent d’envisager
I'intégration sur la surface de I’ensemble des étapes de traitement, de lavage, et de
I’acheminement des composés au niveau de chaque détecteur. Ces manipulations se
feraient sur de tres petits volumes et sur de tres faibles quantités de produits. Ces
systémes qualifiés de "laboratoire sur puce” (lab on chip) constituent 1’étape ultime de
miniaturisation offerte par les nanotechnologies.

Il est important de noter que le principe des biopuces n’est pas limité au seul cas de
I’ADN. Ainsi, le procédé est applicable a tout couple de molécules présentant une affinité
réagissant de facon sélective. Il est possible d’utiliser des biopuces pour la détection
d’ARN E, ADN,, d’enzymes, de peptides, d’anticorps, de protéines au sens large ...

1.2.2 Vers la Post-génomique : les puces a protéines

L’expression des genes dans 1'organisme se traduit tout d’abord par la production des
ARN messagers qui constituent le transcriptome. Ces mémes ARN messagers sont quant
a eux, a l'origine de la production de protéines dans I'organisme. La "protéomique” est
le domaine qui permet de mettre en relation les produits des génes (protéines) et le com-
portement cellulaire. Elle constitue donc I’étape suivante a I’étude du génome. Son but
est d’étudier les structures et les fonctions de toutes les protéines codées par le génome
et leurs interactions a un moment donné ou sous certaines conditions environnementales.
L’analyse protéomique étant focalisée sur le produit final de ’expression des genes, elle
est probablement mieux & méme d’intégrer plus directement les mécanismes de fonction-
nement de la cellule, y compris les régulations traductionnelles et post-traductionnelles.
Ces régulations post-traductionnelles jouent un role important dans la modulation de
I’activité des protéines et un des enjeux de l'analyse protéomique est de disposer de la
finesse analytique permettant de prendre en compte ces modifications. Ainsi, le défi de la
protéomique consiste a trouver des moyens de mesurer les protéines actives a I’échelle du
protéome et de connaitre avec quels composants de la cellule elles interagissent (ADN,
ARN, autres protéines et molécules).

A Theure actuelle, les méthodes utilisées pour analyser des protéines (électrophorese
sur gel, digestion enzymatique, spectrométrie de masse,...) restent limitées par leur faible
débit, et leur faible reproductibilité.

Dans ce contexte les puces a protéines, dont le fonctionnement est similaire a celui
que nous avons décrit précédemment convient parfaitement a la détection et ’analyse
de protéines. La fabrication de ces puces a des fins d’analyse a moyenne et a grande
échelle (toutes les protéines d’un organisme sur une puce) ou a haut débit (une espece
de protéine pour détecter son interaction avec une multitude de ligands) est devenu
un enjeu important depuis quelques années. Leur fonctionnement [5] est basé sur I'in-
teraction ligand-récepteur que nous présenterons en détail en Annexe |[Cl Un anticorps
est immobilisé sur la surface de la puce. L'interaction d’une protéine avec cet anticorps

2 Acide Ribo Nucléique
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est sélective et permet ainsi de détecter, via un marqueur, la nature de la protéine a
identifier.

Y Y Sera + antibodies g

> Y Antigen—antibody
Antibody chip

A A Antibodies

Antigen chip

Antigen—antibody

E% gg Protein—protein

Protein—liposome

Protein chip
Protein—drug

Enzyme-substrate

Fia. 1.3 — Schéma illustrant différentes stratégies de détection de protéines (d’apreés[5]).

Dans cette approche, les problemes les plus fondamentaux concernent tout d’abord
la conservation de 'activité biologique de la protéine lorsque elle est immobilisée sur
une surface. Il convient également de disposer d’une méthode de mesure des interac-
tions entre protéines et ligands simple et rapide. Une fois de plus, les possibilités de
miniaturisation offertes par les nanotechnologies présentent de nombreux avantages :
elle permettent tout d’abord de limiter les volumes de réactifs nécessaires, d’augmenter
le rendement de I’analyse et la finesse de ’analyse (multiplication des essais et sensibilité
de détection).

D’autre part, la miniaturisation a une échelle nanométrique permet, a l'intérieur
de ces systemes, d’ajouter des fonctionnalités et des performances ultimes en terme
d’extraction, de séparation ou de détection des molécules biologiques. Ainsi 'intégra-
tion de nanosystemes dans des microsystemes de fluidique est pressenti comme un des
développements technologiques majeur dans ces disciplines et en particulier pour la
protéomique.

Les études désormais qualifiées de post-génomiques feront appel tres largement a
I'utilisation de systeémes intégrés ou puces permettant, grace a leur miniaturisation, de
réaliser des purifications, des concentrations, des réactions et des analyses biologiques sur
de petits volumes plus rapidement. Cette réduction des dimensions et cette intégration
des fonctions permettent également de multiplexer ces opérations, ce qui ouvre la voie
a des essais systématiques sur de grandes séries ou de nombreuses combinaisons de
réactions peuvent étre étudiées et analysées.
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1.3 Différents types de transduction

L’exemple des biopuces nous a permis de voir qu’il est possible d’utiliser les propriétés
de reconnaissances des biomolécules pour détecter la formation d’un couple cible sonde
sur une surface. Cette approche est désormais utilisée dans la plupart des applications
de biodétection. Le choix de la méthode de détection ou plus exactement du principe
physique qu’il est possible d’utiliser reste ouvert. Il dépend en partie des propriétés des
molécules et nécessite généralement un marquage, c¢’est-a-dire une fonctionnalisation par
un groupement permettant de modifier les propriétés physico-chimiques de biomolécules
pour les rendre détectables. Nombreuses sont les techniques de détection qui ont été pro-
posées et mises au point pour la détection de biomolécules. L’objectif de ce paragraphe
n’est surtout pas de donner une présentation exhaustive des techniques proposées a ce
jour mais plutot de dégager, a partir de quelques exemples précis, les enjeux relatifs au
développement de méthodes de biodétection ainsi que les perspectives nouvelles offertes
par les nanotechnologies.

1.3.1 La notion de biocapteur

De fagon générale, nous pouvons définir un biocapteur comme étant un dispositif
intégrant un composé biologique déposé sur une surface solide qui peut interagir avec un
autre composé de fagon spécifique et un dispositif de transduction qui permet de traduire
la réaction en un signal électrique [6]. La configuration générale d'un tel dispositif est
décrit dans la figure [1.4.

Surface Fonctionnalisée Transducteur
—©° g
#
() = —
O Signal
— 0 Q we=={ Lumiére > Photomultiplicateur Electrique
®) —/1
e Variation de masse,
) de contrainte de surface
0 = Capteur mécanique
Interaction
cible-sonde

F1c. 1.4 — [llustration schématique de [’architecture courante d’un biocapteur. Une ré-
action biospécifique a lieu sur la surface du dispositif. Un systéeme de détection permet
de traduire cette interaction en un signal électrique mesurable [6].

Ce dispositif permet de traduire une reconnaissance biologique a partir de l'inter-
action entre un composé sonde déposé sur la surface du capteur et un composé cible
présent en solution. Le composé sonde est choisi pour réagir de facon spécifique avec le
composé cible. Les molécules immobilisées sur la surface peuvent étre des protéines, des
oligonucléotides, des peptides, des anticorps, des enzymes.
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Dans le cas de 'immunodétection, nous pouvons distinguer deux classes de capteurs
biologiques ou biocapteurs : les biocapteurs a affinité qui sont basés sur la détection des
interactions spécifiques entre deux molécules et les biocapteurs catalytiques qui utilisent
généralement des enzymes pour catalyser une réaction chimique dont les produits sont
détectables.

Nous pouvons distinguer quatre types de d’immunodétecteurs qui se différencient
par le principe de la détection utilisée qui peut étre de nature optique, électrochimique,
mécanique ou encore thermique.

1.3.2 Détection optique
1.3.2.1 Détection par fluorescence

A T’heure actuelle, I'utilisation de la fluorescence pour la détection de biomolécules
constitue la méthode de détection la plus fréquemment rencontrée en Biologie.

Le principe de la détection est basé sur le marquage des molécules étudiées par
des molécules fluorescentes (fluorophores ou fluorochromes). Ces molécules absorbent
de I’énergie lumineuse dans une gamme de longueur d’onde donnée et restituent une
partie de cette énergie sous forme de lumiere par fluorescence. Ces molécules sont donc
caractérisées par une longueur d’onde d’excitation et d’émission. A ce jour de nombreux
marqueurs fluorescents sont disponibles sur le marché et couvrent une large gamme de
longueurs d’ondes.

Nous avons vu a la figure[1.2 un exemple d’observation de la surface d’une biopuce
a ADN réalisée a I'aide d’un scanner. Cet appareil permet de balayer la surface de la
puce avec une source lumineuse accordée a la fréquence d’excitation des fluorophores.
Des capteurs (photo-multiplicateur ou caméras CCD) permettent de collecter la lumiere
émise par fluorescence et de reconstituer une image de la surface avec une résolution
latérale de 'ordre de 10um.

Les inconvénients majeurs de ces techniques sont bien évidemment liés a la nécessité
de marquer les molécules pour leur détection. La fonctionnalisation des molécules re-
quiert des étapes supplémentaires de préparation dans les protocoles a mettre en oeuvre.
Par ailleurs, les marqueurs fluorescents présentent un certain nombre de limitations : la
premiere limitation provient du phénomene de "quenching” qui résulte de I'absorption
d’une partie de I'énergie par les autres molécules situées a proximité dans le milieu.
Le second phénomene limitant est appelé photoblanchiment et caractérise la perte des
propriétés fluorescentes des molécules sous 'effet d'une excitation par une forte intensité
lumineuse. L’énergie absorbée par les molécules peut provoquer des réactions chimiques
qui alterent de fagon irréversible les propriétés de fluorescence.

1.3.2.2 Détection par Résonance plasmon de surface

De nombreuses méthodes de détection optique sont basées non pas sur la détection
d’un signal optique provenant directement des molécules étudiées comme la fluorescence
mais sur la modification des propriétés optiques de surface ou de guide d’onde, engendrée
par la formation de complexes cible-sonde.

L’exemple le plus représentatif de ces techniques repose sur I'utilisation du phéno-
mene de résonance de plasmons de surface[7, 8, 9]. Cette technique & donné lieu au
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développement de nombreux systemes de détection qui, couplés a des dispositifs de
microfluidique, permettent en particulier de suivre des interactions entre molécules di-
rectement en solution. Le schéma de la figure [1.5 nous donne une description simplifiée
du principe de fonctionnement de cette technique de détection.

Systeme de
detection
Source opyique Alntensité
Lumineurse
- ] n
Lumiere - - Angle
polarisée ; -
Prisme L Signal de
Il résonanc
Supstrat v
transparent - _ Temps
métallisé AAAA =
Dispositif microfluidique
Fic. 1.5 — Schéma de principe de la détection de biomolécules par Réso-

nance de Plasmons de Surface (SPR) tel qu’il est wutilisé par la société Biacore
(http ://www.biacore.com). Un faisceau de lumiére polarisée illumine la surface métal-
lisée d’un prisme placé en contact avec la solution d’intérét. Le systeme d’illumination
en réflexion totale permet de générer une onde évanescente. Sous un angle d’incidence
donné, appelé angle de résonance SPR, le couplage de cette onde avec les électrons de la
couche métallique provoque une forte diminution de ['intensité de la lumicre réfiéchie.
L’angle de résonance est trés sensible aux variations d’indices de réfraction induits par
ltmmobilisation de composés sur la surface de la lame métallisée. Le suivi des varia-
tions de l’angle de réflexion associé au minimum d’intensité, permet d’étudier, en milieu
liquide, l’adsorption ou la désorption de molécules sur la surface.

Le principe de la technique est le suivant : un faisceau de lumiere illumine I'interface
entre deux milieux d’indice de réfraction différents. Suivant les conditions d’orientation
du faisceau incident, il est possible d’obtenir une réflexion totale de la lumiere a I'in-
terface. Dans ces conditions, une onde évanescente apparait a l'interface entre les deux
milieux. Si l'interface est recouverte d’'une fine couche (environ 50nm) d’un matériau
riche en électrons tel qu'un métal, I'onde évanescente peut alors exciter les électrons
libres de la couche métallique conduisant a une oscillation collective des électrons a la
surface qui est décrite par une onde plasmon. Sous un angle d’incidence particulier, il
est possible d’atteindre la résonance pour laquelle le couplage entre les photons et les
électrons se traduit par une absorption de I’énergie associée a ’onde incidente. Ce phé-
nomene se traduit par une chute importante de 'intensité lumineuse réfléchie. L’angle
correspondant est ’angle de résonance.

L’excitation de 'onde plasmon est particulierement sensible a I'indice de réfraction
du milieu présent sur la surface métallique [10]. Toute modification de cet indice se
traduit par une modification de I'angle d’incidence permettant la résonance SPR. Le
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principe de la détection consiste a suivre les variations de l'angle de réflexion pour
lequel 'intensité de lumiere réfléchie est minimale, c’est a dire ’angle de résonance au
cours d’une réaction biochimique se déroulant a la surface.

Ainsi, en placant des ligands sur la surface métallique, il est possible d’utiliser les
variations d’indice de réfraction provoquées par I'immobilisation de molécules sur la sur-
face (i.e. les variations de 'angle de résonance) pour étudier la cinétique de 'interaction
molécule/ligand.

Les principales applications de cette technique concernent essentiellement le suivi des
interactions de type protéines-protéines ou protéines-ADN. La sensibilité de la détection
est inférieure & 1pg/mm? [7] et place I'utilisation de la SPR parmi les techniques de
détection les plus performantes. Toutefois, cette technique présente certaines limitations
en particulier pour la détection de composés de faible masse molaire.

Le principe de détection par Résonance Plasmon de surface est en particulier utilisé
par la société biacore qui propose des systemes intégrés incluant un systeme de mi-
crofluidique permettant I’acheminement des produits d’intéréts sur la surface étudiées
et une mesure des variations d’angles d’extinction par I'intermédiaire d’'une barette de
détecteurs optiques.

La technique de détection par résonance plasmon de surface présente des atouts ma-
jeurs qui sont pour nous emblématiques des exigences que ’on peut avoir vis-a-vis d’un
systeme de biodétection. Outre sa tres grande sensibilité, cette technique ne nécessite
aucune ¢étape de marquage des molécules a analyser contrairement aux méthodes de
détection optique basées sur la fluorescence. La seule présence des molécules sur la sur-
face du dispositif permet de modifier I'indice de réfraction du milieu sur la surface et
d’engendrer une variation de I’angle de résonance.

Par ailleurs, le couplage de la technique avec un dispositif de microfluidique per-
met de suivre, directement en solution, la désorption ou I'immobilisation de molécules.
Les molécules demeurent en solution tout au long de 'expérience et conservent donc
toute leur réactivité. Le suivi des cinétiques de formation de complexes moléculaires est
donc possible. L’utilisation de circuits de microfluidique permet également de limiter
considérablement les volumes nécessaires (quelques pLL) pour procéder a la détection.

La limitation principale de cette technique est qu’il est difficile d’imaginer son inté-
gration complete sur une puce. La SPR est donc a notre avis 'archétype d’une méthode
de détection excellente (sensible, sans marquage) mais qui nécessite un appareillage
externe non intégrable sur la lame ou ont lieu les interactions. Un des buts de nos re-
cherches serait d’obtenir une méthode de détection aussi bonne que la SPR en terme de
sensibilité mais sur un dispositif intégré a la lame.

1.3.3 Détection magnétique

Le principe de la détection magnétique utilisée pour la biodetection repose essen-
tiellement sur l'utilisation de particules magnétiques pour le marquage des molécules
cibles. Depuis ces premiers développements par le Naval Research Laboratory en 1998,
de nombreux laboratoires ont pu développer des méthodes de détection de particules
magnétiques par des capteurs a magnétorésistance géante [11, 12]. En 2002, le premier
systeme de détection basé sur des capteurs a vanne de spin a permis de détecter la
présence de biomolécules immobilisées sur des surfaces [13]. Parmi les développements
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les plus récents, des niveaux de sensibilités de 'ordre de la particule unique ont pu étre
démontrés.

La technique utilisée par D.L. Graham et al repose sur la fonctionnalisation de
molécules par des particules magnétiques (composées d’oxyde de fer dans une matrice
polymere) de 2um de diametre. Ces particules sont fonctionnalisées par des molécules de
streptavidine et peuvent étre immobilisées sur une surface présentant des molécules de
biotine. Comme l'illustre la Figure (1.6 cette méthode peut étre appliquée a la détection
d’une hybridation entre deux oligonucléotides déposés sur la surface d’un capteur a
vanne de spin [14].

2) 3) 4) Magnetic labels
Target DNA Target DNA Bind to
Hybridizes with targets
Probe DNA

.__-\-- J-",'
5) MR sensor
Detects fringe field
From magnetic bead

1) Immobilized
Probe DNA

FiG. 1.6 — Schéma illustrant le principe de détection d’une hybridation entre deux oli-
gonucléotides par greffage sélectif de particules magnétiques sur la surface d’un capteur
a vanne de spin (d’aprés [14)).

La détection de la particule est effectuée sur des dispositifs de détection a vanne de
spin fabriqués sur un substrat silicium. Ce principe permet de démontrer des niveaux
de sensibilité de détection d’une seule particule immobilisée sur la surface. La figure 1.7
nous présente un exemple des résultats obtenus [15]).

Cette méthode de détection permet d’obtenir une détection intégrée a la lame grace
a la microfabrication d’'un capteur de champ magnétique a base d’une vanne de spin,
mais passe par l'utilisation d'un marquage des molécules. Les auteurs présentent des
résultats qui démontrent une sensibilité du niveau d’une particule unique, mais passent
sous silence le fait que pour avoir un signal magnétique mesurable, ils doivent travailler
avec des particules tres grosses (quelques pm) qui masquent un tres grand nombre de
biomolécules. Dans d’autres termes, la sensibilité de la détection en terme de nombre de
nanoparticules ayant interagit est beaucoup plus modeste puisqu’une nanoparticule est
capable de recouvrir plusieurs milliers de molécules. D’autre part, le cout de fabrication
des capteurs a vanne de spin reste élevé pour un usage “grand public” de tels dispositifs
de détection. Nous verrons dans la suite que notre électrode de détection s’apparente un
peu avec cette technologie mais nous démontrerons la possibilité de travailler avec des
particules de taille nanométrique et des systemes de détection a base de nanoélectrodes
beaucoup plus simples que des vannes de spin.



16 Introduction

a)

5
= .
-
=l

s T:.I T-_
0+ "-,ﬁuu TTTIIII LI L]

-2{.0 T T L] T T ) T
0 100 200 300 400 00 600
Time (s)

(a)

F1G. 1.7 = (a) Image de la surface d’un capteur d vanne de spin fonctionnalisée par
des molécules de biotine apres le greffage de particules magnétiques fonctionnalisées par
des molécules de streptavidine. (b) Variation différentielle du signal obtenu a partir du
meéme capteur par rapport a un capteur non fonctionnalisé.

1.3.4 Detection mécanique

Depuis quelques années de nombreux travaux ont été dédiés a la mise au point
méthodes de détection mécaniques pour lesquelles les sondes biologiques sont fixées sur
la surface de microbalances ou microleviers. Ces derniers ont bénéficié des nombreux
développements menés dans le domaine de la microscopie a force atomique qui ont
permis d’intégrer des capteurs de forces ou de contraintes a l'intérieur de microsystemes
intégrés.

1.3.4.1 Microbalance a quartz

Les systemes les plus classiques utilisant une transduction mécanique sont les micro-
balances a quartz (QCM : Quartz Crystal Microbalance). Ces systémes sont utilisés en
particulier pour la mesure de I’épaisseur de dépot de matériaux en films minces en temps
réel. Il s’agit de pastilles de quelques millimetres d’épaisseur et de quelques centimetres
de diametre. Le quartz est mis en vibration a sa fréquence de résonance qui est typique-
ment comprise entre 5 et 25Mhz. Dans le cadre de leur utilisation pour la biodétection,
le principe de la détection est basé sur la variation de masse engendrée par la formation
d’un complexe sonde-cible pour modifier leur fréquence de résonance mécanique. Ces
dispositifs ont été utilisés pour la reconnaissance d’anticorps [16], d’oligonucléotides
et ont pu démontrer des sensibilités de l'ordre de quelques ng/cm?.

1.3.4.2 Dispositifs a onde acoustique de surface

Les dispositifs & onde acoustique de surface (SAW : Surface Acoustic Wave) fonc-
tionnent également a partir de la modification du comportement vibratoire d’un cristal
piézoélectrique par la modification de I’état de surface. Un systeme émetteur, basé sur
des électrodes interdigitées excite un matériau piézoélectrique et crée une onde de sur-
face qui peut ensuite étre détectée par un autre réseau d’électrodes interdigitées. Si
la surface est fonctionnalisée par une molécule sonde, I'immobilisation d’une molécule
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cible se traduit par une variation de masse et donc une modification de la fréquence
de résonance. Les dispositifs SAW sont été utilisés en particulier dans des applications
d’immunodétection (détection d’anticorps)[18, 19].

L’utilisation de ces systemes en milieu liquide reste tres limitée du fait de la forte
absorption de I'onde dans la gamme des fréquences utilisées (30 a 500Mhz).

1.3.4.3 Micro et nano systemes électro-mécaniques

Les premiers exemples de réalisation concernent 1'utilisation de dispositifs de types
microleviers en mode statique. Un exemple de réalisation mené par J.Fritz et al. [20] est
donné dans la figure [1.8. Dans ces expériences, des microleviers en Silicium ont pu étre
utilisés pour la transduction d’une hybridation de molécules d’ADN en une informa-
tion mécanique au travers d’une variation de contrainte qui se traduit par une déflexion
statique des micro-leviers. Ces expériences ont pu démontrer un tres fort niveau de
sensibilité en montrant qu’il est possible de discerner un mésappariement d’une seule
base lors de I'hybridation entre deux brins cible et sonde de 12 bases. Des expériences
similaires menées par K.M.Hansen et al. [21] ont pu démontrer qu’il était possible de
distinguer des mésappariements de 0, 1 ou 2 bases pour des oligonucléotides cible et
sonde de 25 mers. Une application de ces dispositifs pour le dosage d’antigenes spéci-
fiques PSA (prostate-specific antigen) a également été réalisée sur des bras de levier
fonctionnalisés par des anticorps spécifiques a la PSA [22].

Les microleviers peuvent également étre utilisés dans un mode dynamique pour lequel
toute modification de la surface des dispositifs ou du milieu environnant se traduit par
une variation de la fréquence de résonance. Il est ainsi possible de traduire une variation
de masse induite par le greffage de molécules sur la surface des micro-leviers. Cette
approche a permis de démontrer des sensibilités tres élevées de 'ordre de 10~ 15g.

Les modifications de fréquences peuvent également étre corrélées a des variations de
la raideur des micro-leviers ou encore a des variations de la viscosité du milieu dans
lequel le dispositif est placé [23].

Des systemes résonants basés sur des membranes de silicium ont également été uti-
lisés avec succes pour des applications de détection [24]. La figure présente une
image de dispositifs utilisés pour la détection de nanoparticules métalliques de 40nm de
diametre.

La densité minimum détectable mesurée est de 5,3ng/mm?2 (20 fois supérieure a des
dispositifs de type microbalance a quartz, capteur a ondes de surface ou de flexion), ce
qui correspond a une densité de colloides sur la surface de la membrane de 7 colloides
par pum?.

Le développement des techniques de détection basés sur 'utilisation d’une transduc-
tion en un signal mécanique est un exemple intéressant des perspectives offertes par les
micro-nanotechnologies. En effet, les simulations montrent clairement que la sensibilité
des systemes est directement liée a leur fréquence de résonance, a la masse effective et
plus généralement aux dimensions des structures utilisées.

Les perspectives envisageables en ce qui concerne la miniaturisation de ces dispositifs
sont particulierement prometteuses. En effet, la diminution des dimensions des systemes
résonants permet d’augmenter considérablement les sensibilités des dispositifs [24]. Par
exemple, dans le cas de membranes oscillantes telles que celles présentées précédemment,
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7 oligonucléotide

Mode dynamique
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Fic. 1.8 — (a) Illustration du principe de la détection d’une hybridation entre deux
oligonucléotides par la mesure de la déflexion de bras de leviers en mode statique. (b)
Image MEB d’un réseau de bras de levier pour une détection en paralléle.

170 18Bem HD12

(a) (b} 107 eolloides/ jum®

Fic. 1.9 — Images MEB d’une membrane circulaire a excitation annulaire interrompue
couverte de colloides d’or de 40nm de diamétre (d’aprés [24]).

une diminution d'un facteur 6 des dimensions des membranes permet de gagner un
facteur 1000 sur la sensibilité.

De nombreux efforts sont consacrés actuellement a la réalisation de dispositifs a
I’échelle nanométrique et a I’étude des comportements mécaniques des matériaux a ces
dimensions. Un exemple de réalisation (S.G. Nilsson et al [25]) nous est donné a la figure
1.10. 11 s’agit de bras de levier nanométriques de 2um de long, 150nm de large et 50nm
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d’épaisseur.

F1G. 1.10 — Image MEB d’un réseauz de bras de levier nanométriques en Chrome (lon-
gueur : 2um, épaisseur : 50nm, largeur : 150nm) [25].

Bien str, cette miniaturisation pose le probleme des techniques de fabrication a
employer pour leur réalisation. Elle nécessite 1'utilisation de techniques de lithographie
telles que la lithographie électronique et réclame également un controle optimal des qua-
lités des couches minces déposées. L’étude du comportement mécanique des matériaux
a ces dimensions et notamment la fragilisation des structures due a la réduction des
dimensions restent a I’étude.

Les microleviers constituent un exemple d’application particulierement intéressant
car il révele les parametres clefs pour des applications de biodétection et les perspectives
offertes par le développement des micro-nanotechnologies. Il s’agit d’un systeme déja tres
sensible et dont les performances pourront encore étre considérablement améliorées par
la réduction en taille. Il permet également une détection intégrée (détection optique,
intégration de matériaux piézorésistifs [24], ...) et une mise en parallele des dispositifs
(jusqu’a 1000 bras de levier sur le méme dispositif [20]) pour augmenter les vitesses de
criblage. Enfin, la détection d’une interaction moléculaire a partir d’un sonde greffée sur
la surface ne nécessite pas nécessairement d’étape de marquage des molécules étudiées
et permet également une réutilisation du dispositif apres détection.

1.3.5 Détection électrique
1.3.5.1 Mesure de potentiel électrochimique

Le capteur électrochimique est, par définition, un capteur incluant un transducteur
électrochimique. Ces dispositifs operent généralement en milieu liquide et permettent
le suivi en temps réel d'un réaction ou d’une interaction. Ces dispositifs incluent géné-
ralement une ou plusieurs électrodes fonctionnalisées par des composés biospécifiques.
Ils constituent des méthodes simples, peu onéreuses et tres sensibles comme le sont les
techniques basées sur la détection par fluorescence. Ces méthodes sont particulierement
intéressantes car elles combinent la sensibilité et les capacités de mesures analytiques
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des capteurs électrochimiques a la sélectivité des interactions entre biomolécules. On
distingue plusieurs types de principes de détection qui peuvent étre potentiométriques,
ampérométriques ou conductimétriques [26].

1.3.5.2 Mesures potentiométriques

De facon générale, le principe des transducteurs potentiométriques est basé sur la
mesure d'une différence de potentiel entre deux électrodes. Il repose sur l'utilisation
de la loi de Nernst qui permet de corréler les variations de potentiel observées a la
concentration des especes ioniques en solution. Plusieurs approches sont envisageables :

La premiere approche consiste en la mesure des variations de potentiels entre deux
électrodes fonctionnalisées de fagon a présenter une sensibilité vis a vis de certaines
especes présentes en solution. La création de complexes sur la surface de 1’électrode
provoque une variation de charge qui est mesurée. Certaines approches sont basées sur
I'utilisation de membranes fonctionnalisées placées entre 1'électrode de mesure et la
solution qui filtre de fagon sélective les especes jusqu’a 1’électrode.

La deuxieme approche est basée sur l'utilisation de transistors a effet de champ
(FET : Field Effect Transistor) [27]. Le principe de la technique consiste a utiliser les
variations de charges de surface d’une électrode appelée grille pour modifier le courant
traversant le transistor. De facon similaire a la premiere approche, il est possible de
fonctionnaliser 1’électrode ou de filtrer les especes parvenant a 1’électrode pour rendre
la détection sélective.

1.3.5.3 Mesures ampérométriques

La détection par mesure ampérométrique repose sur les phénomenes d’oxydation et
de réduction d’especes chimiques actives en solution [28]. Les mesures sont généralement
effectuées en appliquant une tension de polarisation constante entre une électrode ou
un réseau d’électrodes interdigitées et une électrode de référence et en mesurant le
courant qui traverse le systeme. Le courant mesuré est directement lié a la variation
de concentration des especes actives électrochimiquement ou a la vitesse de réaction de
production ou de consommation de cette espece.

Bien que cette méthode ne permette pas une mesure directe de I’espece recherchée et
reste étroitement dépendante des phénomenes de diffusion des especes en solution, elle
présente un tres bonne sensibilité due en partie a la dépendance logarithmique (Equation
de Nernst) entre les concentrations des especes et les variations de potentiels mesurées.

1.3.5.4 Mesures impédancemétriques

De nombreuses réactions, en particulier des réactions enzymatiques, peuvent étre
étudiées par des mesures de conductances ou de capacités. Ces réactions consomment
ou au contraire produisent des ions en solutions. Des mesures a tension constante per-
mettent de mesurer les variations de capacité ou de conductivité entre deux électrodes
ou des réseaux d’électrodes dont la surface est modifiée de fagon a fixer sélectivement
certains des produits des réactions [29].
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1.4 Vers un Nano-adressage électrique

La transduction directe d’une interaction entre biomolécules en signal électrique,
comme dans le cas de I’électrochimie, est une méthode intéressante pour une intégration
simple du dispositif. C’est dans cette perspective que nous avons inscrit notre étude.

1.4.1 Une idée simple ...

Une idée simple que nous pourrions méme qualifier de naive consisterait a utili-
ser la conductivité intrinseque des biomolécules pour leur détection. Dans un systeme
conventionnel de reconnaissance basé sur une interaction entre une molécule cible et
une molécule sonde, la différence de conductivité entre la molécule cible et le complexe
formé pourrait étre directement exploitée pour modifier un signal électrique. Les avan-
tages apportés par cette approche résident d'une part dans la simplicité de la mesure
qui peut étre effectuée au travers du suivi de 1’évolution des caractéristiques I(V) du
dispositif et d’autre part dans le fait qu’aucune étape de marquage n’est nécessaire pour
mener a bien la détection.

Comme l'illustre la figure [1.11], la mise en place d’un systeme de détection tel que
celui que nous venons de décrire passe par le développement de structures d’adressage
électrique qui permettent de collecter et de mesurer la conductivité des molécules pro-
tagonistes.

Sonde

Hybridation

W Electrode

- Si0,

Fi1c. 1.11 — Schéma illustrant un systeme de détection basé sur la détection électrique
d’une molécule cible (ici un oligonucléotide) par mesure de conductivité. Une molécule
sonde (un autre oligonucléotide) est initialement greffée sur la surface du dispositif.
La formation d’un complexe entre la molécule cible et une molécule sonde modifie la
conductance du milieu entre les deux électrodes fabriquées sur la surface. La mesure est
réalisée en suivant ’évolution de la caractéristique I1(V) du dispositif.

Dans ce schéma de détection, le systeme que nous avons imaginé est basé sur I'immo-
bilisation de biomolécules sur un substrat entre deux électrodes planes et sur la mesure
de leur conductivité par l'intermédiaire de deux électrodes en vis-a-vis intégrées sur la
surface du dispositif. Une premiere molécule sonde est immobilisée sur la surface. Une
solution contenant les molécules cibles est ensuite incubée sur le dispositif. Dans le cas
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d’une interaction entre les deux molécules, la formation du complexe entre ces deux mo-
lécules peut étre détectée en mettant a profit la différence de conductivité engendrée. La
mesure repose simplement sur le suivi de I’évolution du courant traversant le dispositif
lorsqu’il est polarisé.

Ce systeme ne nécessite donc, a priori, aucune étape de marquage des molécules
cibles et repose sur une mesure tres simple de conductivité.

1.4.2 Des nanoélectrodes pour une détection ultra sensible

Dans cette approche simple, les perspectives et les avantages liés a 1'utilisation des
nanotechnologies apparaissent clairement. Le développement de systemes d’adressage
électrique a 1’échelle nanométrique parait particulierement pertinent : en diminuant
les dimensions du dispositif , en particulier la distance entre les deux électrodes, nous
voyons qu’a une échelle ultime, une seule molécule ou complexe est présent dans ’espace
inter-électrodes. Ainsi, si nous parvenons a immobiliser des molécules sur la surface et en
particulier dans cet espace, la mesure de conductivité n’est effectuée que sur une molécule
ou un complexe. Si nous parvenions a mesurer cette conductivité, nous disposerions alors
d’un systeme de détection travaillant a 1’échelle d’'un seule molécule et disposant donc
d’une sensibilité ultime. Un tel dispositif combine donc les avantages liés a la détection
électrique (mesure simple, rapide, intégrable) et a I’'apport des nanotechnologies, & savoir
une tres haute sensibilité directement couplée a la possibilité d’utiliser une faible quantité
de composés.

La premiere étape vers la réalisation d’un tel schéma de détection consiste donc a
réaliser des dispositifs permettant 1’adressage de biomolécules jusqu’a la connexion de
molécules uniques. Les dimensions des objets auxquels nous allons nous intéresser (ADN,
protéines, ...) sont généralement inférieures & 100nm. Dans le cas d’une architecture
basée sur des électrodes en vis a vis telle que celle que nous venons de présenter, cette
condition se traduit donc par des espaces inter-électrodes eux aussi inférieurs a 100nm.

1.4.2.1 Nanoélectrodes pour ’adressage électrique de molécules

Dans ce paragraphe, nous allons présenter quelques exemples de techniques de réali-
sation de dispositifs d’adressage électrique permettant la connexion de nano-objets entre
deux électrodes elles mémes reliées a un systeme de mesure électrique macroscopique.
Une large partie des recherches dans le cadre desquelles ont été réalisés ces dispositifs
s’'inscrit dans le domaine de 1’électronique moléculaire définie comme la réalisation de
composants constitués d’une ou plusieurs molécules [30].

1.4.2.2 Utilisation d’une sonde tunnel

L’utilisation de la microscopie a effet tunnel (STM) est a l'origine de nombreuses
études dédiées aux phénomenes de transport électronique au sein de molécules indivi-
duelles. Cette technique permet de générer des jonctions métal-molécule-métal de tres
petites dimensions en déplagant et positionnant une pointe métallique de tres faible
rayon de courbure (10 & 20nm) sur une molécule ou un ensemble de molécules immobi-
lisées sur un substrat lui aussi conducteur.
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Cette approche permet par exemple d’étudier des molécules déposées sur une surface
sous la forme de monocouches autoassemblées, d’objets isolés ou encore englobés dans
une monocouche [30].

\\\\\\\\

Fi1Gc. 1.12 — lllustration des différents types d’expériences réalisables pour la connexion
électrique de molécules grace a un microscope a effet tunnel (STM) [30].

Ces expériences ont pu mettre en évidence les problemes des contacts électriques
entre la pointe STM ou AFM et les molécules, en particulier lorsque celles-ci ne sont
pas liées de facon covalente. Les mesures sont dominées par le contact et non pas par la
molécule elle méme. Le nombre de molécules connectées dépend du rayon de courbure de
la pointe mais il est possible d’adresser des objets individuellement lorsqu’ils sont isolés.
Un exemple d’application concerne I’étude tres controversée du transport électrique dans
I’ADN pour lequel cette technique a constitué une approche fréquemment utilisée [31].

Un des avantages majeur du STM est de pouvoir réaliser des images et des mesures
avec le méme instrument. Ces microscopes en champ proche constituent donc des outils
d’investigation uniques qui permettent dans certaines conditions de préparation de la
surface, de réaliser des mesures de grande qualité a 1’échelle de la molécule unique.
L’interprétation des ces mesures n’est pas toujours facile en raison de la complexité liée
au contact pointe/molécule. De plus, I'acquisition de mesures électriques reproductibles,
dénuées d’artefact reste extremement délicate d’un point de vue expérimental. Ce type
d’adressage électrique "vertical” est de ce fait tres peu compatible avec une intégration
du systeme visant a effectuer plusieurs mesures en parallele. Un schéma "horizontal” ou
"planaire” semble plus compatible avec cet objectif. Néanmoins cette technique présente
un certains nombre d’inconvénients liés entre autre au manque de stabilité mécanique
de la pointe lors de la mesure qui peut influencer la nature du contact ainsi que la
conformation de 'objet étudié [32] et au probléeme de la résistance du contact entre la
pointe et la molécule qui masque les propriétés de la molécule.

1.4.2.3 Réalisation d’électrodes planaires par lithographie électronique

Nous allons désormais nous intéresser a la recherche de techniques permettant la
fabrication de dispositifs d’adressage planaires a 1’échelle nanométrique. La lithographie
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électronique reste a ce jour un technique de choix pour la production de nanostructures.
Les progres effectués autour des résines électrosensibles, des procédés de développement
permettent désormais de produire de fagon reproductible des structures planes sur une
large variété de substrats avec une résolution proche de 5nm [33] et de combiner de
trés hautes densités [34]. Aussi, comme nous le verrons tout au long de ce chapitre,
I"utilisation de la lithographie électronique reste, au travers des technologies Silicium, une
voie tres largement utilisée pour la fabrication de nanodispositifs d’adressage électrique.

Le principe général de la technique sera présenté en détail au chapitre 3. Il consiste a
structurer un film de résine électrosensible déposé sur un substrat par insolation via un
faisceau d’électrons et a la révélation des structures insolées. La technique dite de "lift-
oftf” permet ensuite de transférer les structures générées dans la résine par I'intermédiaire
d’un dépot métallique et de fabriquer des pistes métalliques planes.

La figure nous donne un apercu de quelques architectures de nanoélectrodes
fabriquées sur substrat silicium par la technique de lift-off.

(b)

Fic. 1.13 — Ezxemple d’un dispositif composé de 4 nanoélectrodes métalliques planes
fabriquées sur un substrat de silicium par lithographie électronique et lift-off (Titane/Or)
[35]. La dimension de l’espace inter-électrodes (b) est de 'ordre de 5nm.

Comme nous pouvons le voir, cette technique présente 'avantage de pouvoir fabri-
quer des électrodes avec des résolutions proches de bnm et des architectures tres variées.
Bien que relativement lente, la lithographie électronique reste tres bien adaptée au dé-
veloppement de structures pour la recherche en laboratoire.

Toutefois, malgré la tres forte résolution offerte par la lithographie électronique, la
fabrication reproductible de nanogaps inférieurs a 10nm reste difficile et peu accessible
du fait du cout élévé et de la lenteur de la technique. Des solutions alternatives ont été
proposées entre autre pour diminuer les dimensions des espaces séparant les électrodes.
Quelques exemples de ces méthodes sont présentés dans les paragraphes qui suivent.

1.4.2.4 Utilisation de nanoparticules

Les nanoparticules métalliques constituent des objets tres intéressants de part la
gamme de dimension qu’elles présentent (Inm & plusieurs centaines de nanometres) et
de part les multiples possibilités de fonctionnalisation chimique de leur surface.
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Ainsi, ces nano-objets ont été utilisés pour 1’électronique moléculaire en combinai-
son avec des nanoélectrodes fabriquées généralement par lithographie électronique. Le
principe de l'adressage est basé sur I'immobilisation d’une ou plusieurs particules en
réseaux dans 'espace séparant deux électrodes [36, 37,38, 39]. La surface des particules
ou des électrodes est couverte de la molécule a étudier. Les nanoparticules servent alors
d’électrodes intermédiaires et permettent d’étudier le transport électrique au travers de
jonctions métal-molécule-métal en série. Un exemple de réalisation [36] est donné dans
la figure [1.14.

. Monocouche
- Autoassemblée
Au

R

TS N
= .- Electrode Au

T e

--- Silicium

(a)

Fic. 1.14 — (a) Principe de l’étude du transport électrique au travers de molécules dé-
posées sur la surface de deux électrodes. Une nanoparticule permet de relier les deux
électrodes et de créer deuz jonctions métal-molécule-métal. (b) Image MEB d’une na-
noparticule de 80nm de diametre tmmobilisée dans 'espace séparant deux électrodes
métalliques fabriquées sur une surface de silicium oxydée [30].

Cette approche reste contraignante car I'adressage se fait sur un grand nombre de
molécules et il est seulement possible d’obtenir un ordre de grandeur moyen de la conduc-
tance. De plus, la géométrie électrode-jonction-particule-électrode complique les carac-
téristiques du transport électrique.

1.4.2.5 Réduction de la distance inter-électrodes

Des techniques permettent de réduire la distance inter-électrodes des dispositifs fa-
briqués par exemple par lithographie électronique. Ces méthodes utilisent par exemple
des techniques de dépot par pulvérisation [40] ou par dépdt électrolytique [41]. La pre-
miere de ces techniques permet de réduire la distance entre deux électrodes a 4nm [40]
mais nécessite la fabrication d’électrodes suspendues. La deuxieme méthode peut étre
utilisée sur des électrodes en contact avec le substrat. Le suivi du dépot effectué par voie
électrochimique permet de controler 'apport de matiere. Des gaps de 3.5nm ont pu étre
obtenus par cette voie qui reste pour I'instant peu utilisée.

1.4.2.6 Ouverture d’un nanofil

Une alternative a la réalisation de nanojonctions par lithographie électronique est
basée sur la réalisation de nanojonction par rupture d’un nanofil conducteur. Cette
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Fi1Gc. 1.15 — Images MEB de l’espace situé entre deux électrodes de platine fabriquées
sur un substrat de nitrure de Silicium. Un dépot supplémentaire de métal par sputtering
permet de réduire la distance entre deux électrodes suspendues, de 25nm a environ 4nm.

approche est intéressante pour la réalisation de nanogaps car leur réalisation ne dépend
plus de la résolution de procédé de lithographie. Le nanofil est toujours fabriqué par
lithographie électronique mais ses dimensions restent supérieures a la résolution ultime
de la technique. Ces techniques sont donc plus accessibles car elle permettent de relacher
les contraintes liées a la résolution du procédé qui nécessitent une mise au point précise
des parametres de fabrication.

Ouverture d’un nanofil par flexion

Le principe de cette technique a été proposé en 1995 par C. Zhou et al [42]. T consiste
a rompre, par flexion, un nanofil métallique suspendu a la surface d'un substrat dé-
formable. Les dimensions latérales du fil sont de I'ordre de 100nm. La déformation du
substrat est généralement induite par un actionnement piezoélectrique.

Cette technique permet de générer de tres petits gaps dont la dimension est ajustable
par le jeu de la déformation du substrat. Bien que le controle du nombre de molécules
connectées reste difficile, il est ainsi possible d’adresser des molécules de tres petite taille
43, 44]. Cette technique permet d’éviter certaines limitations par rapport a I’'emploi
d’une sonde tunnel , en particulier en ce qui concerne la stabilité mécanique de la
jonction et la symétrie [45]. Toutefois, 'utilisation de cette technique reste délicate car
la réalisation de ses jonction nécessite un controle individuel de la rupture de chaque
fil et limite considérablement les possibilités d’intégration et de mise en parallele sur
un substrat. Par ailleurs, il est nécessaire de fabriquer des nanofils suspendus ce qui
complique le protocole de fabrication mais surtout rend cette approche incompatible
avec la stratégie de dépot de la sonde entre les électrodes.

Ouverture d’un nanofil par électro-migration
Ce procédé a été mis au point par I’équipe de Mc Euen [46]. En faisant circuler un fort
courant dans un nanofil métallique, les atomes métalliques qui le constituent sont mis en
mouvement par électro-migration. En controlant I’évolution du courant dans le fil, il est
ainsi possible de rompre le fil métallique et de générer deux électrodes indépendantes qui
présentent des espaces compris entre 1 et 3nm [30]. La figure[1.17 présente un exemple
de dispositifs réalisés par cette voie.
Des travaux récents ont permis de démontrer la fabrication de ces structures en uti-
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Fic. 1.16 — Illustration de la fabrication de nanjonctions par flexion sur un substrat
déformable. Un fil suspendu est rompu par déformation du substrat. La distance inter-
électrodes est ajustée en controlant cette déformation.

v (mV}

Fic. 1.17 — [llustration de ['utilisation de nanoélectrodes espacées de 1 a 2nm obtenues
par €Electromigration et utilisées pour ’étude du transport électrique dans des complexes

de Cobalt [47].
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lisant la technique de NanoImpression pour la fabrication du fil conducteur [48]. Des
travaux ont également démontré la combinaison de cette technique avec un dépot de
nanoparticules des gaps inférieurs & 10nm [49]. Cette approche présente de nombreux
avantages pour 1’électronique moléculaire entre autres liés a la réalisation de jonctions
stables mécaniquement et fabriquées sur un substrat pouvant étre utilisé comme élec-
trode de grille. Toutefois, la fabrication des nanogaps nécessite de rompre un par un
les nanofils en suivant I’évolution de la caractéristique électrique du nanofil générée par
le processus d’électromigration. Aussi la fabrication en grand nombre de ces dispositifs
reste tres contraignante et peu adaptée au développement de biopuces.

1.4.2.7 Synthese

Comme nous venons de le voir, de nombreuses stratégies sont envisageables pour
I’adressage électrique de molécules. Les nombreux travaux menés dans le cadre de 1'élec-
tronique moléculaire ont permis de proposer des solutions d’adressage a 1’échelle nano-
métrique. Toutefois, la réalisation de ces dispositifs engendre de nombreuses contraintes
dans la perspective de nos applications. La réalisation de ces dispositifs se fait générale-
ment a l'unité et nécessite des temps de fabrication relativement longs. Parmi toutes les
solutions proposées, la réalisation de nanoélectrodes métalliques par lithographie électro-
nique reste la plus intéressante. Elle permet d’utiliser un schéma de détection classique
basé sur I'immobilisation de biomolécules sur un substrat. Elle permet également de
pouvoir réaliser, avec une tres haute résolution, des architectures d’électrodes variées et
pas uniquement limitées a des jonctions nanométriques.

1.4.3 Le probleme de la conductivité des biomolécules

Le deuxieme parametre important de 'approche tres simple que nous avons décrite
dans le premier paragraphe concerne bien évidemment le caractere conducteur des bio-
molécules et son utilisation pour la détection électrique.

1.4.3.1 Le cas de ’ADN

Le principe de la méthode de détection par mesure directe de la conductance est,
comme nous ’avons répété, basé sur les propriétés de conduction électrique des biomo-
lécules que nous souhaitons détecter. Cette idée trouve un écho tout particulier avec
les nombreuses expériences qui ont été menées a ce jour sur la compréhension des phé-
nomenes de conduction a 1’échelle d'une molécule. Ces expériences on été motivées en
grande partie par les perspectives d’applications dans le domaine de 1’électronique molé-
culaire. Dans ce que nous pourrions qualifier de famille des biomolécules, le candidat le
plus probable en tant que conducteur est la molécule d’ADN. Des 1962, Eley et Spivey
ont suggéré que la molécule d’ADN était susceptible de conduire le courant électrique
[50], le mécanisme de conduction étant lié & la superposition des orbitales moléculaires
entre les bases constituant la molécule. Depuis quelques années, de nombreuses expé-
riences ont été menées dans le but de démontrer le comportement conducteur de ’ADN.
La plupart des approches utilisent des systéemes basés sur des nanoélectrodes permet-
tant de connecter ces molécules et d’étudier la réponse électrique d’un petit nombre
d’entre elles. Malgré les nombreuses expériences menées a ce sujet, les résultats obtenus
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sont treés controversés. Les comportements observés vont de la supraconductivité [51],
aux comportements de type conducteur ou semi-conducteur [52, jusqu’a des
comportements isolants [56, 57, 58, 59]. Il semble que dans I’ensemble de ces recherches,
les parametres expérimentaux soient d’une importance capitale dans les mesures. Les
caractéristiques électriques observées semblent dépendre de la longueur des molécules,
de leur séquence mais également de ’environnement dans lequel est effectuée la mesure
(humidité, température, ...), des dispositifs de connexion, de la nature des contacts entre
les dispositifs de connexion et la molécule, etc.

Tres récemment, les résultats d’un projet européen intitulé "DNA electronic” (IST-
1999-13099) ont permis d’apporter une vision plus claire des propriétés électriques de
I’ADN en particulier dans le cas de molécules déposées sur un substrat a ’état sec
60]. Dans les expériences présentées, les différentes mesures ont été réalisées en utilisant
des nanoélectrodes métalliques planaires fabriquées par lithographie électronique sur un
substrat en silicium. La figure[1.18 nous donne un apercu de quelques uns des dispositifs
utilisés dans une approche semblable a celle que nous souhaitons mettre en place.

F1G. 1.18 — Images AFM de différents dispositifs permettant [’adressage électrique d’une
molécule d’ADN placée entre deux électrodes de platine sur un substrat de silice séparées
de 40nm (a). Méme expérience pour des faisceauz de molécules d’ADN placés entre deux
électrodes de platine séparées d’environ 200nm sur un substrat de silice (b) et (c) et de

mica (d).

Les conclusions de ces recherches semblent clairement indiquer que pour des lon-
gueurs supérieures a 40nm, les molécules d’ADN présentent une résistance supérieure a
10 TOhms. Plus généralement, ces molécules témoignent d’un caractere fortement iso-
lant lorsqu’elles sont déposées sur un substrat dans un environnement sec et ce quelle
que soit leur séquence.

Les résultats indiquent également que le taux d’humidité du milieu dans lequel les
mesures sont réalisées a une influence majeure sur les propriétés électriques des oligonu-
cléotides [54, 61, 62]. Le comportement isolant de ’ADN a I'état sec semble disparaitre
sous l'influence d’une augmentation d’humidité. Deux phénomenes sont alors envisa-
geables pour l'interprétation de ces résultats [31]. La conduction peut étre de type
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ionique et donc tres sensible a 'humidité. La deuxieme hypothese met en jeu 'influence
de ’humidité sur la conformation des molécules d’ADN qui pourrait évoluer d’une forme
conductrice a isolante.

La séquence des brins étudiés modifie également la réponse électrique. Dans la plu-
part des expériences, les molécules d’ADN composées de I’hybridation d’un brin poly-G
(brin constitué uniquement de bases de type G) avec un brin poly-C présentent des
conductivités sensiblement plus importantes que les systeémes constitués de brins poly-
A /poly-T ou de brin de séquence quelconque (A-DNA). Ces résultats ont été confirmés
par les travaux de T.Heim [31] qui ont montré la dépendance des caractéristiques en
fonction de I'environnement et le caractere isolant de ’ADN a I’état sec.

Aussi, bien que l'interprétation des phénomenes de conduction électrique au travers
de ’ADN reste encore controversée, I’exploitation des propriétés intrinseques de conduc-
tion des molécules d’ADN reste tres limitée et tres sensible aux conditions expérimen-
tales. La mesure des variations de la conductivité de molécules telles que ’ADN parait
tres difficilement utilisable pour une application de biodétection : les courants restent
tres faibles, difficilement mesurables et ’obtention d’une réponse stable et reproductible
devrait nécessiter un controle tres précis des conditions opératoires.

1.4.3.2 De la détection des biomolécules

L’exemple de la molécule d’ADN illustre assez bien les problemes liés a 'utilisation
directe de la conductivité des "biomolécules” pour des applications de détection.

Qu’il s’agisse de molécules d’ADN ou de protéines, le caractére conducteur de ces
biomolécules reste pour I'instant controversé. Bien que des mécanismes de transfert de
charge au sein des molécules soient identifiés (Transfert d’électrons par sauts, super-
échange) [31], les expériences montrent de nombreux résultats contradictoires et il reste
difficile d’utiliser ces résultats pour les appliquer a un systeme de détection. Les phé-
nomenes de conduction observés restent en général de courte portée, de faible intensité
et dépendent de facon dramatique des conditions de mesure et des dispositifs utilisés
pour leur connexion. En particulier dans le cas de ’ADN, les études semblent clairement
démontrer les effets majeurs de I'humidité et de la nature des contacts électriques. Par
ailleurs, méme dans le cas le plus favorable correspondant a des doubles brins poly(G)-
poly(C) qui permet un recouvrement des orbitales moléculaires, le transfert d’électrons
dans la molécule reste limité et la résistance des oligonucléotides demeure tres élevée
131,160] et donc peu compatible avec notre objectif.

Au cours des premiers travaux menés dans le cadre de cette these, nous avons pu
procéder a des mesures de la conductivité, en milieu sec, de molécules d’ADN dépo-
sées sur un substrat. Pour réaliser ces mesures, nous avons mis en oeuvre les dispositifs
qui seront décrits au chapitre 2. Nous avons utilisé des molécules d’ADN de 100nm
de long (double et simple brins poly(G)-poly(C) et poly(A)-poly(T)) avec des gaps de
dimensions variables de 20 a 100nm. Aucune des conditions étudiées ne nous a permis
d’obtenir un courant mesurable traversant le dispositif. De la méme facon nous avons
reproduit ces expériences sur des dépots de protéines (anticorps) et comme nous le ver-
rons au chapitre 3, nous sommes arrivés aux meémes résultats. Ces derniers en cohérence
avec les résultats parus dans la littérature a cette méme période nous ont confortés
dans l'idée que la conductivité des biomolécules déposées sur un substrat et séchées est
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extréemement faible et quasiment non mesurable.

La conclusion essentielle de ce paragraphe est donc qu’il semble particulierement
difficile d’utiliser les propriétés de conduction des biomolécules pour réaliser une procédé
de biodétection électrique. Notre objectif nécessite premierement de pouvoir mesurer
une variation de conductivité et deuxiemement de parvenir a une réponse reproductible.
Or comme nous 'avons vu les résistances des biomolécules semblent tres élevées et les
mesures trop sensibles aux parametres expérimentaux pour répondre a ces deux criteres.

Pour autant, I’approche que nous avons décrite dans la premieére partie reste par-
ticulierement attractive du fait de la grande sensibilité qu’elle permettrait d’atteindre
et des possibilités d’intégration envisageables. Quelles sont alors les solutions que nous
pouvons apporter pour pallier au probleme de la non conductivité des biomolécules ?
Deux approches sont envisageables. Tout d’abord, nous pouvons travailler au dévelop-
pement de structures de connexion plus sensibles en proposant des architectures plus
perfectionnées que la solution des nanoélectrodes. Nous pouvons également modifier la
nature de I'objet détecté électriquement. Le but, dans ce cas, est d’augmenter la conduc-
tivité du complexe généré apres I'association des molécules cibles et sondes. Pour cela,
la solution du marquage des molécules parait particulierement bien adaptée puisqu’elle
permet de conserver les affinités entre les molécules tout en associant les propriétés du
marqueur utilisé.

1.4.4 Les solutions existantes

Parmi les nombreux systemes de biodétection développés récemment, plusieurs uti-
lisent une mesure de conductivité. Toutefois, ces systemes n’utilisent pas les propriétés
électriques des biomolécules étudiées. Certains systemes utilisent directement la modi-
fication des propriétés électriques d’un matériau induite par le greffage d’une molécule
cible. D’autres sont basés sur 1'utilisation des molécules cibles comme point d’ancrage
d’objets conducteurs. Dans les deux cas, le courant électrique mesuré ne circule pas dans
la molécule cible. Aussi, le signal obtenu n’est modifié que par la présence ou I’absence
de la molécule sur la surface.

1.4.4.1 Les nanotubes de carbone et nanofils conducteurs

La fonctionnalisation de fils ou de nanotubes de sections nanométriques constitue
une voie intéressante pour des applications a la biodétection.

Parmi les premieres applications utilisant des nanofils conducteurs, citons les travaux
de Y.Cui et al. [63]. Le principe de la détection est basé sur 'utilisation d’un nanofil
semiconducteur en silicium (dopé p) de 15nm de diametre et de 2um de longueur,
pour la réalisation d’un transistor a effet de champ. L’ensemble du dispositif est placé
directement en solution, par exemple par l'utilisation de dispositif de miocrofluidique
en PDMS [64]. La surface de fil peut étre fonctionnalisée de fagon & immobiliser une
molécule d’intérét. Les modifications de charges engendrées par une réaction chimique
impliquant les molécules greffées ou 'immobilisation d’un molécule sonde permettent de
modifier la conductance du dispositif. Une telle approche a pu étre utilisée avec succes
pour la mesure de variation de pH ainsi que pour la détection d’interactions de type
biotine-streptavidine [63]. Dans ce dernier cas (Cf. Figure[1.19), une molécule de biotine
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est greffée sur la surface. Ces molécules peuvent alors servir de site de greffage pour
des molécules de streptavidine. Lors de ce greffage, les variations de charges de surface
due a la molécule de streptavidine (chargées négativement dans les conditions de pH de
I'expérience) permettent de moduler la conductance du dispositif.

Nanofil (5i)
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Fic. 1.19 — (a) Schéma illustrant la détection d’un interaction bitotine-streptavidine
par 'intermédiaire d’un transistor a effet de champ basé sur un nanofil semiconducteur
de silicium. La surface du nanofil est fonctionnalisée par des molécules de biotine qui
permettent ['immobilisation de molécules de streptavidine en solution sur la surface du
nanofil. La variation de charge causée par la streptavidine (chargée négativement dans
les conditions de l’expérience) permet de moduler la conductance du nanofil. (b) Exemple
de réponse électrique obtenue en temps réel lors de 'incubation d’une solution de strep-
tavidine sur ce dispositif : les régions 1 et 8 de la courbe correspondent a l'introduction
d’une solution tampon et la région 2 a l'incubation de la solution de streptavidine.

Dans ces expériences, le greffage des molécules de streptavidine se traduit par une
variation de la conductance du dispositif qui augmente d’environ 50nS et qui reste stable
dans le temps.

Des travaux similaires ont été réalisés en utilisant des nanotubes de carbone, en par-
ticulier des nanotubes mono-feuillet (SWCNT : Single Wall Carbon Nanotube) utilisés
en tant que nanofils semiconducteurs. De nombreux travaux ont été menés autour de
ces dispositifs et ont pu démontrer la possibilité de détection de composés gazeux (NOq
et NH3) [65], de protéines et d’enzymes avec des niveaux de sensibilité
permettant la détection d’une seule enzyme.

Les techniques de détection basées sur 1'utilisation de nanofils semiconducteurs ré-
velent bien les possibilités offertes par les nanotechnologies en particulier en ce qui
concerne 'amélioration de la sensibilité des méthodes de détection. Il s’agit également
d’une technique de détection en temps réel, ne nécessitant aucun marquage des molé-
cules cibles et utilisant une simple mesure de conductivité. Cette méthode est facilement
intégrable et permet des mesures directes en solution par I'intermédiaire de dispositifs
simples de microfluidiques. Tout comme nous le verrons dans les applications qui se-
ront présentées par la suite, la mise au point de procédures de fonctionnalisation qui
concernent ici les parois des nanofils, reste de premiere importance.
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1.4.4.2 Membranes biomimétiques, Nanopores

Une autre voie prometteuse pour la détection de biomolécules par mesure de conduc-
tance repose sur l'utilisation de structures nanométriques telles que des membranes
biomimétiques. Les récents travaux de O. Saleh et al. [69] ont permis de démontrer la
possibilité de détection de molécule d’ADN en solution a ’aide de canaux nanométriques
ou nanopores réalisés par moulage de structures en PDMS reportées sur lames de verre.
Comme l'illustre le schema de la figure [1.20, le principe de la détection repose sur la
mesure du courant ionique traversant un canal nanométrique de 200nm de diametre et
de 3pum de long.
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F1G. 1.20 — Schéma de principe de la détection de molécules d’ADN par mesure électrique
de la conduction ionique au travers d’un nanopore (d’aprés [69]).

Les molécules d’ADN en solution sont dirigées vers le nanopore et lors de leur pas-
sage bloquent partiellement le flux de solutions et donc des ions présents en solution. Ce
phénomene se traduit par une augmentation de la résistance électrique du nanopore qui
est mesurée a l'aide d’électrodes situées de part et d’autre du nanopore. Les avantages
de cette méthode de détection reposent ici aussi sur la grande sensibilité de détection,
jusqu’a une molécule unique, offerte par la réduction de la taille du canal. La détection
se fait directement en solution, en temps réel, sans marquage de la molécule cible. De
prochaines améliorations, en particulier la réduction de la taille du nanopore, devraient
permettre la détection de molécules de tres petites dimensions. Enfin, la fonctionna-
lisation des parois du dispositif laisse envisager la possible utilisation de ces systemes
pour la détection d’interactions de biomolécules. La mesure de la résistance du nano-
pore devrait permettre de détecter toute variation de flux au sein du dispositif liée a
une diminution de la taille du canal lors de 'immobilisation des molécules cibles ou a un
ralentissement de ces mémes molécules du a leur interaction avec les molécules greffées
sur les parois du nanopore.
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1.4.4.3 Métallisation

Les développements récents effectués dans le domaine de 1’électronique moléculaire
ont permis d’identifier certaines biomolécules, en particulier ’ADN comme brique éven-
tuelle de construction de nanocircuits. Pour illustrer cette approche, nous avons choisi
I'exemple des travaux menés par E.Braun et al. [70].

Dans cette approche (Cf. Figure deux électrodes métalliques fabriquées sur un
substrat de verre et séparées de 12 a 16um sont fonctionnalisées de facon indépendante
avec deux oligonucléotides de 12 bases fonctionnalisés par des groupements thiols pour
leur attachement. Dans un deuxieme temps, un oligonucléotide présentant a chaque
extrémités des séquences de 12 bases complémentaires des séquences présentes sur les
oligonucléotides greffés est incubé sur la surface. L’oligonucléotide s’hydride a chaque
extrémité et ponte les électrodes. Enfin, une solution ionique d’argent permet la for-
mation d’un complexe d’ion argent avec ’ADN qui peut étre réduit par une solution
d’hydroquinone pour générer des agrégats métalliques. Un fil métallique conducteur se
forme donc autour de la molécule d’ADN et ponte électriquement les microélectrodes.

Les expériences on pu démontrer d'une part la possibilité de métalliser I’ensemble
de T'oligonucléotide déposé mais aussi que cette métallisation conduisait a des augmen-
tations de la conductivité de plus de 6 ordres de grandeurs comparées au pontage des
électrodes par la molécule d’ADN seule pour laquelle aucune conductivité n’a pu étre
détectée.

1.4.4.4 Marquage par des nanoparticules métalliques

Les nanoparticules inorganiques constituent des blocs de construction et de fonc-
tionnalisation particulierement intéressants dans le domaine des nanotechnologies. Ces
nano-objets peuvent étre synthétisés en grande quantité, a partir d'une large variété de
matériaux a l’aide de protocoles simples. L’intérét principal des nanoparticules provient
de leurs dimensions qu’il est possible de controler dans une gamme de dimensions de
Inm a plusieurs centaines de nanometres [71]. Sur une échelle de dimension, ces objets
se situent donc a l'interface entre les édifices moléculaires ou supramoléculaires créés par
voie chimique et les structures crées dans une approche "top-down” de structuration de la
matiere. Elles peuvent donc servir de trait d’union entre les "nano” et les biotechnologies
et sont, a ce titre, particulierement utilisées dans le domaine de la biodétection.

Les méthodes de préparation des particules inorganiques sont tres nombreuses et ont
été largement documentées |71, 72]. Dans le cas particulier des nanoparticules métal-
liques la méthode principalement employée est basée sur la réduction de sels métalliques.
Dans le cas de 1’Or, les nanoparticules sont fabriquées a partir de sels métalliques de
type H[AuCly] par du citrate de sodium. Cette réaction permet de fabriquer des nano-
particules sphériques monodisperses dont les dimensions dépendent essentiellement des
concentrations des réactifs employés [73, 74]. Les gammes de dimensions vont de 1 nm
a plusieurs centaines de nanometres.

Il est par ailleurs possible de fonctionnaliser la surface des nanoparticules par des
groupements silanes [75], citrates, dendrimeres [76, 77|, polymeres [78], etc. Ces groupe-
ments permettent d’une part de stabiliser les solutions colloides générées et d’autre part
d’apporter une fonctionnalité chimique permettant leur greffage. Ainsi, il est possible de
greffer les nanoparticules sur les surfaces ou les objets étudiés en utilisant directement
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Fia. 1.21 — (a) Schéma de principe de la métallisation d’une molécule d’ADN simple
brin hybridée a ses deux extrémités a deux oligonucléotides eur mémes greffés a chacune
des électrodes métalliques. Un procédé de métallisation basé sur la réduction de sels
d’argent permet la métallisation du brin d’ADN. (b) Exemples de caractéristiques I(V)
obtenue apres et avant métallisation en absence et en présence d’une molécule d’ADN
immobilisée entre les deux électrodes (d’apreés [70]).
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leur réactivité ou leur affinité vis-a-vis des objets cibles. Dans le cas des biomolécules,
les méthodes employées pour ce greffage sont bien décrites dans et [80]. Ce greffage
repose généralement sur la reconnaissance biotine-streptavidine, sur la fonctionnalisa-
tion d’acides aminés par des groupements thiols et leurs réactions avec des particules
d’Or ou avec des particules fonctionnalisées par des groupements amines, ou encore par
exemple par interactions électrostatiques entre certains acides aminés et des groupe-
ments anioniques permettant la stabilisation des particules.

Les nanoparticules disposent de propriétés optiques, électriques, magnétiques tres
variées et bien souvent tres différentes du matériau a 1’état massif. De part leurs faibles
dimensions, ces objets sont donc particulierement intéressants pour des applications de
biodétection car ils permettent de modifier ou d’apporter des propriétés nouvelles aux
biomolécules que nous souhaitons détecter tout en conservant leur activité biologique.

De nombreuses applications [80,71] utilisent les nanoparticules pour des systemes de
détection optique (absorption, diffusion, Résonance Plasmon de surface) (81,82, 83,84,
85,186, 87] ou magnétique [11, 12, 13]. Dans le cas de la détection électrique par mesure
de conductivité, une méthode simple pour compenser les propriétés isolantes des biomo-
lécules est d’utiliser un marquage avec des nanoparticules métalliques conductrices. Un
premier exemple d’application est présenté dans la figure [1.22/ au travers des résultats
obtenus par O.D. Velev et al. [88].

Immobilisation de microbilles de latex Immobilisation des Nanopwticules d°Or
particules d’Or

A et Y
L _oedbe 0 68 O
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Mesure électrigue

2W-500 m'V

g 3 & = i N

Fi1G. 1.22 — Schéma de principe du protocole de détection immunologique présenté par
0.D. Velev et al. Des microbilles de latex et fonctionnalisées par des protéines A sont
tout d’abord immobilisées entre deux électrodes séparées de 7 a 15um puis fonctionnali-
sées par un premier anticorps (IgG) spécifique des protéines A. Une deuxiéeme solution
d’anticorps (Anti-IgG) fonctionnalisés par des nanoparticules d’Or de 5nm de diametre
est incubée sur la surface. Dans le cas d’une reconnaissance entre les deux anticorps
(19G/Anti-19G), des nanoparticules d’Or sont immobilisées sur le dispositif. Un dernier
traitement de la surface par une solution de métallisation (a partir de sels d’argent)
permet de métalliser le dépot de particules. Si aucune reconnaissance n’a lieu entre les
anticorps l’absence de nanoparticules métalliques empéche la métallisation et donc la
modification de la conductivité des électrodes.

Dans cet exemple des microbilles de latex d’enciron 1um de diametre sont collec-
tées par diélectrophorese (Tension de 2 a 4V sous une fréquence de 20 a 60kHz) dans
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I’espace inter-électrodes de deux électrodes coplanaires séparées de 7 a 15um. Les billes
de latex utilisées sont initialement couvertes d’une protéine A qui est capable de se lier
spécifiquement a un anticorps de type IgG. Un deuxieme anticorps anti-IgG présent a
la surface de nanoparticules d’Or de 5nm de diametre est alors incubé sur la surface.
Cet anticorps reconnait spécifiquement I’anticorps IgG initialement greffé sur les micro-
billes et se fixe donc dans I'espace inter-électrodes. Un procédé de métallisation a base
d’argent, généralement utilisé pour la métallisation d’échantillons pour la microscopie
électronique, est utilisé pour métalliser le dépot effectué dans I’espace inter-électrodes a
partir des nanoparticules d’Or qui y sont présentes. L’interaction entre les deux anticorps
se traduit donc par un court-circuit des électrodes.
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F1G. 1.23 — (a) Observation MEB de ’espace inter-électrodes des dispositifs aprés immo-
bilisation des billes de latex, incubation des deux solutions d’anticorps et métallisation.
(b) Graphe témoignant de la baisse de résistance du dispositif sous linfluence des par-
ticules métalliques (d’apres [88]).

La détection de l'interaction entre les deux anticorps résulte donc d’'un phénomene
collectif de fixation de nanoparticules permettant la métallisation de l'espace inter-
électrodes. Ces premiers résultats ont permis de démontrer qu’il est possible de détecter
des concentrations en anticorps de l'ordre de 107! 107! mol.L~!.

L’avantage majeur de cette technique réside dans la possibilité d’utiliser des réseaux
d’électrodes qui permettent d’immobiliser de fagon localisée un anticorps différent dans
chaque espace inter-électrodes. Toutefois cette approche, qui nécessite une étape de mar-
quage, présente également de nombreuses limitations. La premiere provient du nombre
important d’étapes de greffages et de traitements avant d’arriver a la détection élec-
trique ce qui complique considérablement le protocole. D’autre part, I'obtention d’une
réponse quantitative parait difficilement réalisable suivant cette approche : en effet, le
nombre, la position, la taille de ’espace inter-électrodes et finalement 1’étape de métal-
lisation des particules sont autant de parametres qui limitent la réalisation de mesures
quantitatives.

La reconnaissance de séquences d’oligonucléotides a également été accomplie en uti-
lisant une méthode de détection tres similaire a la précédente [89]. Le schéma de la
méthode mise par S.-J. Park et al. est reportée dans la figure[1.24.

Dans cette expérience deux électrodes séparées de 12 et 16um sont fabriquées sur
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Fi1G. 1.24 — Principe de la détection électrique de séquence d’ADN présenté par S.-J.
Park et al. [90]. Des oligonucléotides sondes sont immobilisés dans [’espace séparant
deux électrodes distantes de 20um. Une solution d’oligonucléotides cibles est alors in-
cubée sur la surface. Cette molécule peut se lier par une de ses extrémités a la sonde
présente sur la surface. Enfin, une solution de nanoparticules d’Or fonctionnalisées de
18nm de diametre par un dernier oligonucléotide présentant une séquence complémen-
taire de extrémité libre de [’oligonucléotide cible est introduit. Si la cible a été immobili-
sée sur la surface, une métallisation de ’espace inter-électrodes par une réaction de type
miroir d’Argent est rendue possible par la présence des particules d’Or. L’interaction de
l’oligonucléotide cible se traduit donc finalement par une modification de la conductivité
du dispositif.

un substrat isolant de type SiO, par un dépot d’une couche d’Or sur une couche de
titane. Apres traitement de la surface, un premier oligonucléotide sonde est immobilisé
sur la surface entre les deux électrodes. Dans un deuxieme temps, un deuxieme oligo-
nucléotide cible fonctionnalisé par des nanoparticules d’Or de 13nm est incubé sur la
surface. Dans cette approche classique de reconnaissance cible-sonde, I'interaction entre
les oligonucléotides de séquences complémentaires permet de fixer des nanoparticules
entre les deux électrodes. Un procédé de métallisation basé sur la réduction de sels
d’argent par de I’hydroquinone permet alors de métalliser le dépot. Dans le cas d’une
hybridation entre les deux molécules, la résistance des électrodes décroit pour atteindre
5000hms. Dans le cas contraire, la résistance du dispositif n’est pas modifiée et reste
proche de 200MOhms. Les modifications de conductivité induites sont de plus de trois
ordres de grandeur. Par ailleurs, la sélectivité du protocole permet de différencier deux
oligonucléotides présentant une seule base différente a partir d’oligonucléotides cibles de
27mers. Toutefois, le nombre de molécules ayant interagi qui permet une métallisation
reste considérable compte tenu de la dimension des électrodes et du gap.

Le dernier exemple que nous avons choisi de présenter est basé sur une approche
similaire mais qui cette fois est basée sur l'utilisation directe de la conductivité des
nanoparticules a I'aide de dispositifs & nanoélectrodes [91].

Cette méthode de détection illustre bien les perspectives offertes par les nanotech-
nologies pour la biodétection. Cette approche repose sur la fabrication, sur un substrat
isolant, de dispositifs de type nanoélectrodes présentant des espaces inter-électrodes
typiquement inférieurs & 100nm. Le principe de la mesure (Cf. Figure [1.25) consiste a
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greffer de fagon covalente une premiere protéine A entre les électrodes. Dans un deuxieme
temps, une solution d’anticorps B fonctionnalisés par des nanoparticules d’Or de 10nm
de diametre est incubée sur la surface. Dans le cas d’une interaction entre les deux pro-
téines, la fixation de particules d’Or entre les deux électrodes permet d’augmenter la
conductivité du dispositif.

|"‘. Y .
[V 1™ Monocouche auto-assemblée

* 8 Protéine B marquée avec
0 Protine A une nanoparticule d’or

Appareil de mesure

Appareil de mesure

(a) (b)

F1G. 1.25 — Principe de la détection d’interactions entre protéines présenté par V.Haguet
[91]. (a) Fonctionnalisation de l’espace inter-électrodes par une monocouche permettant
le greffage covalent d’un protéine A. (b) Incubation d’une protéine B marquée par des
nanoparticules d’Or qui, dans le cas d’une interaction avec la protéine A, modifient la
conductivité du dispositif.

Cette approche est intéressante car elle illustre bien les améliorations apportées par la
miniaturisation des dispositifs. La diminution de ’espace inter-électrodes permet d’aug-
menter la sensibilité de la détection et de s’affranchir de toute étape de métallisation
telle que celles présentées dans les deux premiers exemples.

Le principe de détection mis en oeuvre permet d’obtenir des variation de conductivité
comprise entre 1 et 3 décades sous des tensions de polarisation de 0,1V. Le principe de
la détection semble validé. Toutefois, comme nous pouvons 'observer sur la figure [1.26]
les niveaux de courant avant I'incubation des nanoparticules d’Or sont relativement
élevés (200pA). La contribution des différents traitements de surface influence donc la
conductivité globale du dispositif. Des développements supplémentaires sont en cours en
ce qui concerne I'étude de la sélectivité du protocole vis-a-vis de la détection électrique
des particules ainsi que ’amélioration des traitements et dépots effectués sur la surface.

1.5 Vers une immunodétection électrique a tres haute
sensibilité

A la vue des différents travaux que nous venons de présenter, il convient maintenant
de mettre en place un "schéma de détection” en précisant les solutions que nous avons
choisies en particulier en ce qui concerne le probleme de la conductivité des biomolécules,
le choix de I'architecture des nanoélectrodes ainsi que le protocole de greffage qui nous
permettra d’immobiliser le molécules cibles et sondes sur la surface.
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Fi1a. 1.26 — Exemples de mesures effectuées pour la détection de l’interaction entre une
molécule de biotine et un anticorps de type antibiotine fonctionnalisé par des particules
d’Or [91]. La longueur des électrodes est de Sum pour un espace inter-électrodes de
80nm.

1.5.1 Présentation du schéma de détection

Rappelons les objectifs principaux que nous avons énoncés en introduction : nous
cherchons un dispositif de détection électrique présentant une haute sensibilité, inté-
grable et capable de donner une réponse quantitative d'une interaction. L’utilisation de
nanoélectrodes planaires parait étre une approche bien adaptée. Elle permet I'immobili-
sation des biomolécules sur une surface et un adressage électrique sur un faible nombre
d’entre elles. Nous savons également qu’il est possible de fonctionnaliser une biomolé-
cule par des nanoparticules métalliques pour contourner le probleme de la conduction
au sein de la molécule elle-méme. Quelle architecture d’électrode et plus globalement
quel schéma de détection pouvons nous proposer a partir de ces éléments ?

Nous nous sommes appuyés sur deux exemples de réalisations que nous avons dé-
crits dans les paragraphes précédents (Cf. Figure [1.27). Dans ces deux exemples, des
nanoparticules métalliques sont utilisées pour leurs propriétés conductrices.

Le premier exemple a déja été déerit dans la section|1.4.4.4. Il concerne les résultats
des travaux de O.D. Velev et al. [88]. Dans cette approche, des anticorps sont greffés
sur des particules de latex immobilisées entre deux électrodes micrométriques. L utili-
sation d’un anticorps cible marqué par des nanoparticules d’Or couplée a un procédé
de métallisation permet de détecter I'immobilisation des anticorps cibles par une simple
mesure de résistance. De la méme fagon, cette approche a été utilisée dans les travaux
de V.Haguet [91] et de S.J. Park et al [90]. Il est donc possible de révéler une interaction
entre deux biomolécules par un greffage de nanoparticules métalliques et ce avec une
grande sélectivité.

Le deuxieme exemple concerne les résultats obtenus par I.Amlani et al [36] qui ont
été décrits au paragraphe [1.4.2. Dans cette expérience des nanoparticules métalliques
sont utilisées pour créer des jonctions molécules-métal-molécules dans le but d’étudier
les propriétés de conduction de ces mémes molécules. Ces particules sont immobilisées
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F1G. 1.27 — (a) Schéma de principe du protocole de détection immunologique présenté
par O.D. Velev et al [88]. (b) Image MEB du dispositif développé par I. Amlani et al.
pour l’étude de jonctions métal-molécule-métal [36].

dans l'espace séparant deux électrodes planaires métalliques déposées sur un substrat
de silicium oxydé. Ces expériences montrent que le dispositif formé est particulierement
sensible et que la détection de la présence d’une seule nanoparticule est possible par une
mesure électrique tres simple.

Vers une réponse quantitative

Nous avons vu dans le premier exemple qu’il était possible de révéler l'interaction
entre deux biomolécules par I'intermédiaire du greffage de nanoparticules. Dans notre
approche nous souhaiterions appliquer ce résultat a une interaction entre protéines et
plus exactement entre deux anticorps (Cf. Annexe [C). Ces molécules sont tres bien
adaptées pour les premiers développements de nos expériences. Elles présentent de tres
fortes affinités, une grande spécificité et requierent des protocoles de greffage simples
et robustes. Comme nous 'avons vu en introduction, ces molécules ont également un
intérét majeur dans le domaine de I'immunologie.

Vers une détection a haute sensibilité

Dans le deuxieme exemple, nous avons vu qu’il est possible de détecter le greffage
de nanoparticules dans I'espace séparant deux électrodes. Cet événement se traduit par
une variation tres importante de la conductivité du dispositif global offrant ainsi la pos-
sibilité de détecter la présence d’une nanoparticule placée dans le gap. En retranscrivant
cette approche dans notre schéma de détection il nous serait donc possible de détecter,
avec une tres grande sensibilité, la présence de particules dont la présence est en liaison
directe avec I'interaction de la sonde immobilisée sur la surface et de la cible. Notre pre-
mier objectif consiste donc a réaliser des dispositifs dont les dimensions inter-électrodes
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correspondent a la dimension d’une nanoparticule.

Le schéma de détection retenu
Notre objectif est de proposer un schéma de détection basé sur une combinaison de
ces deux approches. Son principe est reporté dans la figure 1.28 (a).
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Fi1Gc. 1.28 — lllustrations du schéma de détection envisagé appliqué a la détection d’an-
ticorps. Chaque nanoparticule est capable de ponter électriquement les nanoélectrodes.

Tout comme dans le premier schéma présenté, la premiere étape consiste a greffer sur
la surface une molécule sonde (dans ce cas un anticorps noté IgG). Dans un deuxieme
temps une solution contenant une molécule cible est incubée sur la surface.

Cette molécule peut étre fonctionnalisée par des molécules de biotine dont la tres
grande affinité vis-a-vis des molécules de streptavidine (ou d’antibiotine) peut étre uti-
lisée pour le greffage de nanoparticules métalliques. L’utilisation du couple biotine-
streptavidine pour des applications de greffage est largement documentée et elle consti-
tue une méthode simple et robuste pour immobiliser des nanoparticules. Ainsi, dans le
cas d’une interaction de ’anticorps cible avec ’anticorps sonde la présence des molécules
de biotine sur la surface permettra la fixation de nanoparticules dont la surface peut étre
fonctionnalisée par de la streptavidine (ou de I’anti-biotine). Ainsi, les anticorps ne sont
plus utilisés directement pour la détection mais seule leur présence sur la surface est
révélée par la présence de nanoparticules métalliques qui pourront ponter les électrodes
et donner lieu a une variation de la conductivité du dispositif.

Nous disposons donc d’un principe de détection sensible, a priori, a 1’échelle d'une
nanoparticule. Le schéma de détection ne permet toujours pas de répondre a une exi-
gence : la capacité de réaliser des mesures quantitatives c’est-a-dire, par exemple, de
pouvoir évaluer la quantité de molécules cibles présentes dans la solution. Si nous satu-
rons la surface du dispositif avec la molécule sonde, nous voyons intuitivement que la
quantité de particules greffées nous donne une image de la quantité de molécules cibles
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immobilisées sur la surface (chacune d’entre elles offrant un site potentiel d’accroche sur
la surface). Une solution pour réaliser ces mesures consiste donc a compter le nombre
de particules. Pour cela, le développement d’architectures telles que des réseaux d’élec-
trodes interdigitées parait particulierement intéressant. En effet, la conductance de tels
réseaux d’électrodes sera directement liée au nombre de chemins de conduction capables
de coupler électriquement les électrodes, c’est a dire au nombre de nanoparticules fixées
sur le réseau.

Comme nous pouvons le voir sur la figure[1.28(b), ces structures nous permettent de
combiner des espaces inter-électrodes de faibles dimensions avec de grandes longueurs
d’interactions. C’est cette approche que nous avons souhaité développer au travers de
ces travaux.

Il est important de noter que la détection de l'interaction entre les molécules cibles
et sondes ne pourra avoir lieu que si la condition de pontage des électrodes est respectée
c’est-a~dire uniquement si les particules établissent un contact électrique simultanément
entre les deux électrodes. Nous pouvons bien entendu adapter la géométrie des élec-
trodes vis-a-vis de la taille des particules mais cette condition ne pourra étre vérifiée
qu’expérimentalement par des mesures électriques. Par ailleurs, nous avons choisi d’uti-
liser des anticorps pour cette étude mais il est important de noter que le principe n’est
pas exclusivement limité a cette classe de molécule et que tout couple de molécule pour
lequel nous pouvons définir une notion d’affinité est potentiellement utilisable.

1.5.2 Objectifs du projet

Le premier objectif de ce projet est d’ordre technologique. Il concerne la fabrica-
tion de dispositifs d’adressage basés sur des réseaux de nanoélectrodes planaires. Cette
étude sera décrite dans le chapitre 2 de ce manuscrit. Nous aborderons en particulier
la mise au point des parametres technologiques permettant la fabrication de réseaux
de nanoélectrodes interdigitées en utilisant la lithographie électronique a partir d'un
équipement spécifique basé sur un microscope TEM/STEM . Comme nous le verrons,
la lithographie présente, malgré ses performances en terme de résolution, de nombreuses
contraintes liées au rendement et au cotit de fabrication. Une technique de lithographie
alternative sera présentée en Annexe D.3 comme une solution possible & la réplication
de nanodispositifs fabriqués par lithographie électronique.

Dans un deuxieme temps, il conviendra de vérifier la validité du schéma de détection
que nous avons développé a partir des réseaux d’électrodes interdigitées décrits au Cha-
pitre 2. Avant de nous intéresser a l'utilisation de ces dispositifs pour une application
biologique telle que 'immunodétection, nous nous intéresserons donc, dans le chapitre 3,
a I’étude de la réponse des électrodes au greffage direct de nanoparticules sur la surface
des dispositifs. En particulier, il sera important de vérifier si le greffage de particules
conduit effectivement au pontage des électrodes par des nanoparticules métalliques et a
une variation mesurable de conductivité. Une partie importante sera consacrée a 1’étude
de la sensibilité de ce schéma de détection lié en grande partie a la nature des contacts
entre les électrodes et les particules.

Le chapitre 4 concernera enfin I’application du schéma de détection que nous venons
de décrire a un procédé d’'immunodétection. Notre objectif sera de démontrer d’une
part que le procédé de détection permet toujours le greffage de nanoparticules sur la
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surface des électrodes et d’autre part qu’il se traduit par une variation de conductivité
du dispositif. Une attention particuliere sera attachée au protocole d’'immobilisation des
anticorps qui devra permettre de conserver leur activité biologique. Ce dernier point
sera vérifié au travers de I'étude de la sélectivité du greffage des particules et de la
corrélation de la réponse électrique a la densité de greffage. Nous conclurons enfin sur la
possibilité de traduire I'interaction entre les anticorps en un signal électrique directement
mesurable a partir des électrodes.

Dans les chapitres 3 et 4, nous aborderons un aspect plus "théorique” de ces re-
cherches en nous intéressant en particulier a 'interprétation de la localisation du dépot
des particules ainsi que des mécanismes de transport électrique que nous avons pu iden-
tifier au travers des mesures des caractéristiques électriques des dispositifs.

Enfin, nous envisagerons en conclusion les perspectives de développement de ce pro-
cédé de détection. Nous engagerons une discussion autour de la possibilité de réduire les
dimensions des particules et des électrodes pour améliorer la sensibilité et les capacités
de détection. Nous nous intéresserons également aux possibilités offertes par 'utilisation
de dispositifs microfluidiques pour permettre des mesures directes en solution, premier
pas vers le développement d’un procédé intégré d’immunodétection et plus généralement
de biodétection.
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2.1 Introduction

Ce chapitre est dédié a la présentation de la procédure de fabrication des nanoélec-
trodes dont nous avons présenté les caractéristiques essentielles dans le chapitre précé-
dent. Les solutions que nous avons retenues sont basées sur la réalisation de réseaux
d’électrodes planaires sur substrat silicium présentant de faibles espaces inter-électrodes
typiquement inférieur a 100nm . La réalisation de telles structures pose naturellement le
probleme du choix d'une procédure de fabrication, ou plus exactement dune technique
d’écriture, compatible avec de telles résolutions.

La lithographie électronique reste une technique de choix pour la réalisation de
nano-structures. Elle offre encore a ce jour les plus fortes résolutions atteintes dans
une approche "top-down” et présente de nombreux avantages en particulier de part sa
souplesse et sa versatilité. Le moyen de lithographie électronique dont dispose le LAAS
repose sur un équipement tres spécifique, un microscope a transmission et a balayage
(TEM/STEM) travaillant a 200kV. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un systeme initialement
concu pour la lithographie, ce microscope permet d’atteindre des résolutions d’environ
3 a bnm. Toutefois, méme sur un équipement aussi performant, la réalisation de struc-
tures denses dans des gammes de dimensions bien inférieures a 100nm reste délicate et
nécessite la prise en compte et 'optimisation de nombreux parametres technologiques.

L’utilisation d’un tel équipement reste bien plus contraignante en comparaison avec
un systeme dédié de type masqueur électronique. Aussi, de nombreux parametres sont
liés a la spécificité de notre équipement. Toutefois, notre objectif ne sera pas de décrire
en détail le protocole mis en place au laboratoire mais de dégager les tendances géné-
rales, les parametres communs a tout systeme de lithographie pour rendre ces résultats
exploitables sur la majorité des systemes existants.

Le chapitre sera divisé en trois parties. La premiere partie concerne des rappels
généraux du principe et des parametres principaux de la technique de lithographie élec-
tronique. Cette partie comprendra également une description détaillée de I’équipement
utilisé dans le cadre de nos expériences pour la lithographie électronique haute résolu-
tion. Dans un deuxieme temps, nous décrirons le protocole expérimental mis au point au
regard des différentes contraintes spécifiques imposées par cet équipement. Enfin, nous
étudierons l'influence de chacun de ces parametres sur la réalisation de nanoélectrodes
en nous intéressant plus particulierement a la fabrication de réseaux de nanoélectrodes
interdigitées. Cette derniere partie aura pour objectif 'optimisation des parametres de
fabrication et nous permettra également d’évaluer les limites de dimensions et de den-
sités d’intégration accessibles par lithographie électronique haute résolution.

Comme nous allons le voir tout au long de la description du procédé de fabrication,
I’ensemble des parametres technologiques sont interdépendants et souvent antagonistes.
En conséquence, la mise au point d’un procédé de fabrication passe inévitablement
par la recherche de compromis. Aussi, nous avons préféré étudier les répercussions des
parametres technologiques sur le résultat final plutot que de donner une description de
leur influence sur chacune des étapes de fabrication. Cette approche nous est apparue
plus cohérente car, selon nous, elle correspond mieux a la réalité du travail expérimental
que nous avons développé pour la réalisation des dispositifs.
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2.2 Lithographie électronique dans une résine orga-
nique

La lithographie électronique est a l'origine des premieres réalisations de structures
a 1’échelle nanométrique [92] ouvrant ainsi le champ de recherche et d’application des
Nanosciences. Le procédé général met en jeu l'insolation d'un matériau sensible aux
électrons et appelé de facon générique résine. Initialement basées sur 'insolation d’une
résine organique, de nombreuses expériences visant a déterminer la résolution limite de
la technique, ont permis de démontrer la réalisation de structures de 5 a 7nm sur substrat
massif [93]. L’utilisation de matériaux inorganiques appelés par abus de language "résines
inorganiques” ont permis d’atteindre des résolutions inférieures a 5nm sur membranes
[94]. Aussi, méme si elle ne répond pas aux critéres d'une technique de production de
masse puisque limitée par sa vitesse et son cotut, la lithographie électronique parait
pleinement adaptée a la production de dispositifs de tres faible dimension en particulier
dans le cadre de travaux de recherche et reste la technique de nanolithographie la plus
utilisée dans ce domaine.

Il faut cependant bien distinguer procédé d’écriture et procédé de fabrication de
dispositifs. En effet, la réalisation de structures "utiles” c’est a dire destinées a une ap-
plication précise est bien plus contraignante et plus complexe que la "simple” réalisation
de motifs dans une résine. Aussi, méme avec un outil particulierement performant, les
étapes post insolation constitueront les étapes limitantes dans la fabrication de nos dis-
positifs. Plus particulierement, nous nous intéresserons a la technique dite de Lift-Off,
permettant le dépot localisé de métal sur une surface. La résolution limite de cette
technique est de I'ordre de 10nm ([33]) mais nous verrons que la densité des structures
que nous cherchons a fabriquer constituera une limitation importante pour le lift-off.
Un travail important a donc été consacré d’'une part a la mise au point d’une stratégie
d’insolation et d’autre part a I'adaptation des parametres de I'insolation (doses, prise
en compte effets de proximité,...) et des parametres technologiques (épaisseur de résine,
épaisseur de la couche de métal déposée, ...).

Enfin, bien que tres performant en terme de résolution, I’équipement de lithographie
par faisceau d’électrons disponible au laboratoire présente de nombreux désavantages
en particulier liés & sa lenteur et aux tailles des échantillons utilisables (4 x 4mm?). Les
spécificités de cet équipement nous obligeront entre autre a développer un protocole de
fabrication spécifique en deux étapes nécessitant une phase d’alignement.

2.2.1 Principe

Le principe de la lithographie électronique consiste a irradier localement un maté-
riau sensible au bombardement électronique a ’aide d’un faisceau d’électrons finement
focalisé (Cf. schéma 2.1). Ce matériau généralement déposé en couche mince sur un
substrat, constitue le support de I’écriture électronique. On le désigne usuellement par
le terme de résine.

L’irradiation de la résine provoque des modifications chimiques au sein du matériau.
Ces modifications sont a ’origine de 'apparition de différences de solubilité ou de vitesse
d’attaque chimique entre les parties intactes et les parties irradiées de la résine. Cette
“image latente” créée dans la résine peut donc étre révélée par attaque ou dissolution
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F1G. 2.1 — Schéma général des étapes principales de lithographie électronique et du trans-
fert des motifs par “lift-off” ou gravure.

des parties irradiées de la résine. On parle de résine positive dans le cas ou les zones
insolées sont solubilisées et de résine négative dans le cas inverse ou les zones isolées sont
"durcies” par la révélation . Les motifs produits dans la résine servent alors de masques
et pourront étre transférés dans le substrat par gravure, croissance électrolytique ou
bien encore Lift-Off.

2.2.2 La lithographie électronique dans une résine organique :
le PMMA

Le PMMA (PolyméthylMétacrylate) est resté, depuis les premiers développements
de la lithographie électronique, la résine organique la plus utilisée et la plus connue pour
sa forte résolution intrinseque. Parmi les nombreux composés recensés dans la famille
des résines inorganiques (AlF3, SrFy, CaFy, BaFg, SiOy, SiO, WOz, MgO, AlOs,...),
certains matériaux tel que le AlF3 ont pu démontrer des résolutions inférieures a 10nm
sur échantillon massif mais restent peu adaptés a la nanofabrication au sens
décrit en introduction. Comme nous le verrons dans les paragraphes qui suivent, le
PMMA semble par contre bien adapté aux étapes de transfert, qu’il s’agisse de gravure
ou bien encore de lift-off. Aussi le PMMA qui reste la résine la plus conventionnelle
pour la lithographie électronique, sera a la base de I’ensemble des réalisations qui sont
décrites dans ce chapitre.
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2.2.2.1 Dégradation du PMMA sous faisceau d’électrons

La brique élémentaire de cet homopolymere est représentée sur la figure 2.2

Fi1G. 2.2 — Formule chimique de la brique élémentaire du PMMA

On peut caractériser le PMMA par la distribution en taille ou en masse molaire des
chaines constituant le matériau. Nous utiliserons la notion de poids moléculaire qui est
M,, :

Zi Ni M;
Zi N;

ou M; représente la masse molaire d'une chaine i et N; le nombre de ces chaines.

Les valeurs des poids moléculaires (ou molecular weight Mw) utilisées en lithographie
électronique varient typiquement entre 5x10%g/mol et 2x10%/mol. La couche de résine
PMMA est donc constituée d’un polymere de tres haut poids moléculaire formé de tres
longues macromolécules fortement enchevétrées.

La propriété du polymere qui nous intéresse ici est sa sensibilité a un bombardement
électronique. Le mécanisme correspondant a linsolation du PMMA par un faisceau
d’électrons est désormais bien connu [97, 98] et résulte des interactions inélastiques
qui ionisent les molécules constituant le polymere. L’énergie nécessaire pour amorcer
cette réaction est tres faible et de l'ordre de 5eV [99]. Ceci signifie que la quasi totalité
des électrons du faisceau primaire et des électrons rétrodiffusés et secondaires pourront
engendrer des modifications chimiques du polymere. Ainsi, les effets de proximité dont
nous discuterons I'importance ultérieurement sont liés a cette faible valeur du seuil
d’insolation de la résine. Les réactions chimiques initiées dans le PMMA sont assez
complexes et conduisent principalement a la scission des liaisons carbone-carbone des
chaines du polymere. La principale conséquence de I'insolation est donc un abaissement
localisé du poids moléculaire de la résine.

Il est possible de relier la masse molaire finale My des chaines du PMMA a la masse
initiale M; par une équation simple [100] :

Mn = (2.1)

M;
M; =
ou g représente le nombre de scissions provoquées par unité d’énergie absorbée par la

résine lors de I'insolation, € 1’énergie déposée par unité de volume lors du bombardement
électronique, p la masse volumique de la résine et N4 le nombre d’Avogadro.

(2.2)
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Nous voyons au travers de cette expression que la connaissance de la distribution
de I'énergie dans la résine nous permet de déterminer en chaque point la valeur du
poids moléculaire. Comme nous allons le voir dans le paragraphe qui suit, I'étape de
développement va nous permettre de révéler ces variations du poids moléculaire en
jouant sur les différences de solubilité de la résine. Par conséquent, c’est I’énergie déposée
dans la résine qui va fixer la taille et la forme des structures apres développement.

D’un point de vue expérimental, la quantité d’énergie déposée dans la résine reste
un parametre difficilement accessible. D’un point de vue pratique, on utilise la notion
de dose D qui s’exprime généralement en Coulombs par m? ou encore uC/cm? et qui
définit la quantité de charges (électrons qui bombardent une surface unité de résine).
Cette derniere grandeur est facilement accessible a 1’expérimentateur : elle repose sur
la mesure du courant du faisceau d’électron et sur la mesure du temps d’insolation en
chaque point de la surface. Toutefois, le passage de la dose D, qui chiffre l'intensité du
bombardement, a la densité d’énergie déposée ¢, qui chiffre [’effet de ce bombardement
dans la résine, n’est pas immédiat. Il passe en général par le calcul des sections efficaces
de collisions élastiques et inélastiques des électrons avec les atomes de la résine et le
suivi des trajectoires des électrons lors de leur pénétration dans la couche de résine et
le substrat.

2.2.2.2 Développement

Comme nous venons de le mentionner ’étape de développement va permettre de
révéler 'image latente créée dans la résine apres l'insolation. Le choix du solvant et
dans un cadre général du procédé de développement est d'une importance capitale dans
le procédé de lithographie car c’est au cours de cette étape que les variations de poids
moléculaires engendrées dans la résine lors de I'insolation sont traduites par une variation
de la topographie de la surface. De la sélectivité de la méthode de révélation dépendra
la forme et la taille des motifs générés dans la résine donc la résolution du procédé.

Dans le cas du PMMA, nous avons vu que l'insolation engendrait une diminution
du poids moléculaire de la résine. En choisissant un solvant approprié au PMMA, il est
possible de dissoudre sélectivement les zones insolées de la résine. En effet, les propriétés
de dissolution d'un polymere sont étroitement dépendantes de son poids moléculaire. 11
est possible d’exprimer la vitesse de dissolution V de la résine en fonction de son poids
moléculaire M par la relation empirique suivante :

V=V,+ % (2.3)
f

ou V, représente la vitesse de dissolution de la résine pour un poids moléculaire infini,
B et a des parametres déterminés expérimentalement [100]. Les vitesses de dissolution
sont, comme le montre cette relation, d’autant plus fortes que le poids moléculaire de la
résine est faible. Ainsi, en utilisant les différences de vitesse d’attaque il est possible de
dissoudre sélectivement les zones insolées tout en préservant le reste du film de résine. On
voit tout I'intéret ici de partir d’'une couche de résine vierge de tres fort poids moléculaire
(quasiment infini) qui dans un solvant approprié présentera une vitesse de dissolution
tres faible, au contraire des régions insolées par les électrons, qui du fait des scissions

des macromolécules irradiées, présenteront des vitesses de dissolution tres élevées.
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Cette relation nous montre également que si nous connaissons la répartition de I’éner-
gie dissipée dans la résine et par conséquent la distribution du poids moléculaire (Cf.
relation [2.2), il est en principe possible de déterminer les tailles et la forme des motifs
apres révélation .

Jusqu’en 1993, les travaux de A.N. Broers [101] en 1981 et de H.G. Craighead [102]
en 1983 établissaient 1’état de I'art de la résolution de la lithographie électronique sur
PMMA a 10nm. Bien que la taille du faisceau utilisé pour leur étude soit inférieure a
2nm, les effets attribués au parcours des électrons secondaires et a la taille des fragments
des chaines de polymere apres insolation semblaient constituer les limitations majeures
et donc indiquer que la limite de 10nm constituait la résolution intrinséque a la résine
de type PMMA. Pourtant en 1993, I’équipe du Pr. Ahmed [93] démontre la fabrication
de ligne de 5—7nm dans le PMMA en assistant le développement de la résine par une
agitation du milieu aux ultra-sons. L’apport d’énergie assuré par les ultrasons permet
aux fragments de molécules de franchir les barrieres de potentiels crées par les Forces
de Van der Waals exercées par les zones intactes situées de part et d’autre de la zone
insolée. L’ouverture de tranchées dans la résine est alors possible pour des largeur de
lignes inférieures a 10nm. Ainsi, la limite des 10nm, longtemps acquise comme la résolu-
tion intrinseque de la résine, s’avérait provenir des difficultés a dissoudre des fragments
de molécules lors de la révélation. L’étape du développement de la résine, longtemps
négligée dans les premiers travaux, est devenue la question centrale dans le procédé de
lithographie électronique.

Ainsi, dans le cadre de nos expériences nous avons utilisé deux solutions de révélation.
La premiere solution est basée sur un mélange de MIBK (Methyl Isobutyl Ketone ou
4-methyl-2-pentanone) /IPA (Propanol 2). La deuxieme solution repose sur l'utilisation
d’TPA pur en combinaison avec une agitation sous ultrasons. Nous reviendrons en détail
sur les propriétés de ces deux solutions dans la section 2.4.5|

2.2.3 Description du systeme de lithographie utilisé

Le systeme de lithographie électronique haute résolution utilisé au laboratoire est
basé sur un microscope électronique fonctionnant en mode transmission et en mode
balayage (STEM) (CM20-Philips) équipé d’une pointe a émission de champ Shottky
et travaillant sous une tension d’accélération de 200kV. Une photo du microscope est
donnée dans la figure 2.3.

Ses avantages majeurs sont liés, comme pour les systemes de lithographie électronique
dédiés, a sa souplesse puisqu’il est possible de modifier tres rapidement les parametres
et le dessin des motifs a insoler mais aussi et surtout a ses performances en terme de
résolution.

Cet appareil n’est pas prédestiné a la lithographie mais a été équipé d’un module
de pilotage et d’escamotage du faisceau d’électrons ainsi que d’un module de controle
de déplacement de I’échantillon. Les possibilités de balayage du faisceau et la présence
d’un détecteur d’électrons secondaires qui permet 'observation et la mise au point de
parametres d’insolation sur échantillons massifs, rendent le microscope compatible avec
la lithographie et nous permettent de tirer profit de la tres faible taille de sonde afin de
I'utiliser pour la réalisation de motifs nanométriques. Grace a son canon a émission de
champ, ce microscope délivre une sonde caractérisée par un courant d’environ 20pA pour
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F1G. 2.3 — Microscope électronique a Transmission et a balayage FEG 20.

un diametre de I'ordre de Inm. Cette tres faible taille de sonde permet de structurer
une couche de résine telle que le PMMA avec une résolution de l'ordre de 3 a 5nm dans
le cas de lignes isolées et de 10nm pour des réseaux de points au pas de 30nm [33]. La
taille des structures obtenues est toujours plus grande que la taille de la sonde en raison
des phénomenes d’élargissements dus d’une part au développement et d’autre part a la
diffusion des électrons dans la résine et dans le substrat. Nous reviendrons en détail sur
ces phénomenes dans les paragraphes suivants.

2.2.3.1 Description des modules dédiés a la lithographie
2.2.3.2 Le systeme NPGS

La gestion des insolations est assurée par un ordinateur pourvu du systeme NPGS
(Nano Pattern Generation System) [103] qui comprend un logiciel de pilotage et de
gestion des parametres des insolations ainsi qu'un module assurant les communications
et le pilotage du microscope. Ce systeme permet de controler d’une part la position du
faisceau d’électrons mais également la platine de déplacement de 1’échantillon dans le
microscope.

Les dessins des motifs a insoler sont, quant a eux, préparés a ’aide du logiciel De-
signCad a partir duquel le logiciel NPGS programme les coordonnées de l'insolation en
fonction des parametres programmés (dose, courant de faisceau, ...). Le logiciel NPGS
dispose également d’un module de gestion des étapes d’alignement.

2.2.3.3 Gestion de I’insolation

Comme nous l'avons déja mentionné, 1'utilisation du microscope pour la lithogra-
phie repose en partie sur ses capacités de fonctionnement en mode balayage. Lorsqu’il
est utilisé pour I'imagerie, ce mode permet de balayer la surface de 1’échantillon avec le
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faisceau d’électron pour obtenir, en chacun des points de balayage, un signal provenant
de l'interaction du faisceau avec 1’échantillon. Les différents détecteurs installés dans le
microscope permettent de reconstituer point par point une image de I’échantillon. Le
déplacement du faisceau sur la surface est engendré par un ensemble de bobines élec-
tromagnétiques réparties le long de la colonne du microscope qui constituent "I’optique”
du microscope. L’insolation de motifs dans la résine recouvrant 1’échantillon repose elle
aussi sur un balayage de la surface, mais un balayage localisé uniquement dans des zones
définie par l'utilisateur. Le balayage des zones a insoler est géré par le systeme NPGS
qui traduit les dessins réalisés sous DesignCad en coordonnées de points successifs de
déplacement du faisceau. A chacune de ces coordonnées est associé un temps d’insolation
c’est-a-dire un temps durant lequel le faisceau d’électrons sera maintenu a la coordonnée
programmeée. Le pas entre chacun des points de déplacement est défini par 'utilisateur.
La relation [2.4 nous permet de relier la dose au courant i caractérisant le faisceau, au
temps t d’insolation par point et aux pas px et py représentent les espaces entre chaque
point suivant les axes x et y du plan de I’échantillon (Cf. Figure 2.4).
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Fi1G. 2.4 — Schéma illustrant les déplacements du faisceau d’électrons lors de l"insolation.
Les motifs sont décomposés en un ensemble de coordonnées de points d’insolation. A
chaque point est attribué un temps de maintien du faisceau a la coordonnée programmeée.

Chaque motif est donc décomposé en une succession de points d’insolation. La sé-
paration entre chaque point peut avoir une influence importante sur la définition des
motifs insolés. Chaque point d’insolation conduira apres développement a une zone ré-
vélée dont la taille est approximativement égale a trois fois la taille de la sonde. La
définition des motifs a partir de ces points d’insolation nécessite donc de considérer les
effets de recouvrement entre points. Si le pas entre point est trop grand, chaque point
d’insolation apparaitra individuellement et la zone insolée sera définie de fagon irrégu-
liere voire discontinue (sous la forme d’un réseau de point si aucun recouvrement n’a
lieu).

2.2.3.4 Principales limitations de 1’équipement

Outre les contraintes de manipulation liées a la nécessité de travailler dans une en-
ceinte sous vide poussé, 'utilisation d’un microscope TEM/STEM méme équipé d’'un
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systeme tel que NPGS présente de nombreuses contraintes et inconvénients que nous
allons décrire dans ce paragraphe. Il est important de mentionner que les limitations
engendrées par 1'utilisation de notre équipement n’existent pas, ou du moins, sont gé-
rées de maniere transparente pour l'utilisateur sur les systemes de lithographie dédiés
(masqueurs électroniques). Aussi, notre objectif n’est pas de faire une description dé-
taillée de la gestion des limitations spécifiques a notre équipement mais uniquement de
présenter les différentes contraintes auxquelles nous avons été confrontées. Ces limita-
tions ont influencé le protocole expérimental de fabrication et considérablement limité
le rendement de la technique.

Limitation de la taille des échantillons

La premiere limitation réside dans la taille maximale des échantillons acceptés par
le microscope. En effet, I’appareil est con¢u pour 'observation en transmission a haute
résolution et donc étudié pour offrir les meilleures résolutions sur des surfaces d’obser-
vations de faibles dimensions. La taille des échantillons est ainsi limitée a 4mm x 4mm
et seule une zone circulaire de 2mm de diametre est accessible a ’observation et donc
a l'insolation. La capacité d’intégration de nanostructures méme sur des champs de
quelques millimetres reste tres importante et cette limitation sera peu contraignante vis
a vis de nos applications. Par contre, la production d’échantillons de devra se faire a
I'unité et il sera nécessaire de répéter ’ensemble des étapes d’insolation (mise au point,
alignement, insolation ...) pour chaque échantillon. Cette premiére contrainte, associée a
la faible vitesse d’insolation, contribue au faible rendement de production des dispositifs
et constitue I'inconvenient majeur du systeme.

Limitation du champ d’insolation

La deuxieme limitation concerne plus particulierement la gestion de "I’optique” du mi-
croscope. En effet, dans le mode "Scanning” ou balayage utilisé pour les insolations, deux
configurations de courants de lentilles électromagnétiques sont accessibles. L’une corres-
pond & des jeux de courants de lentilles adaptés a la haute résolution (Mode HMS : High
Magnification Scale) et 'autre correspond a un mode basse résolution (Mode LMS : Low
Magnification scale). Le mode HMS permet d’optimiser la focalisation du faisceau sur
I’échantillon et sera donc le mode de choix pour l'insolation de nanostructures (résolu-
tion 3—5 nm). Par contre comme son nom l'indique il n’autorise que des agrandissements
élevés. Ces derniers sont compris entre 3000 et 300000 ce qui limite la taille du champ
d’insolation & 40x40um? au maximum. Dans le mode LMS, par contre des champs de
800x800um? sont accessibles pour I'insolation avec une résolution cette fois limitée &
environ 100nm qui restera insuffisante compte tenu des dimensions et de la densité des
structures que nous cherchons a réaliser.

Cette limitation pose le probleme de la réalisation des motifs de connexion qui per-
mettront de relier les nanoélectrodes avec le systéeme externe de mesure électrique. Ces
motifs doivent comporter de larges surfaces de contact ( > 100x1004m?) pour permettre
le dépot de pointes de mesures ou la réalisation de soudures. Il reste impossible de réa-
liser ces structures en mode HMS. Deux stratégies ont été envisagées et seront décrites
en détail dans le protocole de fabrication. La premiere repose sur la fabrication de ces
motifs par photolithographie UV. La deuxieme est basée sur la réalisation de ces motifs
en utilisant le mode LMS du microscope. Dans les deux cas, une étape supplémentaire de
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lithographie sera donc nécessaire ainsi qu’'une étape d’alignement permettant de relier
les deux insolations.

Gestion des étapes d’alignement

Comme nous venons de le voir, une étape d’alignement sera nécessaire pour pouvoir
connecter les nanoélectrodes aux structures permettant la connexion au systeme de me-
sure. Cette étape d’alignement nécessite le repérage des motifs d’alignements fabriqués
en lithographie optique et leur alignement par rapport a la zone de ’échantillon a in-
soler. Or, la limitation de la taille des champs d’insolation ou d’observation ne permet
pas d’accéder a I’ensemble de la surface de I’échantillon. Le systeme NPGS permet de
controler la platine de déplacement et gere en particulier les étapes d’alignement. Tou-
tefois, la mise en oeuvre d’une procédure d’alignement reste tres contraignante. En effet,
la recherche des motifs d’alignement sur la surface doit se faire manuellement et doit
étre répétée plusieurs fois pour compenser les erreurs sur les déplacements de la platine
motorisée. Aussi, la durée de cette étape est-elle généralement comprise entre 30 et 60
minutes durant lesquelles la présence de 1'utilisateur est indispensable.

Fréquence de travail

Le pilotage du faisceau d’électrons pendant les phases de lithographie est assuré par
deux convertisseurs analogique-numérique 16bits pilotés par un ordinateur et relié a
I’électronique de balayage du microscope (x,y). La fréquence de travail du convertisseur
est de 50kHz autorisant donc des temps minimums d’insolation par point de 20us.
Comparées aux systemes dédiés, autorisant des fréquences de travail de plusieurs MHz
(généralement 25MHz), les performances de notre systeme sont médiocres et seront une
limitation permanente en ce qui concerne le choix du courant de faisceau et du pas
entre points insolés. En effet, nous savons grace a la relation [2.4 que pour une dose
d’insolation donnée (permettant la révélation de la résine) et un pas entre point donné,
le temps d’insolation par point est inversement proportionnel au courant du faisceau. Si
nous considérons un courant de faisceau d’environ 20pA, une dose d’insolation standard
(pour nos réalisations) de 5nC/cm et un pas entre point de Inm, le temps d’insolation
par point est de 25us valeur tres proche de la limite du systeme.

Limitation du systeme d’escamotage

Ce systeme gere également les opérations d’escamotage du faisceau ("blanking”). En
effet, 'insolation de motifs isolés implique que le passage du faisceau d’une zone d’in-
solation a une autre se fasse sans insoler la zone intermédiaire entre les deux motifs.
Pour cela, le systeme d’escamotage du faisceau utilise les bobines électromagnétiques
de déplacement pour dévier le faisceau hors de la zone accessible de 1’échantillon. Ce
systeme est piloté par 'ordinateur et travaille donc lui aussi a une fréquence limitée a
50kHz. En effet, lors I'escamotage les lentilles électromagnétiques sont sollicitées avec
des courants tres différents de leur configuration de travail. Ce phénomene est a l’origine
de défauts de stabilisation et donc de positionnement du faisceau apres ’escamotage.
Dans I'ensemble de nos insolations nous avons choisi de désactiver ce systeme et nous
avons préféré optimiser les dessins pour minimiser les effets d’insolation entre motifs
isolés.
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Déformation des champs d’insolation

La derniere limitation majeure de notre systeme de lithographie est lié a la précision du
positionnement de la sonde électronique a l'intérieur d’un champ d’insolation. En effet,
les modifications des courants de lentille lors des réglages du microscope engendrent
des distorsions dans le champ d’observation et donc d’insolation. Concretement ces
effets de distorsion se traduisent par une déformation des motifs insolés dans la résine.
Les modifications des dimensions de ces derniers peuvent atteindre 10% et ont une
répercution dramatique en particulier dans le cas de nanostructures. Le systeme NPGS
permet de corriger ces déformations par 1'utilisation d’une matrice dite de "distorsion”,
déterminée a partir de l'observation de motifs calibrés. Celle-ci permet de recalculer
les coordonnées de chaque point d’insolation pour compenser les effets de la distorsion.
Toutefois, cette matrice est spécifique d’une configuration donnée du microscope et
chaque réglage apporté sur le microscope est susceptible de la modifier.

2.2.3.5 Synthese

Les limitations engendrées par 1'utilisation d’'un microscope tel que celui nous avons
utilisé pour la lithographie n’existent plus, ou du moins, sont gérées en parfaite trans-
parence sur les masqueurs électroniques. Ces derniers permettent de travailler sur des
wafers entiers, integrent des procédures d’alignement automatiques et possedent des
champs d’insolations calibrés. Aussi, nous n’avons pas souhaité donner une descrip-
tion détaillée de ces problemes spécifiques a notre équipement et privilégier 1’étude des
parametres généraux tels que la stratégie de dessin, la dose et les problemes liés au
développement et au transfert par lift off. Dans ce paragraphe nous avons présenté les
contraintes liées a notre équipement de lithographie ainsi que leur influence, tout au long
de nos travaux, sur la fabrication des dispositifs utilisés. Ces limitations ont d’une part
nécessité une optimisation précise des parametres liés au microscope mais ont surtout
limité considérablement le rendement de production des dispositifs de part le temps
consacré a chaque insolation et la nécessité d’une présence permanente de 1’'utilisateur
durant chaque insolation.

2.3 Procédé technologique

L’objectif de ce paragraphe est de présenter les solutions technologiques mises en
oeuvre pour la réalisation des nanoélectrodes et des dispositifs de connexion. Comme
nous l’avons mentionné précédemment, les contraintes et les limitations liées a notre
équipement de lithographie ont conditionné le choix du procédé de fabrication. Toute-
fois, les différentes étapes et procédures (procédure d’alignement, réalisation des motifs
de contact, matrice de correction du champ, ...) impliquées spécifiquement par cet équi-
pement ne feront pas l'objet d’une étude détaillée. Tout au long de cette description,
nous dégagerons les étapes et les parametres importants du procédé de fabrication en
nous attachant plus particulierement aux parametres les plus généraux.
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2.3.1 Réalisation des motifs de connexion
2.3.1.1 Description des structures réalisées

La premiere étape du procédé de fabrication des nanodispositifs concerne la réalisa-
tion des motifs de contact qui permettront la connexion électrique des nanoélectrodes
au dispositif de mesure externe. Ces motifs de connexion des structures doivent offrir
des surfaces de contact suffisamment larges pour permettre soit la connexion par micro-
soudures soit la connexion par pointes de test. Comme nous ’avons déja mentionné au
paragraphe 2.3.2, notre équipement présente de nombreuses limitations pour la réalisa-
tion de motifs étendus sur de larges surfaces. Aussi, méme si la réalisation de large zones
de contact reste possible en utilisant le mode LMS, le champ accessible dans ce mode
reste limité (800x800um?) ce qui présente un inconvénient majeur pour l'utilisation des
premiers dispositifs de microfluidiques que nous avons souhaité utiliser et qui présentent
des dimensions de I'ordre du millimeétre(Cf. Chapitre 3).

La réalisation de ces structures de connexion ne nécessitant pas une technique de
fabrication de résolution élevée, la lithographie optique en proximité nous est apparue
comme une bonne alternative. Son principe est similaire a celui de la lithographie élec-
tronique (Cf. Section[2.2) et repose sur 'insolation d’une résine photosensible au travers
d’un masque optique sur lequel sont retranscrits les structures a insoler. Il s’agit par
contre d’une technique d’écriture en parallele qui permet d’insoler simultanément la to-
talité de la surface d’un wafer de silicium et donc de produire en une étape de nombreux
échantillons.

Une deuxieme stratégie mise au point récemment est basée sur 'utilisation des deux
modes de fonctionnement de I’appareil et repose sur une premieére insolation des nano-
électrodes en mode HMS puis une deuxieme insolation des motifs de contact en mode
LMS qui autorise un champ maximal d’insolation de 800x800um?. Cette méthode limite
les étapes de fabrication puisqu'une seule étape de lift-off est nécessaire. Toutefois, la
limitations du champ pose un probleme vis-a-vis de ’adaptation de dispositifs de mi-
crofluidiques tels que ceux que nous avons réalisés qui nécessitent des distances entre
nanoélectrodes et plots de contact d’au moins 1mm.

La figure[2.5 nous donne un apercu de la structure que nous avons retenue. Celle-ci
a été concue pour des échantillons compatibles avec les exigences du microscope et est
contenue dans une cellule de 4mmx4mm . Les motifs de connexion sont constitués de
12 plots de contact de 400x400um? situés & la périphérie de 1’échantillon. Chacun de
ces plots est connecté a une piste de largeur décroissante dont ’extrémité aboutit dans
champ d’insolation de 40x40um?.

Des motifs d’alignements sont également présents a proximité des plots de contact. Ils
permettront le repérage des coordonnées du champ d’insolation ainsi que leur calibration.

Chaque structure de connexion constitue une cellule de 4mmx4mm qui a été dupli-
quée sur ’ensemble du masque optique. La lithographie UV nous permet donc en une
seule insolation de transférer ces structures sur I'ensemble de la surface d’'un wafer a
partir duquel nous pourront obtenir environ une centaine d’échantillons de connexion.
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Motif d‘alignement Plots de contact
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Fi1G. 2.5 — Schéma de la structure de connexion réalisée par photolithographie UV. Des
plots de connexion situés a la périphérie du dispositifs permettent la connexion électrique
des nanoélectrodes qui seront réalisées dans le champ d’insolation (40140um?) situé au
centre.

2.3.1.2 Protocole expérimental

Le schéma 2.6/rassemble les différentes étapes du protocole utilisé pour la fabrication
des motifs de contact.

Couche d'oxyde (300nm)

Oxydation séche par voie
thermique

Plaquette de silicium (525zm)

— - Masque optique

Photolithographie (Enduction,

Insolation, Développement) ﬁ\ "Résine” photosensible
Dépst de résine Bt i melioue ()

Lift-Off ——

F1G. 2.6 — Description schématique des principales étapes de fabrication (Ozxydation,
Photolithographie, Lift-Off) des motifs de contact permettant la connexion électrique
des nanoélectrodes aux dispositifs de mesure.
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Les étapes essentielles du procédé concernent d'une part la croissance d'un couche
d’oxyde sur la surface des échantillons.

Préparation des substrats et oxydation thermique

Les dispositifs ont été réalisés sur substrat Silicium a partir de wafers 4 pouces (orien-
tation cristalline [100]) dopés N (Phosphore : 10'* atomes.cm™?) de 525um d’épaisseur.
Ces plaquettes de silicium ont tout d’abord subi un nettoyage "standard” permettant
d’enlever les contaminants présents sur la surface (Cf. protocole ci-dessous). La couche
d’oxyde est ensuite obtenue par croissance a partir de la surface de silicium en utili-
sant un procédé d’oxydation thermique par voie seche. Ce procédé permet d’obtenir
un oxyde de trés bonne qualité (tension de claquage voisine de 5x10° V/cm, Indice
de réfraction ~ 1.46). Lors des étapes de mesure, cette couche d’oxyde garantira une
bonne isolation électrique entre les nanoélectrodes et le substrat. En vue des premieres
caractérisations électriques, nous avons fixé 1’épaisseur de la couche d’oxyde a 300nm
pour nous affranchir de tout effet induit par le substrat.

Fabrication des motifs de contact

Comme nous I'avons déja mentionné, la réalisation des motifs de contact a été effectuée
par photolithographie UV. Plus exactement, nous avons réalisée une étape de photoli-
thographie en contact dans une résine positive (AZ 1529). Avant le dépot de la résine
par enduction sur une tournette ("spin-coating”), un traitement de surface du dispositif
par HMDS (HexaMethylDiSilazane) a été effectué dans le but de favoriser I'adhérence
de la résine sur le dispositif. L'utilisation d’une résine positive n’étant pas favorable pour
le lift off, nous n’avons pas effectué de recuit apres I’étape de développement pour éviter
d’arrondir les flancs de la résine.

Le protocole mis en oeuvre est le suivant :

— Recuit de la plaquette de silicium a 200° pendant 30 minutes dans une étuve
(séchage de la surface)
— Traitement de surface : Dépot A’HMDS (HexaMethylDiSilazane) en phase
vapeur
— Photolithographie
Enduction de résine positive (AZ 1529) par centrifugation (Epaisseur =
2.7pm)
Insolation développement sans post recuit
Ringage Eau DI et séchage sous flux d’azote

Lift-Off

L’étape de photolithographie nous permet de transférer une image des structures de
connexion dans la résine qui apres l'étape de développement a été enlevée dans les
zones correspondant aux structures. L’étape de lift-off consiste ensuite a transférer les
motifs de résine obtenus en déposant sur ’ensemble de la surface une couche de métal.
Apres dépot de cette couche métallique, la résine est dissoute dans un solvant. Les zones
métallisées sont emportées lors de la dissolution de la résine. Seul le dépot métallique
présent dans les zones insolées de la résine est donc conservé sur la surface (Cf. Figure

2.6).
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Nous avons procédé a deux dépots successifs de Titane puis d’Or sur la surface de
la plaquette en utilisant une méthode d’évaporation sous vide. Le role de la couche de
Titane est de favoriser I'accroche sur la silice de la couche d’Or qui servira de conducteur
électrique. L’épaisseur de la bicouche est un parametre important pour la réalisation
des électrodes et doit étre choisie en fonction de I’épaisseur de la couche métallique
définissant les nanoélectrodes. Il est en effet nécessaire de minimiser la différence de
marche entre les deux dépots pour assurer un bon raccord électrique entre les deux
niveaux. Nous avons choisi une épaisseur totale de 20nm (5Snm Ti / 15nm Au) a été
déposée (Cf. Section2.4.4) qui correspondra également a 1'épaisseur des structures de
contact réalisées par photolithographie.

Le protocole utilisé est le suivant :

— Dépots successifs de Titane et d’Or sur la surface de la plaquette par éva-
poration (par faisceau d’électrons).

Dépot de bnm de Titane

Dépot de 15nm d’Or
Dissolution de la résine dans un bain d’acétone + ultrasons (t= 10 minutes)
Ringage a 'acétone pui a ’eau désionisée
— Séchage et stockage sous flux d’azote

2.3.2 Réalisation des nanoelectrodes

Le schéma 2.7 rassemble les différentes étapes du protocole de fabrication des nano-
électrodes.

Couche de PMMA (50~140nm)
M,,=996000g/mol

Enduction de PMMA par
centrifugation

|

V Faisceau d'electron focalisé

Insolation des motifs

Développement dans une
solution de MIBK/IPA ou IPA
pur

Dépot metallique d'Or
(pulvérisation)

i

Film métallique (Ti/Au)
Nanogap

Lift-Off —

F1G. 2.7 — Description schématique du procédé de fabrication des nanoélectrodes et de
leur alignement sur les motifs de connexion.
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Le protocole mis en place est similaire a celui que nous venons de décrire et repose lui
aussi sur une étape de lithographie puis sur une étape de lift-off. Toutefois, la réalisation
de motifs nanométriques, dans notre cas de dimensions inférieures a 100nm, reste bien
plus délicate et nécessite un controle précis des différents parametres technologiques. Au
cours de la description du protocole qui va suivre nous allons donc dégager chacun de
ces parametres.

Préparation des échantillons

Le dépot de la couche de PMMA sur la surface des échantillons est en général obtenue
par centrifugation (ou "spin-coating”). Les échantillons sont tout d’abord lavés en uti-
lisant la succession de solvants Trichloroéthylene + Ultra-Sons, Acétone + Ultra-Sons,
Eau. Ces différents lavages sont particulierement utiles lorsque les échantillons ont été
obtenus apres découpage par scie diamentée. Ils permettent d’une part de dissoudre la
couche de résine de protection utilisées pour la découpe (Résine Optique de type 1529)
et également d’éliminer les éclats éventuels provoqués par la découpe. Apres séchage
sous azote, les échantillons sont rincés au trichloroétylene puis séchés a nouveau.

— Découpage des échantillons
Enduction d'une couche de résine de protection
Découpage des cellules de 4mm x4mm par scie diamantée.
— Préparation des échantillons
Lavages des échantillons dans une série de bains d’acétone + Ultrasons
Rincage Acétone, Eau DI | séchage sous flux d’azote
Ringage au trichloroéthylene et séchage

Enduction des échantillons

Chaque échantillon est ensuite enduit d’une couche de PMMA par enduction sur
tournette ("spin-coating”) a partir d’'une solution de PMMA dans le MIBK (Methy-
lIsoButylKetone). Le premier parametre important concerne le choix de 1’épaisseur de
résine. Comme nous le verrons dans les paragraphes2.4.5/et[2.4.4 ce parametre influence
d’une part la tenue mécanique des motifs transférés dans la résine mais également la
derniere étape de lift pour laquelle la morphologie des motifs sera capitale. Le controle
de I’épaisseur de résine est effectué, pour une concentration donnée de PMMA, en mo-
difiant la vitesse de rotation de ’échantillon lors de I’enduction par "spin-coating”. Les
épaisseurs habituelles utilisées sont comprises entre 50 et 300nm.

L’enduction de résine a été effectuée a partir de solutions de PolyméthylMétacrylate
de poids moléculaire moyen M,,=996000g/mol dissous dans le MIBK (MethylIsobutyl-
Kétone ou 4-methyl-2-pentanone) sous une concentration comprise entre 20 et 40g.L L.
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— Enduction des échantillons
Enduction par "spin-coating” & partir d’une solution de PMMA (996000)
dans le MIBK.
Concentration comprise entre 20 et 40g.L~"
Vitesse de rotation comprise entre 3000 et 5000 tours/min (accéléra-
tion 5000 tours/min/s)
Temps de rotation : 30s
Recuit a 160°C pendant 1minute sur plaque chauffante
Stockage des échantillons a ’abri de la lumiere

Lithographie électronique
La premiere étape concerne la préparation des fichiers de dessin. Ces derniers sont
réalisés sous Design CAD. Ils sont ensuite traduits par le logiciel NPGS. Les différents
types de structures étudiés seront présentés dans la section 2.4.1
Les parametres des insolations seront longuement détaillés dans la section suivante
qui sera dédiée a la réalisation des nanoélectrodes.

Développement

Le choix de la technique de développement est, comme nous l'avons décrit au pa-
ragraphe 2.4.5, un parametre fondamental de la fabrication de motifs nanométriques.
C’est lors de cette étapeque sera révélée 'image latente insolée dans la résine.

Deux protocoles particuliers ont été étudiés. Ils reposent sur 1’utilisation de solutions
de développement de compositions différentes. La premiere méthode est basée sur une
solution de MIBK(Methyl Isobutyl Ketone ou 4-methyl-2-pentanone) /IPA(Propanol-2)
sous une dilution de 1 pour 3. La vitesse de développement utilisée pour la détermination
des temps de développement est de 200nm par minute. La deuxieme solution utilisée
repose sur l'utilisation combinée d’IPA pur et d’une agitation sous ultrasons. Dans ce
cas, la vitesse de développement utilisée est de 60nm par minute.

— Développement MIBK /TPA
Immersion de 1’échantillon dans une solution de MIBK/IPA (1 :3)
Vitesse d’attaque : v=200nm/min
Ringage immédiat par de I'IPA pur
Séchage et stockage sous azote

— Développement IPA+ ultrasons
Immersion de I’échantillon dans une solution d’IPA pur et agitation sous
ultrasons
Vitesse d’attaque : v=60nm/min
Rincage immédiat par de I’Eau désionisée
Séchage et stockage sous azote

Lift-Off et choix des matériaux métalliques

Il s’agit de la derniere étape de fabrication qui consiste a déposer le matériau métal-
lique constituant les électrodes dans les ouvertures faites dans le PMMA. L’épaisseur
maximale de métal déposé est bien sur en étroite relation avec les facteurs de formes
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des structures dans la résine et les parametres d’insolation. Le choix de la technique de
dépot s’est orienté non pas vers I'évaporation mais vers une technique dite de sputte-
ring basée sur I’érosion d’une cible métallique (sur un équipement PECS Gatan). Outre
la facilité d’utilisation de cet équipement (faibles temps de pompage, simplicité d’uti-
lisation), sa polyvalence avec un grand nombre de matériaux, cette technique nous a
permis de réaliser des dépots d’Or sans avoir recours a une couche d’accroche. En effet,
I’énergie conférée aux atomes arrachés a la cible permet d’accroitre 'adhérence du film
sur la surface de silice.

Il s’agit la d’'un avantage majeur pour la réalisation des structures présentées car un
contact direct entre la couche d’Or des structures de contact et les électrodes est possible
sans couche intermédiaire de type Titane ou Chrome. Ces deux métaux s’oxydent tres ra-
pidement et augmentent considérablement la résistance de contact entre les deux dépots.
Des tests sur des dépots effectués par évaporation de couches Ti/Au (10nm/50nm) sur
des structures de contacts Ti/Au (50nm/150nm) nous ont permis de mettre en évidence
une évolution de la résistance de la jonction de quelques dizaines d’Ohms a quelques
dizaines de KOhms entre le moment de la fabrication des dispositifs et des mesures
effectuées deux semaines plus tard.

— Dépot du film métallique
Dépot d’Or (99,999%) dans un bati de pulvérisation par faisceau d’ion
(PECS - GATAN) sous vide secondaire
Tension d’accélération des canons 4kV
Vitesse de dépot v=0.04nm/s
— Lift-Off
Immersion de I’échantillon dans une solution de trichloroéthylene chaud
(T=60°C") sous agitation par ultrasons
Ringages successifs au Trichloroéthylene, Acétone et a I’Eau désionisée
Séchage et stockage sous azote

2.4 Etude des parametres de fabrication des nano
électrodes

Dans ce paragraphe, nous allons nous consacrer a 1’étude des différents parametres
fondamentaux qui influencent la fabrication de nano-électrodes agencées sous la forme
de réseaux denses et présentant des pas de l'ordre de la centaine de nanometres. Les
structures les plus denses obtenues apres lift-off qui ont été reportées dans la littérature
ont été réalisées sur ’équipement disponible au LAAS. Elles sont caractérisées par des
réseaux de lignes de 20nm de large au pas de 40nm [33]. Méme si ces résultats confirment
a priori la faisabilité des structures, la réalisation de dispositifs utilisables nécessite
la prise en compte de deux parametres supplémentaires. Dans notre cas, les réseaux
d’électrodes ne devront présenter que tres peu de défauts pour pouvoir étre exploitables.
Leur réalisation devra donc s’accompagner d’une mise au point précise des parametres
d’insolation et de I’étude de la latitude disponible pour leur fabrication. Par ailleurs,
la prise en compte de la reproductibilité est essentielle compte tenu des contraintes
de rendement imposée par le microscope. La mise au point d’un protocole fiable et
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reproductible est donc un critere essentiel.

Fabrication des motifs de
contact (photolithographie, %
lift-off)
_—— Lift-Off (épaisseur du dépdt)

v / Eparisseur de résine
g

Insolation :

. Choix de la dose
Fabrication des nanoélectrodes . Realisation du dessin
(lithographie électronique < E\
haute résolution, lift-off) Meéthode de développement

Nanogap

-

ﬁ——— Lift-Off (epaisseur de metal)

Fi1G. 2.8 — Description schématique des principales étapes de fabrication des nanoélec-
trodes et des principauzr parameétres de leur réalisation

Les parametres du protocole de fabrication auxquels nous allons nous attacher sont
illustrés sur la figure [2.8| Ils concernent essentiellement les effets dus a la dose d’inso-
lation, aux effets de proximité qui sont particulierement présents du fait de la densité
des structures que nous recherchons, et enfin a ’étape de développement qui permet de
transférer les structures insolées a partir de I'image latente crée dans la résine. Tous ces
parametres vont conditionner la derniere étape de fabrication des dispositifs : le lift-off.
Cette étape de transfert est particulierement sensible aux profils et a la topologie des
structures générées dans la résine. Aussi, chacun des parametres cités sera étudié in-
dépendamment en fonction de son influence directe sur cette derniere étape de lift-off.
Une derniere partie de synthese nous permettra de dégager les valeurs des parametres
qui nous sont apparues comme optimales.

2.4.1 Préparation des dessins des structures

Comme nous 'avons décrit dans le chapitre d’introduction, notre stratégie de détec-
tion est basée sur I'utilisation de dispositifs de type nanoélectrodes présentant d’une part
des espaces inter-électrodes de faible dimension (< 100nm) et d’autre part des surfaces
d’interaction élevées. Dans ce contexte, nous avons choisi de développer deux types de
structures.

La premiecre architecture est constituée de deux réseaux enchevétrés de nanoélec-
trodes (Cf Figure 2.9). Ces nanoélectrodes interdigitées présentent 'avantage de com-
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biner des faibles espaces entre les électrodes tout en offrant une surface d’interaction
tres importante. Les zones larges correspondant aux armatures de contact sont repré-
sentées sous la forme de polygones dont la surface sera balayée pendant 'insolation.
La dose d’insolation de ces structures a été fixée pour ’ensemble de nos réalisations a
2000pC'/em?. Les nanoélectrodes, par contre, sont représentées sous la forme de lignes
et seront insolées en effectuant un seul passage du faisceau d’électron. La dose caracté-
ristique des nanoélectrodes sera donc exprimée en unité de charge par unité de longueur
(ici en nC'/em).

Réseaux de nanoélectrodes interdigitées

Armatures de raccordement

F1G. 2.9 — Dessin réalisés sous DesignCad LT pour ["insolation de réseauz de nanoélec-
trodes interdigitées. Dans chaque champ de 40 x40um? sont insolés 4 réseauz d’électrodes
reliés auz structures de connexion par des armatures métalliques (image de gauche).
Chaque réseau d’électrodes (image de droite) est constitué de deux réseaux de lignes
imbriquées au pas de 100nm pour cet exemple.

La deuxieme approche que nous avons étudiée est basée sur un dispositif a trois
électrodes. Comme nous le verrons dans la section 2.4.3.2] le nombre réduit d’électrodes
permet de limiter les effets de proximité lors de I'insolation et par conséquent de réduire
les dimensions des espaces entre électrodes. La figure [2.10 nous donne un apercu du
dessin réalisé pour I'insolation de ces structures.

Cette structure n’a été utilisée que rarement dans nos expériences. Elle présente tou-
tefois 'avantage de pourvoir adresser des nano-objets de plus faibles dimensions (jusqu’a
15nm) tout en présentant des longueurs d’interaction entre électrodes de plusieurs cen-
taines de nanometres. Ces nanoélectrodes sont elles aussi insolées en un seul passage du
faisceau d’électrons et ont donc été codées par des lignes.
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Nanoélectrodes en vis a vis

Armatures de raccordement

F1G. 2.10 — Dessins réalisés sous DesignCad LT pour linsolation de réseaux de dispo-
sitifs a trois électrodes. Les structures de connexion (a gauche) permettent d’adresser
de fagon indépendante chacune des trois nanoélectrodes (a droite) (L’espacement entre
chaque électrode est ici codé a 60nm).

2.4.2 Choix de I’épaisseur de résine

Comme nous 'avons mentionné au début de ce chapitre, pour des tensions d’accé-
lération des électrons de 200kV, I’épaisseur de résine n’a que tres peu d’influence sur
la répartition de ’énergie lors de l'insolation. En effet, I'utilisation de hautes tensions
d’accélération limite considérablement les phénomenes de diffusion du faisceau incident
et nous pouvons donc considérer que la répartition de 1’énergie dans la résine est iden-
tique dans toute 1’épaisseur. Ce parametre ne modifie donc pas les doses nécessaires
pour le développement des structures. Toutefois, la topologie des structures de résines
influence considérablement les étapes de transfert. En effet, leur réalisation est basée
sur I'exploitation des forts contrastes de topographie induits par les structures de ré-
sines sur la surface. Dans le cas particulier du lift-off, la hauteur des structures doit
étre suffisamment élevée pour permettre un transfert fidele des structures sans toutefois
dépasser les facteurs de formes maximaux tolérés par la résine. Il s’agit donc de trouver
un compromis entre ces deux facteurs antagonistes.

2.4.2.1 Influence sur tenue mécanique des structures révélées

Comme nous I’avons mentionné dans l'introduction de ce paragraphe, les limites
des facteurs de formes accessibles pour les structures révélées et insolées dépendent
en premier lieu des caractéristiques mécaniques de la résine. La rigidité et la résistance
mécanique de celle-ci doivent permettre la stabilité des structures révélées. Comme nous
pouvons 'observer sur le schéma de la figure 2.11, les structures que nous cherchons a
transférer, qu’il s’agisse de réseaux d’électrodes ou de dispositifs a trois électrodes en
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parallele, sont constitués de "murs” de résine de quelques dizaines de nanometres de
large et de plusieurs centaines de nanometres de long (correspondant & I’espace inter-
électrodes des dispositifs).

i

S s i . | ' .
s i PMMA (espace :
v : inter électrodes):

i

i
&————— Substrat |
i

Vue en coupe

...........................................................

Fia. 2.11 — Hllustration de l'influence de l’épaisseur de résine sur les facteurs de formes
des structures générées dans la résine pour la fabrication des nanoélectrodes

Dans le cas de ces dispositifs, seules les extrémités des structures sont reliées et
donc soutenues par la couche de résine. Aussi, si la hauteur de résine h devient trop
importante par rapport a leur largeur [, les limites de résistance du matériau peuvent
étre dépassées provoquant un “effondrement” des structures.

Cet effet est illustré dans la figure dans le cas de deux réseaux d’électrodes au
pas de 80nm réalisées dans 140nm de PMMA et obtenus pour deux doses d’insolation
de 6 et 12nC/cm.

L’image2.12(b) nous montre un exemple de structure parfaitement transférée. L’aug-
mentation de la dose d’insolation conduit a un élargissement des électrodes et donc a
une diminution de 'espace inter-électrodes. Ainsi, nous pouvons observer, sur 'image
2.12(d), de nombreuses discontinuités sur les électrodes métalliques. Ces discontinuités
découlent du phénomene que nous venons de décrire a savoir un effondrement des struc-
tures dans les zones ou le soutien de la couche de résine est le plus faible. ’appariement
des murs de résine deux a deux se traduit par la présence d’une électrode métallique
sur deux dans le réseau. Par contre, les extrémités des électrodes sont, les structures de
résine étant soutenues par les régions non insolées ce qui évite leur effondrement. Ces
zones nous permettent d’évaluer la largeur de 'espace inter-électrodes et d’estimer la
largeur [ de la structure de PMMA initialement présente. Nous avons pu estimer [ ~
20nm soit un facteur de forme h/l ~ 6,5.

Une autre illustration de ce phénomene est donnée dans la figure 2.13 qui illustre
deux exemples de réalisation de dispositifs a trois électrodes distantes de 60nm de centre
a centre. Ces structures ont été obtenues pour la méme dose d’insolation (6nC/cm) apres
insolation dans deux épaisseurs de PMMA différentes : 100 et 140nm.

Comme dans le cas précédent, nous voyons que pour une méme largeur d’électrode,
I’augmentation de la hauteur de résine a conduit a un effondrement des structures avant
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F1G. 2.12 — lllustration de l'influence des facteurs de formes des structures. Les struc-
tures présentées ont été obtenues dans une couche de PMMA de 1/0nm d’épaisseur apres
développement dans une solution de MIBK/IPA(1 :3) pendant 1 min 30s et lift-off. Les
doses utilisées sont de 6nC/cm dans le cas (b) et de 14nC/cm dans le cas (d)

le lift-off. Nous pouvons évaluer le facteur de forme correspondant : nous trouvons [ ~
16nm et une valeur de h/l ~ 6,25.

Une étude systématique des résultats obtenus pour des nanoélectrodes interdigitées
et des dispositifs a trois électrodes nous a permis de définir un facteur de forme limite
Fiimy = h/1, au dela duquel leffondrement des structures de résine apres développement
empeéche la réalisation des motifs. Cette valeur limite, pour nos conditions de dévelop-
pement (MIBK/IPA 1 : 3 sans ultra-sons), se situe autour de F;, = 6.

L’étude du comportement mécanique de la résine nous permet donc de déterminer
un premier critere quant a la limite supérieure de 1’épaisseur de résine utilisable pour la
réalisation de nos dispositifs.
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(a) (b)

Fi1c. 2.13 — Illustration de linfluence de [’épaisseur de résine. Les deuz structures ont
été insolées avec une dose de 8nC/cm. Dans le cas (a) l'épaisseur de résine est de 100nm
et de 140nm dans le cas (b).

2.4.2.2 Influence sur le lift-off

L’obtention des électrodes métalliques repose sur I’étape de lift-off qui est illustrée en
figure 2.14. Le dépot métallique doit étre emporté par la dissolution de la résine hormis
dans les zones insolées ou il est contact direct avec le substrat. Un probleme se pose
cependant au niveau des "interfaces” entre les zones insolées et les zones intactes de la
résine. En effet, les méthodes de dépot métallique conduisent dans certaines conditions
a I'obtention d’un film métallique continu sur I’ensemble de ’échantillon y compris sur
les flancs de motifs révélés. C’est le cas de la méthode utilisée pour la réalisation de
nos dispositifs (Cf. Paragraphe [2.3.1.2) pour laquelle la proximité de la cible ne permet
pas d’obtenir un dépot directionnel et provoque donc une métallisation des flancs des

motifs.
Solvant
;/ (Acétone) PMMA
Dépit
métallique
Substrat :

Fic. 2.14 — Illustration de la technique de lift-off. Un dépot métallique est effectué
apres révélation des structures insolées. La dissolution de la résine permet de retirer les
zones métallisées de l’échantillon qui ne sont pas en contact avec le substrat et ainsi de
transférer les motifs insolés.

Lors de la dissolution de la résine, il sera donc nécessaire de rompre le film métallique
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présent sur le flanc des motifs pour pouvoir effectuer le transfert des structures révélées.
La résistance du film a la rupture est en grande partie controlée par son épaisseur
qui dépend d’une part de I'épaisseur globale déposée mais aussi de 1’épaisseur de la
couche de résine. Comme l'illustre la figure 2.15, I’épaisseur de métal sur les flancs
sera d’autant plus faible que la hauteur de résine est importante. Nous voyons donc
clairement que la hauteur de résine est un parametre clef de la réalisation du lift-off.
Nous verrons au paragraphe(2.4.3.2 que le profil des structures révélées joue également un
role important. Les effets de proximité particulierement importants dans nos structures
provoquent généralement un arrondissement des structures et donc un épaississement de
I’épaisseur de métal déposée sur le flancs. Une hauteur de résine importante permettra,
ici aussi, de minimiser cette épaisseur et donc de faciliter le lift-off.

EMMA PMMA

Depdt
métallique

Dépdt
métallique

& Substrat & Substrat

(a) (b)

Fi1G. 2.15 — Illustration de l'influence des facteurs de forme des structures révélées sur
la réalisation du lift-off. L’augmentation de ce facteur de forme permet de diminuer
I’épaisseur de métal présent sur les flancs des structures et donc de favoriser le lift-off.

La premiere conclusion de cette analyse nous indique donc que 1'utilisation d’une
hauteur de résine la plus grande possible semble la plus favorable. Il est communément
admis que les conditions les plus favorables de lift-off sont atteintes lorsque 1’épaisseur de
résine est 3 fois supérieure a I’épaisseur de métal. Toutefois, il nous sera encore nécessaire
de trouver un compromis pour le choix de la hauteur de résine. Comme nous ’avons
vu au paragraphe précédent, la tenue mécanique de la résine qui limite les facteurs de
forme des structures révélées, définira la limite supérieure de I’épaisseur de résine.

La figure donne deux exemples de réseaux d’électrodes interdigitées au pas de
100nm réalisés pour deux épaisseurs de PMMA différentes : 50nm (a) et 130nm (b). Les
deux structures ont ét¢ insolées en utilisant le méme dessin et la méme dose (7TnC/cm).
L’étape de lift-off a été effectuée apres un dépot de 20nm d’Or et dissolution de la résine
pendant 10 minutes dans une solution d’acétone sous ultrasons.

L’apport d’énergie permet de rompre plus facilement le film métallique sans endom-
mager les électrodes métalliques. Toutefois, nous voyons dans le cas (a) que pour des
épaisseurs de résines trop faibles, I’étape de lift-off reste impossible en raison des dépots
métalliques sur les flancs des structures de résines. Les zones claires présentes sur le
réseau d’électrodes confirment la présence d’un film métallique continu sur les struc-
tures. Sur les larges surfaces non insolées situées autour du réseau, le film métallique
a par contre été retiré pendant le lift-off. Nous voyons donc que la densité des réseaux
influence la réalisation du lift-off. En effet, lorsque la distance entre les structures de-
vient trop faible, le film métallique présente de nombreux points d’ancrage sur la surface
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F1G. 2.16 — Influence de l’épaisseur de résine sur la réalisation du lift-off pour des élec-
trodes inter-digitées au pas de 100nm insolées avec une dose denC/cm. Une épaisseur
de résine de 50nm (a) est insuffisante pour la réalisation du lift off. L utilisation d’une
épaisseur de 130nm (b) permet de diminuer l’épaisseur de résine présente sur les flancs
des structures et réaliser le lift-off.

(au niveau de chaque électrode) et est suffisamment épais pour résister au lift-off. La
résistance du film peut étre d’ailleurs étre illustrée par I’'observation des bords des struc-
tures. Les images MEB font apparaitre des fragments du film métallique initialement
présent sur les flancs des structures. Dans le cas (b), obtenu pour une hauteur de résine
de 140nm, nous voyons que le réseau d’électrodes a pu étre transféré et que le dépot
métallique a été completement retiré des zones non-insolées. Nous voyons également que
les irrégularités présentes sur les bords des structures sont beaucoup moins importantes.

2.4.2.3 Synthese

Suivant le type de structure réalisée, 1’épaisseur de la couche de PMMA doit étre
ajustée de fagon a trouver le meilleur compromis entre la tenue mécanique de la résine
(faibles facteurs de forme) et une épaisseur de résine suffisamment élevée qui favorisera
le lift-off. Bien que ces deux parametres sont étroitement dépendants des dimensions
des structures et des parametres de l'insolation, il nous est tout de méme possible de
donner un ordre de grandeur des hauteurs les plus favorables. Dans le cas des réseaux
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d’électrodes interdigitées au pas de 80 et 100nm, une épaisseur de résine comprise entre
100 et 130 nm semble offrir le meilleur compromis. Dans le cas plus particulier des
dispositifs a trois électrodes, qui présentent des espaces inter-électrodes plus faibles, une
hauteur de 140nm conduit a 'effondrement des structures et nous avons donc retenu la
valeur de 100nm pour leur fabrication.

2.4.3 Effets de proximité

Les structures que nous cherchons a réaliser sont caractérisées par des réseaux tres
denses d’électrodes qui vont nécessiter la prise en compte de phénomenes dits de proxi-
mité. Ces effets sont liés a la délocalisation spatiale du dépot d’énergie des électrons
dans la résine consécutive aux multiples événements de diffusion des électrons primaires
et secondaires. Ainsi, chaque structure insolée influence les structures adjacentes et 1’ob-
tention de nanostructures en réseau dense s’avere beaucoup plus complexe que dans le
cas de structures isolées.

2.4.3.1 Généralités

Notions de sensibilité et de contraste

Nous avons décrit dans les premiers paragraphes de ce chapitre les mécanismes condui-
sant a la formation, dans la résine, d'une image latente liée aux modifications chimiques
engendrées par le bombardement des électrons. La révélation de cette image latente
est obtenue en dissolvant les zones du polymeres insolées. Plus exactement, il s’agit de
mettre a profit le différence de vitesse de dissolution de la résine en fonction du poids
moléculaire des chaines qui la constitue pour dissoudre sélectivement les zones insolées
et conserver les zones non insolées. Nous savons par ailleurs que les modifications du
poids moléculaire des chaines lors de I'insolation peuvent étre liées a la dose d’insola-
tion. Expérimentalement, il est possible de représenter une courbe dite de contraste de
la résine qui relie les variations de I’épaisseur de la résine avant et apres révélation et
que nous noterons respectivement e; et ey, avec la dose d’insolation. Cette courbe est
spécifique a la résine choisie ainsi qu’a son poids moléculaire et aux conditions de déve-
loppement (agitation, température, nature du solvant). Un exemple de courbe illustrant
le cas d’une résine positive (telle que le PMMA dans la gamme de dose utilisée) est
donné dans la figure 2.17(a).

Pour une résine idéale, la notion de sensibilité correspondrait a la dose limite au
dela de laquelle le polymere présente un poids moléculaire suffisamment faible pour étre
dissous. En dessous de cette valeur, au contraire, aucune révélation ne serait possible.
Dans le cas de cette résine positive, D, définit la dose seuil a partir de laquelle I’épaisseur
finale de résine devient non mesurable. D; définit la dose seuil a partir de laquelle
I’épaisseur finale de résine n’est pas significativement différente de la valeur initiale de
I’épaisseur avant insolation.

Dans un systeme réel, la variation de la vitesse de révélation par rapport a la dose
est une fonction continue. La notion seuil de sensibilité de la résine est déterminée a
partir de la courbe et correspond a la dose offrant un rapport ey/e; =0.7. Par exemple,
dans le cas du PMMA, la dose minimale d’insolation pour un poids moléculaire initial de
996000 et une solution de révélation de MIBK/IPA(1 : 3), est de 4nC/cm. L’observation
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FiG. 2.17 — Courbe de variations relative de l'épaisseur de résine apres développement
ey par rapport a l’épaisseur initiale e; en fonction de la dose d’insolation. La valeur de
la dose correspondant a un rapport ey /e;=0.7 définit le seuil de sensibilité de la résine.
La raideur de la courbe traduit le contraste de la résine.

de cette courbe nous amene a définir la notion de contraste. Le contraste n’est pas une
notion intrinseque a la résine. Il reste lié a 'ensemble du procédé de fabrication et en
particulier a la nature de la solution de développement. Le contraste de la résine v définit
la raideur de la courbe entre les doses Dy et D7 et s’exprime sous la forme :

v = (log(D,) — log(Dy)) " (2.5)

Aussi, plus le contraste est élevé, plus la résine aura de capacités a révéler des faibles
écart de doses. En d’autre termes le contraste détermine donc la capacité de la résine
a révéler de faibles écarts de poids moléculaire de résine. L’utilisation d’une résine a
fort contraste est donc capitale dans le cas de nos réalisations. En effet, comme nous
allons le voir dans le paragraphe suivant, la localisation spatiale de 'insolation et donc
les variations du poids moléculaires dans la résine ne sont jamais abruptes. Des zones
de transitions sont présentes au bords des zones insolées et vont influencer la définition
des motifs et donc la résolution spatiale du procédé. Aussi, plus une résine présente un
contraste élevé moins ces effets de bords auront un effet important sur la résolution des
motifs.

Répartition de 1’énergie dans la résine

La compréhension et ’optimisation de la résolution du procédé de lithographie repose
en partie sur la connaissance de la répartition du poids moléculaire de la résine apres
insolation par le faisceau d’électron. Les électrons traversant la résine apportent I'énergie
nécessaire aux multiples réactions conduisant aux scissions des macromolécules consti-
tuant la résine. La connaissance de la répartition de I’énergie dissipée dans la résine nous
donne donc une image de la répartition du poids moléculaire. A ce jour de nombreux
travaux ont été consacrés a l’étude et la simulation des phénomenes de diffusion des
électrons responsables de ’élargissement des zones insolées de la résine. Des simulations
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basées sur la méthode Monte-Carlo permettent de décrire la répartition de I’énergie
dissipée dans la résine. Toutefois, ces simulations, bien qu’elles permettent d’anticiper
la localisation des modifications chimiques engendrées dans la résine, ne tiennent pas
compte de I'influence des multiples parametres technologiques tels que la révélation ou
le lift-off. Aussi, nous nous attacherons a une description qualitative des phénomenes et
nous privilégierons I’étude expérimentale de I'influence de chaque parametre de fabrica-
tion sur la réalisation des dispositifs.

Nous avons mentionné en introduction que la taille de la sonde utilisable sur notre
équipement est comprise entre 1 et 3nm. Une vision simpliste consisterait a considérer
que lors de l'insolation, la résine est uniquement modifiée dans un volume orienté per-
pendiculairement a la surface et défini par la section du faisceau. Cette représentation
est fausse et ne tient pas compte des effets liés a la diffusion des électrons et a la forme
de la sonde. En effet, la zone de résine insolée n’est pas strictement localisée au volume
de résine traversé par le faisceau d’électron. La largeur de la zone insolée dépend d’une
part de la forme du faisceau d’électron et d’autre part des phénomenes de diffusion des
électrons (diffusion du faisceau primaire, électrons rétrodiffusés, génération d’électrons
secondaires)

Aussi, en un point donné d’insolation, la répartition de I’énergie dissipée dans le plan
de I’échantillon ne peut étre décrite par une fonction créneau. Une bonne approximation
consiste a représenter cette répartition par une fonction résultante de deux autres fonc-
tions de type Gaussieéne 'une tres localisée et de forte amplitude, décrivant la répartition
des électrons secondaires générés par l'interaction de la sonde avec la résine et 'autre,
plus étendue décrivant les phénomenes de diffusion des électrons rétrodiffusés [104, 105].

Energie (par unité de volume)

------- Electrons retrodiffusés

I — — = Faisceau incident

[} —— Réparition totale

Fi1G. 2.18 — Courbe illustrant la répartition spatiale de l’énergie dissipée dans la résine
a prorimité du point d’impact du faisceau d’électrons.

La premiere conséquence d'une telle répartition de I'énergie est de générer dans la
résine des gradients de poids moléculaires. Au niveau du point d’impact du faisceau, la
courbe de répartition de 1’énergie présente un maximum correspondant a un minima du
poids moléculaire de la résine. Lorsque 1’on s’éloigne du centre du point d’insolation, la
répartition de 1’énergie diminue contintiment. Pour déterminer l’étendue de la zone qui
sera révélée, cette courbe doit étre comparée a la valeur de I'énergie correspondant au
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seuil de révélation. Ce seuil correspond a la valeur limite du poids moléculaire permettant
la révélation. Ainsi, comme l'illustre la figure [2.19 dans le cas de trois répartitions
obtenues pour trois doses différentes, toute les zones de la résine pour lesquelles ’apport
d’énergie se situe en dessous de la valeur seuil ne disposeront pas d’un poids moléculaire
assez faible pour étre révélées. Inversement, au dessus de ce seuil, la révélation est

possible.

Energie
(par unité de volume)
4

Dosel<Dose 2

G

Energie
(par unité de volume)
4

Dosel<Dose 2 <Dose3

Zone révélée

(b)

Energie
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/ \

[
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S

Zone révélée

(c)

Fi1ac. 2.19 — [llustration de la répartition de [’énergie dissipée dans la résine apres in-
solation pour trois doses de valeurs croissantes. Les zones de la résine pour lesquelles
lénergie dépasse la valeur seuil seront révélées. Cas d’un motif sous dosé (a), correcte-
ment dosé (b), surdosé (c).

Il convient de distinguer les notions de dose et d’énergie dissipée dans la résine.
La dose est une grandeur expérimentale, facilement mesurable, qui traduit le temps
d’exposition nécessaire sous un courant de faisceau donné, pour révéler la zone de résine
insolée. A chaque valeur de la dose correspond non pas une énergie mais une répartition
de I'énergie dissipée dans la résine qui tient compte des effets de diffusion des électrons.
A la différence de la dose, la répartition de I’énergie permet de donner une image des
variations spatiales du poids moléculaire de la résine.

Dans le cas (a) la répartition de I’énergie ne permet pas de franchir le seuil de révéla-
tion. Dans le cas (b) obtenu pour une dose supérieure, la courbe de répartition présente,
au niveau du point d’impact du faisceau, un maxima supérieur au seuil. La zone de
résine correspondante présente donc un poids moléculaire suffisamment faible pour étre
dissoute par la solution de révélation. Enfin, dans le cas (c¢), 'augmentation de la dose
provoque une translation de la courbe vers les hautes énergies qui s’accompagne d’une
augmentation des dimensions de la zones insolée. Une augmentation de la dose s’accom-
pagnera d'une augmentation des dimensions des structures apres révélation. Toutefois,
il convient de noter que le changement de comportement de la résine vis a vis de la
solution de révélation n’est pas abrupt et reste étroitement lié au contraste de la résine.
Ainsi, la description de la figure [2.19 est une simplification de la réalité pour laquelle
nous avons supposé un développement en tout ou rien autour d’un poids moléculaire
seuil.

Ainsi si nous considérons les influences cumulées de la révélation et de la répartition
de la dose, nous voyons que la résolution du procédé ne peut étre directement liée
a la taille du faisceau d’électrons. Méme si la taille du faisceau utilisable sur notre
équipement est comprise entre 1 et 3nm, les dimensions minimales des motifs apres



76 Réalisation de nanoélectrodes par lithographie électronique

révélation sont voisines de 3 a bnm [33]. Dans notre cas, la treés faible taille de sonde et
la forte énergie des électrons contribuent a minimiser ces phénomenes permettant par la
méme d’atteindre une résolution sub-10nm. Toutefois, comme nous allons le voir dans
le paragraphe suivant, les contributions de ces phénomenes deviennent prépondérants
lorsque la densité des motifs insolés augmentent.

Effets de proximité

L’insolation d’une ligne isolée conduit a une répartition spatiale de I’énergie dans la
résine dont la principale contribution est due au faisceau primaire. La contribution des
électrons rétrodiffusés reste inférieure a la sensibilité de la résine et influence faiblement
la révélation. Si nous considérons maintenant I'insolation de structures denses telles que
des réseaux de lignes en parallele, nous ne pouvons plus considérer l'insolation et la
révélation de chaque ligne de facon indépendante. En effet, dans le cas ou I'espacement
entre les différents motifs insolés est suffisamment faible, chaque structure insolée modi-
fie la répartition spatiale de 1’énergie des zones de la résine situées a proximité. Pour une
méthode de révélation donnée, cet effet sera d’autant plus grand que la dose sera impor-
tante et que I'espacement entre les structures sera faible. Ces deux parametres seront
étudiés en détail dans le cas de nos structures dans le paragraphe suivant. L’influence
de la méthode de révélation constituera également un parametre important puisque de
sa sensibilité et de son contraste dépendront la révélation de ces effets de proximité. Ce
dernier parametre sera étudié dans le dernier paragraphe de cette section.

Plagons nous dans le cas de I'insolation d’un réseau de lignes paralleles tels que ceux
présents dans un réseau d’électrodes interdigitées. La figure 2.20/ nous donne un apercu
de la répartition de I’énergie dissipée suivant une direction perpendiculaire aux lignes
dans le cas de trois réseaux de lignes insolés en utilisant la méme dose mais codés a des
pas différents. La répartition globale de I’énergie s’obtient en sommant les contributions
de chaque ligne insolée.

Comparons la répartition globale de I’énergie par rapport aux contributions indivi-
duelles de chaque ligne insolée. Lorsque le recouvrement des courbe d’énergie est faible,
la répartition respecte globalement les niveaux d’énergie obtenu individuellement pour
chaque ligne insolée (cas a). Dans ce cas, I'image latente des lignes sera donc révélée de
facon sélective des espaces inter-lignes et ce en utilisant les mémes parametres de doses
que dans le cas d’une ligne individuelle. Si I’on diminue progressivement le pas du réseau,
les effets de proximité contribuent a augmenter le niveau général d’énergie déposée, en
particulier dans l'espace situé entre les lignes du réseaux (cas (b)). Par ailleurs, nous
voyons que la répartition autour du point d’insolation s’élargit. Les conséquences de ces
effets sur la révélation des motifs sont doubles. D’une part ils conduisent a un élargis-
sement des lignes révélées. D’autre part, les variations d’énergie entre les zones insolées
et les espaces inter-lignes sont moins importantes. Ainsi, la diminution du gradient de
poids moléculaire sur les bords des structures limitera la résolution de la fabrication.

Dans le dernier cas, si le pas devient trop faible, I’énergie déposée dépasse en tout
point la valeur seuil et il ne sera alors plus possible de distinguer les structures insolées
apres révélation.
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Fia. 2.20 — Ilustration de la répartition de [’énergie dissipée dans la résine apres in-
solation d’un réseaux d’électrodes pour trois valeurs croissantes de pas. Les effets liés a
la prozimité des motifs conduisent a une augmentation de la valeur de [’énergie déposée

dans la résine principalement visible dans les espaces inter-électrodes.

2.4.3.2 Influence de la dose et des effets de proximité

Comme nous 'avons vu précédemment, les effets de proximité perturbent considéra-
blement la répartition de I’énergie déposée dans la résine. Ces effets affectent d’'une part
la dimension des structures mais également la forme des flancs de résine. Il sera donc né-
cessaire d’adapter les dimensions et les doses d’insolation pour permettre I’obtention de
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dispositifs dont les espaces inter-electrodes correspondent a nos exigences. Par ailleurs,
la morphologie des structures générées dans la résine influence considérablement la réa-
lisation du lift-off (Cf. paragraphe 2.16). Aussi nous nous attacherons a déterminer les
conditions permettant de limiter 'influence des effets de proximité pour favoriser cette
étape.

Influence sur les dimensions des électrodes

La mise au point des parametres d’insolation d’un réseau d’électrodes, en vue de 1’ob-
tention d’un espace inter-électrode donné, peut étre réalisée en suivant deux approches.
La premiere consiste a utiliser une dose d’insolation déterminée pour des structures iso-
lées et a minimiser les effets de proximité en jouant sur le pas du réseau insolé. Toutefois,
les effets de proximité contribuent eux-mémes a modifier les profils d’énergie dissipée
et un réajustement de la dose est généralement indispensable. Nous avons donc préféré
fixer des valeurs de pas a 80, 100, et 200nm pour les réseaux d’électrodes et 60nm pour
les dispositifs a trois électrodes, en privilégiant ’optimisation de la dose en fonction des
dimensions souhaitées.

L’étude que nous avons menée sur l'influence de la dose est illustrée au travers de
I’exemple qui suit. La figure regroupe trois images MEB de structures de test basées
sur des réseaux d’électrodes interdigitées au pas de 100nm pour lesquelles les électrodes
on été insolées suivant trois doses différentes : TnC/cm (a), 12nC/cm (b), et 16nC/cm

F1G. 2.21 — FExemples de réseauz d’électrodes interdigitées au pas de 100nm obtenus par
insolation dans une couche de PMMA (996000) de 100nm d’épaisseur apres dévelop-
pement dans uns solution de MIBK/IPA (1 :3), dépot d’une couche de 20nm d’Or et
lift-off. Les doses utilisées pour linsolation des lignes sont de 6nC/cm (a), 12nC/cm
(b) et 16nC/cm (c). Dans les trois cas la dose utilisée pour l'insolation des armatures
des électrodes est de 2000uC'/cm?.

Ces trois images nous permettent d’illustrer les phénomenes que nous venons de
présenter dans le paragraphe précédent. Nous voyons en effet que 'augmentation de dose
se traduit par une augmentation de la largeur des électrodes et donc une diminution de
I’espace inter-électrode. L’augmentation des effets de proximité qui en découle engendre
une diminution des valeurs des gradients de poids moléculaire de la résine au niveau
des bords des structures insolées. La principale répercution de ces effets concerne la
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morphologie des motifs révélés qui présentent des flancs arrondis moins propices au lift-
off. Nous pouvons ainsi observer sur les images que ’augmentation de la dose d’insolation
s’accompagne d’une amplification des irrégularités du film métallique présentes sur les
bords des structures. Les effets cumulés de la diminution des espaces inter-électrodes et
de ces défauts engendrent pour des doses élevées une connexion des électrodes en vis a
vis et donc une mise en court-circuit du dispositif.

Les études menées dans le cas de chaque dispositif nous ont permis de tracer les
courbes décrivant la variation de la largeur de I'espace inter-électrode en fonction de la
dose d’insolation (Cf Figure 2.22). Ces dispositifs ont été obtenus par insolation dans
une couche de PMMA (996000) de 140nm d’épaisseur de réseaux au pas de 100nm et de
réseaux au pas de 80nm, apres développement dans une solution de MIBK/TPA (1 :3),
dépot d’une couche de 20nm d’Or et lift-off.
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F1a. 2.22 — Courbes d’évolution de la valeur de [’espace inter-électrodes en fonction de
la dose d’insolation pour des réseauz d’électrodes interdigitées auz pas de 100nm (a) et
80nm (b) obtenus par insolation dans une couche de PMMA (996000) de 140nm d’épais-
seur apres développement dans une solution de MIBK/IPA (1 :3), dépdt d’une couche
de 20nm d’Or et lift-off. Une dose d’insolation trop importante provoque l’apparition de
court circuit entre les électrodes (zone grisée).

Dans le cas des réseaux d’électrodes au pas de 100nm, nous voyons que les plus petits
espaces inter-électrodes accessibles sont de I'ordre de 40nm contre 30nm dans le cas du
réseau au pas de 80nm. Au dela de ces valeurs, les nombreux résidus présents sur les
bords des structures engendre des pontages entre électrodes et rendent les dispositifs
inutilisables.

Des réseaux d’électrodes au pas de 200nm ont également été réalisés en utilisant une
stratégie d’insolation particuliere. En effet, si I’on considere un dispositif présentant un
espace inter-électrodes de 100nm (la moitié du pas), la réalisation d’électrodes de 100nm
de large reste tres problématique si ’on considere une insolation en un seul passage. Les
effets d’élargissement des lignes insolées nécessiteraient des doses colossales pour leur
réalisation. Aussi les électrodes ont-elles été dessinées sous la forme de rectangle de 65nm
et réalisées en balayant la surface définie par le dessin. C’est la raison pour laquelle la
dose est exprimée maintenant en uC'/cm?. Les espaces inter-électrodes les plus faibles
que nous avons pu atteindre sont de l'ordre de 65nm.
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Fi1Gc. 2.23 — Courbe d’évolution de la valeur de l’espace inter-électrodes en fonction de
la dose d’insolation pour un réseau d’électrodes interdigitées aux pas de 200nm obtenus
par insolation dans une couche de PMMA (996000) de 300nm d’épaisseur aprées déve-
loppement dans une solution de MIBK/IPA (1 :3), dépét d’une couche de 20nm d’Or
et lift-off.

Ces résultats confirment 'intérét de définir les nanoélectrodes par un seul passage
du faisceau d’électrons. Ce mode d’écriture minimise les effets de proximité et permet
d’accéder a des distances inter-électrodes plus courtes.

La réalisation des réseaux d’électrodes au pas de 60nm reste, dans les limites du
dessin proposé, tres difficiles & accomplir de fagon reproductible. (les effets de proximité
rende leur réalisation délicate tant la fenétre de doses utilisables est étroite. Aussi nous
n’avons pas souhaité mentionner prendre en compte leur réalisation.

Enfin, dans le cas particulier des dispositifs a trois électrodes, les effets de proxi-
mité sont nettement réduits par rapport aux réseaux d’électrodes. C’est pourquoi nous
n’avons pas pu mettre en évidence une modification significative de la distance interélec-
trode en fonction de la dose. La figure 2.24/rassemble trois images de dispositifs réalisées
dans 100nm de PMMA (996000) apres développement dans une solution de MIBK :IPA
(1:3) et dépot d'une couche de 20nm d’Or et lift-off.

oy 4 ¢
1 pm o @ ESa——— 1 pm § 1 pm

(a) (b) (c)

Fi1G. 2.24 — Exemples de réalisation de dispositifs a trois électrodes pour trois doses
différentes 6nC/cm (a), 8nC/cl (b), 11nC/cm(c).



2.4 Etude des parametres de fabrication des nano électrodes 81

La dose ne semble pas modifier les dimensions du dispositif. Les largeurs des élec-
trodes et de l'espace inter-électrodes semblent stables respectivement autour de 30 et
20nm. Toutefois nous voyons que pour des doses de 11nC/cm, nous retrouvons un phé-
nomene identique a celui observé au paragraphe|2.4.2.1 qui témoigne d’un effondrement
de la résine.

2.4.4 Choix de I’épaisseur et de la nature du métal déposé

Notre choix du métal pour la fabrication des électrodes s’est orienté vers 1’Or. 1l
s’agit d’'un matériau stable, bon conducteur autorisant des mesures en solution et non
oxydable.

La limite inférieure de I’épaisseur du dépot que nous avons choisi est de 10nm. En
effet, en dessous de cette valeur, le dépot d’Or obtenu dans le batit de pulvérisation que
nous avons utilisé (PECS - GATAN) génere des dépots granulaires.

La limite supérieure de cette épaisseur dépend de plusieurs parametres dont le choix
est en grande partie influencé par le lift-off. Le premier de ces parametres a été présenté
dans le paragraphe 2.4.2.2. Nous avons vu qu’il était nécessaire d’adapter 1’épaisseur
de la résine de fagon a obtenir des structures dont le facteur de forme pour favoriser le
lift-off. Il est également possible de diminuer 1’épaisseur de métal de fagon a favoriser
la rupture du film déposé lors du lift et ainsi que la présence de résidus sur les bords
des électrodes. Toutefois, entre les deux épaisseurs de métal utilisées 10 et 20nm nous
n’avons pu mettre en évidence d’influence majeure sur le lift-off dont la réalisation reste
principalement conditionnée par I’épaisseur de résine. De fagon a favoriser la conduction
dans les électrodes nous avons utilisé une épaisseur de 20 nm pour la majorité de nos
expériences.

Un dernier parametre concerne les dimensions latérales des structures insolées. Comme
nous l'avons vu précédemment, il convient d’adapter I’épaisseur de métal en fonction
des structures dans lesquelles nous souhaitons effectuer le dépot. En effet, si nous consi-
dérons le cas d'une structure insolée de faible dimension latérale, I’augmentation de
I’épaisseur de dépot métallique peut obturer 'ouverture initialement générée dans la ré-
sine. Il convient donc de choisir une épaisseur de métal toujours inférieure a la dimension
des structures insolées.

2.4.5 Influence du procédé de développement

Dans la majorité de nos expériences, nous avons utilisé une solution de type MIBK /TPA
aux proportions 1 :3 pour I'étape de révélation. Cette méthode de révélation est cou-
ramment utilisée pour la révélation de micro et de nano structures. Toutefois, dans le
cas de structures denses, il a été démontré que 1'utilisation d’une solution pure d’IPA en
combinaison avec des ultrasons semble plus favorable a la révélation [33]. Cette méthode
présente un seuil de révélation supérieur a la technique précédente mais offre surtout un
meilleur contraste. Comme nous I’avons vu précédemment ce parametre est particuliere-
ment important dans le cadre de structures denses ou les effets de proximité contribuent
a diminuer les gradients de poids moléculaires entre les zones insolées et non insolées.
Cette méthode de révélation modifie également les dimensions des structures. En effet,
I’augmentation du seuil de révélation conduit, comme nous 'avons vu au paragraphe
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2.4.3.1 a diminuer la largeur de la zone révélée et modifiera donc les dimensions latérales
des électrodes.

Toutefois, nous n’avons pu mettre en évidence une influence notable de la méthode
de révélation sur nos structures. La figure[2.25 nous permet de comparer deux dispositifs
de types réseaux d’électrodes interdigitées au pas de 100nm obtenues suivant les mémes
parametres d’insolation et de lift-off mais en utilisant les deux méthodes que nous venons
de présenter.

Fi1Gc. 2.25 — Images MEB de deux exemples de dispositifs de type réseaux d’électrodes
interdigitées obtenus apres insolation sous une dose de TnC/cm dans une couche de
PMMA(996000) de 140nm d’épaisseur, dépdt d’une couche d’Or de 20nm et lift-off.
Dans le premier cas (a), le développement a été effectué dans une solution a 20 °C de
MIBK/IPA (1 :3) pendant 42s et dans une solution d’[PA pur a 20°C sous d’ultrasons
pendant 14s.

Remarque : Comme nous l’avons vu au début de ce chapitre, le temps de révélation,
pour une méthode donnée dépend de la dose d’insolation. Dans notre cas, nous avons
fixé les vitesses de révélation (a 20 °C) a 200 nm/min pour la solution MIBK :IPA
(1 :3) et 60nm/min pour la solution d’IPA sous ultrasons.

Dans cet exemple, nous voyons qu’il est difficile de mettre en avant la méthode de
révélation basée sur 'TPA pur. La qualité du lift semble similaire sur les deux images.
Seules les dimensions des espaces inter-électrodes ont été affectées par la révélation en
passant de 55nm pour le dispositif présenté en (a) a 35nm pour le dispositif (b).

Dans I’ensemble de nos structures, les premiers tests que nous avons pu effectuer
n’ont pas permis de mettre en évidence d’amélioration due a I'utilisation de la révéla-
tion par I'IPA sous ultrasons. Les résultats donnés par la premiere méthode de révélation
sont déja satisfaisants et il est donc difficile de noter toute amélioration. Toutefois il ne
s’agit en aucun cas d’exclure cette méthode de révélation pour la fabrication d’élec-
trodes en particulier pour des dispositifs présentant des espaces inter-électrodes plus
faibles que ceux présentés. Premierement les densités des structures auxquelles nous
nous sommes intéressés (pas > 80nm) ne permettent pas de mettre en évidence 'amé-
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lioration de contraste. D’autre part, nous n’avons pas effectué d’étude précise des pa-
rametres d’insolation et de réalisation du lift-off pour cette méthode de révélation qui
pourrait permettre d’augmenter la latitude du procédé.

2.4.6 Synthese

La figure propose une synthese des parametres optimaux et des caractéristiques
dimensionnelles des dispositifs basés sur des réseaux d’électrodes présentés dans ce cha-
pitre.

L’intérét principal de ces structures réside dans les grandes surfaces ou les grandes
longueurs d’interaction qu’elles proposent. Les longueurs équivalentes d’interaction que
nous avons obtenues sont de l'ordre de 1mm pour les réseaux au pas de 200nm, 50um
pour les réseaux au pas de 100nm et 30um pour les réseaux au pas de 80nm. Ces
valeurs ne sont pas a prendre en compte en tant que limites maximales. Nous n’avons
pas effectué d’étude précise quand a I'étendue des dispositifs et malgré les limitations
imposées par les effets de proximité une augmentation du nombre d’électrodes pour
chacune des structures pourrait étre envisagée.

Rappelons que les doses mentionnées dans chaque cas de figure correspondent au
doses d’insolation des électrodes uniquement, insolées en mode ligne pour les réseaux
au pas de 80 et 100nm et en mode balayage pour les réseaux au pas de 200nm. Les
doses utilisées pour l'insolation des armatures de contact présentes de part et d’autre
des réseaux a été fixée a 2000 uC/cm? pour tous les échantillons.

Jusqu’a présent nous n’avons pas pris en compte un parametre capital lorsque 1’on
considere une méthode de structuration et surtout de nano-fabrication qui est la notion
de reproductibilité et dans un cadre plus général de rendement.

Tout d’abord, les résultats qui ont été présentés précédemment doivent, pour étre
validés et exploitables, étre suffisamment reproductibles. Pour évaluer cette reproduc-
tibilité, nous avons utilisé une méthode de comptage simple du nombre d’échantillons
ayant fourni des dispositifs exploitables par rapport au nombre total d’échantillons pro-
duits dans ce but. Le terme échantillon représente ici chaque substrat de silicium de
4mm x 4mm sur lequel nous avons réalisé le dispositif en question. La notion de rende-
ment que nous avons utilisée tient donc compte de la stabilité dans le temps de ’ensemble
des étapes de fabrication qui se sont échelonnées sur un an environ. Toutefois, ces résul-
tats ne tiennent pas compte des erreurs de manipulation ou des disfonctionnements des
équipements. En utilisant les parametres d’insolation mentionnés ci-dessus, ainsi que le
protocole général présenté en début de chapitre pour la réalisation des dispositifs basés
sur des réseaux d’électrodes, nous avons pu déterminer les rendements suivants (valeurs
arrondies) :

— 90% pour les réseaux au pas de 200nm

— 83% pour les réseaux au pas de 100nm

— 66% pour les réseaux au pas de 80nm

En ce qui concerne la réalisation des dispositifs a trois électrodes les rendements
observés sont plus difficiles a calculer vu le faible nombre total d’échantillons réalisés
(<10).

Le dernier parametre concerne les temps nécessaires d'une part aux insolations et
d’autre part consacrée au protocole complet de fabrication d’un dispositif. Les différentes
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Période : 200nm

65nm < gap < 125nm
Dessin des électrodes : 65nm
1800uC/cm? > dose > 4000uC/cm?
€ esine — 300nm
€ métal — 20nm
Développement MIBK/IPA (1:3)
(200nm/min)

BAAA  1BKU  ®3,388 18Km WD 3

Période : 100nm

40nm < gap < 71nm
4nC/cm > dose > 14nC/cm
€ esine — 140nm
€ métal — 20nm
Développement MIBK/IPA (1:3)
(200nm/min)

Période : 80nm

29nm < gap <49nm
4nC/cm > dose > 11nC/em
€ ieine — 100nm
€ metal 20nm
Développement MIBK/IPA (1:3)
(200nm/min)

()

F1G. 2.26 — Synthése des parametres de fabrication des réseaux d’électrodes interdigitées
pour trois valeurs de pas de réseaux : 200nm, 100nm et 80nm.
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Distance : 60nm (centre a centre)

gap = 20nm
4nC/cm > dose > 9nC/em
€ e — 100nm
© métal 20nm
Développement MIBK/IPA (1:3)
(200nm/min)

F1G. 2.27 — Parametres de fabrication des dispositifs a trois électrodes insolées avec un
espacement de 60nm.

étapes de fabrication permettent de traiter simultanément plusieurs échantillons et le
protocole complet de fabrication peut étre mené en une journée. Cependant, bien que les
durées des insolations restent généralement inférieures a 10 minutes, le temps consacré
aux réglages du microscope ainsi qu’aux étapes d’alignement ramene la durée moyenne
d’une étape de lithographie a 1 heure pour la production d'un seul échantillon. La
présence de l'utilisateur est indispensable durant cette période. Nous voyons que la
production des échantillons est particulierement contraignante et particulierement lente
sur cet appareil.

La figure [2.28 présente une vue agrandie de 2 échantillons typiques représentatifs
des dispositifs que nous avons fabriqués.

Les nanoélectrodes de 40nm de large au pas de 80 nm constituant les réseaux in-
terdigités présentent des morphologies parfaites. Les bords sont lisses, exempts de tout
résidu métallique et la surface de la silice entre les électrodes est propre. Les trois na-
noélectrodes sont séparées par des espaces de 15nm. La encore, la qualité des structures
métalliques est bonne.

2.5 Caractérisation électrique des dispositifs vierges

De fagon générale, tous les dispositifs qui ont été utilisés pour des mesures électriques
ont été testés, au préalable, au début de chaque protocole de fagon a vérifier I'absence
de tout court-circuit ou fuite de courant.

La figure présente un exemple de caractéristique I1(V) obtenue sur un dispositif
de type réseau d’électrodes interdigitées au pas de 100nm.

Nous voyons que les niveaux de courants, méme pour des tensions de polarisation de
2V reste inférieurs a 20fA ce qui témoigne d’une part de la qualité des structures apres
lift-off et de la propreté de I’état de surface.
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F1G. 2.28 — Images MEB de deux dispositifs représentatifs : (a) un réseau d’électrodes
interdigitées au pas de 80nm et (b) un dispositif a trois électrodes séparées par des gaps
de 15nm.

2.6 Conclusion

Dans les expériences présentées dans ce chapitre nous avons démontrer la réalisa-
tion de dispositifs basés sur des nanoélectrodes combinant a la fois de faibles espaces
inter-électrodes (jusqu’a 20nm)et des surfaces d’interaction élevées. Les nanojonctions
fabriquées présentent des longueurs déployées pouvant atteindre plusieurs centaines de
microns. Nous avons pu mettre au point un procédé de fabrication robuste et repro-
ductible qui est indispensable pour leur utilisation et la mise au point d’un procédé de
biodétection.

Toutefois, ce procédé de fabrication présente de nombreuses contraintes et limitations
qui le rendent peu adapté a une production de masse.

Premieérement, le moyen de lithographie utilisé reste d’une part contraignant (pro-
blemes de déformation des champs, mise au point manuelle, taille des échantillons li-
mitée,...), coliteux et enfin limité en ce qui concerne son rendement. La technique de
lithographie par faisceau d’électrons reste une technique de choix pour la réalisation de
structures de test mais la recherche de solutions alternatives de lithographie est désor-
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F1G. 2.29 — Exemple de caractéristique caractéristique 1(V) observée sur une dispositif

vierge de type réseau d’électrodes inter-digitées (largeur = 35nm, pas = 100nm, épaisseur
= 20nm)

mais un enjeu important.

La mise au point d'un procédé de Nano-impression qui permettrait de dupliquer
a bas cout et rapidement ces nanoélectrodes constitue une perspective intéressante a
ce travail. Ce procédé, une fois fiabilisé, permettrait de réaliser, en laboratoire, des
études systématiques sur la réponse électrique de ces dispositifs et d’entrevoir un possible
transfert de cette technologie vers le secteur applicatif. J’ai également travaillé au cours
de ma these aux premiers essais dans cette direction. Le résumé de ces travaux sur

la Nanolmpression a été reporté en annexe afin de ne pas alourdir le manuscrit
principal.
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3.1 Introduction

Ce chapitre est dédié a la validation du schéma de détection proposé en introduction.
Les expériences qui vont étre discutées ont pour but essentiel de démontrer la compatibi-
lité des dispositifs présentés au Chapitre 2 avec la détection électrique de nanoparticules
métalliques. Elles constituent une premiere étape de test avant ’application du procédé
pour la détection d’interaction entre biomolécules.

Pour ces premieres expériences, nous allons utiliser un procédé simple et reproduc-
tible de dépot de nanoparticules d’Or basé sur des interactions électrostatiques entre
particules et substrat. Celui-ci va nous permettre de controler I’évolution des dispositifs
au cours des différents traitements et d’identifier clairement 'origine des variations de
conductivité éventuelles.

Les toutes premieres questions concernent la conformation du dépot sur les élec-
trodes. Nous verrons dans ce chapitre que les nanoparticules en solution sont tres sen-
sibles a la nature et a la structuration de la surface et qu’il est possible d’utiliser di-
rectement les modifications de relief engendrées par les nanoélectrodes pour favoriser le
pontages de ces dernieres. Une interprétation de ces phénomenes sera proposée a partir
du modele DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek).

Une large partie de ce chapitre sera ensuite dédiée aux caractérisations électriques des
dispositifs apres dépot des nanoparticules. Les questions concernent naturellement les
modifications engendrées par les nanoparticules . Observe-t-on une variation de conduc-
tivité 7 Quelle est son amplitude ? Peut-on donner une interprétation claire de 1’origine
du signal et du transport électrique ?

Enfin, nous essaierons de dégager les caractéristiques essentielles des dispositifs pour
des applications de détection. Nous argumenterons notre discussion autour de I’évolution
de la réponse électrique des dispositifs au cours du dépot de particules et nous essaierons
de répondre aux questions suivantes : Quelle est la sensibilité ultime des dispositifs ?
Est-il possible d’obtenir une réponse quantitative c’est-a-dire corrélée a la densité de
particules présentes sur la surface ?

3.2 Principe de 'expérience

3.2.1 Rappel du schéma général

Rappelons brievement le principe de détection que nous avons proposé au chapitre
1. Notre objectif est d’utiliser les dispositifs développés dans le chapitre précédent, en
particulier les réseaux de nanoélectrodes interdigitées, pour la détection de nanoparti-
cules métalliques. Les premieres caractérisations des dispositifs "vierges” ont déja été
présentées et nous serviront de courbes de référence.

Notre approche repose sur le greffage d’'une molécule "sonde” dans 'espace inter-
électrodes de nos dispositifs (Cf. Figure[3.1). Une solution de nanoparticules métalliques
fonctionnalisées avec des molécules cibles est alors mise en contact avec les électrodes.
Si les sondes s’associent avec les cibles, la réaction de reconnaissance conduit au greffage
des particules. Considérons le cas ou cette réaction a lieu dans I’espace inter-électrodes :
en adaptant les dimensions des électrodes vis a vis du diametre des particules il devrait
étre possible d’obtenir un pontage des électrodes. Dans ce cas, nous devrions étre en
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mesure de détecter leur présence sur la surface en mesurant la variation de conductance
induite par le pontage.

] ]
Electrode (Au)

D
Sio,

@)
@]
Q\ Molécule Cible
@) Nanoparticule
meétallique
@]
Molécule Sonde
e :

Fic. 3.1 — Description schématique de la stratégie de détection de nanoparticules mé-
talliques déposées sur un réseaux de nanoélectrodes interdigitées.

Rappelons un des points fondamentaux de notre approche concernant ’adaptation
des dimensions des électrodes en fonction des dimensions des nanoparticules. En effet,
nous avons choisi un espace inter-électrodes plus petit que le diametre des particules.
Cette condition contraint les particules a entrer en contact avec deux électrodes en vis a
vis. Ainsi chaque particule est susceptible de conduire a une variation de conductivité de
I’ensemble du dispositif. Sur le principe, la détection d’une particule individuelle parait
donc envisageable.
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3.2.2 Principe de ’expérience
3.2.2.1 Objectif

Nous avons souhaité mettre en place un protocole de test simple, mettant en jeu
une adsorption directe et robuste des nanoparticules sur la surface des dispositifs. Pour
cela, nous allons utiliser une molécule organique présentant une terminaison amine en
tant que sonde. En solution, cette molécule nous permet d’obtenir une charge positive
sur ’ensemble du dispositif. Des nanoparticules d’Or fonctionnalisées présentant une
charge de surface opposée pourront alors étre greffées sur la surface par interaction
électrostatique (Cf Figure 3.1).

——— Electrode (Au)

P
Silicium

Amino-Silane
+ o+ o+ + o+ o+ /+

+ + + 4+ + + & o+ + +

Nanoparticule d'Or
fonctionnalisée

F1G. 3.2 — Description schématique de la stratégie de détection de nanoparticules mé-
talliques déposées sur un réseaux de nanoélectrodes interdigitées.

3.2.2.2 Dépot de nanoparticules par interaction électrostatique

Pour nos premieres expériences de validation, nous avons souhaité utiliser un pro-
tocole de dépot simple, reproductible et compatible avec les matériaux utilisés pour la
réalisation des nanoélectrodes.

A ce jour, de nombreux protocoles d’'immobilisation de nanoparticules sur une sur-
face ont été mis au point. Ils permettent de nombreuses combinaisons de matériaux
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entre nanoparticules et substrats (verre, carbone, métaux, ...)[71]. Les principes de I'im-
mobilisation font généralement intervenir soit des interactions de type électrostatiques
soit des interactions plus fortes, basées sur une reconnaissance moléculaire (ADN, bio-
tine/avidine,...) ou sur l’établissement de liaisons covalentes entre le substrat et les
particules.

Le dépot de nanoparticules sur des surfaces de silice est désormais bien documenté.
Il repose en regle générale sur la fonctionnalisation de la surface par des molécules
de type alkoxysilanes ou chlorosilanes. [71, 106, 107, 108] comportant un groupement
terminal dédié a l'accroche de la nanoparticule. Par exemple, un groupement de type
thiol permet de greffer fagcon covalente une particule d’Or. Nous avons opté pour un dépot
par interaction électrostatique. Une méthode largement utilisée repose sur 'utilisation
d’un alkoxysilane de type amine adsorbé sur le substrat pour greffer des particules
chargées.

Nous reviendrons en détails sur les méthodes de greffage faisant intervenir des inter-
actions entre biomolécules dans le chapitre suivant.

3.3 Immobilisation de nanoparticules par interac-
tion électrostatique

3.3.1 Généralités

Dans les expériences que nous allons décrire, les nanoparticules métalliques seront
déposées a partir de solutions colloidales. Une définition des systemes colloidaux est
donnée par J.M. Di Meglio [109] : "On entend en général par colloides une dispersion
de particules solides de taille sub-micronique dans un solvant... Par extrapolation, on
peut considérer que les colloides sont des dispersions de taille sub-micronique sans que
celles-ci sotent forcément solides et résident dans un liquide.” Pour pouvoir obtenir et
conserver une solution colloidale, il faut éviter toute agrégation des particules sous 'effet
des forces de Van der Waals qui, méme si elles sont de courte portée pour des molécules
isolées, deviennent prépondérantes dans l'interactions entre colloides. Plusieurs solutions
permettent d’opposer ses forces d’attractions a des forces de dispersion : il peut s’agir de
couches protectrices déposées sur la surface des colloides (tensioactifs, polymeres adsor-
bés ou greffés,...) ou bien d’une protection par répulsion électrostatique entre colloides
chargés. Dans tous les cas, une attention particuliere sera attachée a ne pas provoquer
de floculation ou de coagulation (Cf. Annexes A.2.1.2) de la solution. Ces effets peuvent
étre observés lors de modifications de pH, ou de concentration.

3.3.2 Nanoparticules d’Or en solution

Le dépot a été obtenu a partir d’une solution colloidale aqueuse de nanoparticules
d’Or (concentration : 5.6 x 10° particules/mL) fonctionnalisées en surface par des grou-
pements citrates composés de trois groupements de type acide carboxyliques COOH
(EM.GC100 - British Biocell International). Ces particules sont généralement synthéti-
sées par réduction en milieu aqueux de H[AuCl4] par du citrate de sodium. Le diametre
des particules est étroitement dépendant des concentrations des réactifs utilisés et peut
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étre controlé [110]. Les groupements citrate greffés a I'issu de la réaction présentent deux
intéréts majeurs pour nos applications. En effet, pour des solutions de pH supérieur au
pkA du couple RCCO~/RCOOH qui est de 'ordre de pkA = 4 ~ 5, les groupements se
trouvent sous leur forme basique RCOO™. Ils conférent ainsi aux particules une charge
de surface négative. D’une part, cette charge va permettre d’engendrer des forces répul-
sives entre particules qui vont stabiliser la solution colloidale et éviter toute floculation
ou coagulation. D’autre part, nous pouvons mettre a profit cette charge surfacique pour
favoriser le dépot et 'adhésion de ces particules sur la surface de nos dispositifs . En
effet, en fonctionnalisant la surface de fagon similaire, avec des groupements chargés
positivement, nous pouvons utiliser les interactions électrostatiques existant entre la
surface et les particules en solution [111, 112, 113].
Une représentation de ces groupements est donnée dans la figure [3.3.

Groupement
Acide
Carboxylique
COO-

COO-
COoO-

COO-
COoO-

Nanoparticule (Au)

F1G. 3.3 — Représentation simplifiée des groupements acide-carboxylique portés par les
groupements “citrate” greffés sur la surface des nanoparticules d’Or

Nous n’avons pas obtenu d’informations précises sur la solution colloidale que nous
avons employée, en particulier en ce qui concerne la densité et la nature des groupements
citrate greffés a la surface des particules ainsi que la nature exacte du solvant utilisé (Il
s’agit a priori d’une solution aqueuse dont nous avons pu estimer le pH & 7).

3.3.3 Préparation de la surface
3.3.3.1 Traitement de la surface par greffage de silane amine

Pour permettre 'immobilisation des nanoparticules chargées sur une surface de silice,
nous avons procédé a une fonctionnalisation de la surface avec une molécule de type
silane amine : le 3-aminopropyltrimethoxysilane ou APTMS (ABCR). Cette molécule
est représentée sur le schéma En solution, pour des pH inférieurs au pka du couple
RNH;/RNHY (pKa~~ 10—11), la fonction amine se trouve sous sa forme RNHZ et confere
a la surface une charge positive. Sans cette fonctionnalisation, le dépot de nanoparticules
chargées sur une surface de silicium oxydé serait impossible du fait du pkA ~ 3 des
groupements silanols de la surface qui lui conféere une charge négative pour des solutions
de pH > 3.

Cette molécule differe des alkylsilanes conventionnels par la présence de la fonction
amine. En effet, la réaction de greffage du silane sur une surface oxydée se fait ici en
deux étapes [114]. Dans une premiere étape, la molécule est adsorbée sur la surface
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OCH; Téte greffante sur iz
H;CO 3 ? U
{ OCH; surface de silice
\S' -
1
AminoPropy[TriMethoxySilane
(APTMS)
Wu

F1G. 3.4 — Représentation semi-développée de la molécule d’APTMS (M = 179g.mol™!)

par l'intermédiaire de la fonction amine qui forme des liaisons hydrogene ou des liaisons
ioniques avec les groupements Si-OH. Les molécules adsorbées interagissent ensuite pour
former des liaisons covalentes de type siloxane a partir de la téte greffante. Cette réaction
n’est cependant pas complete et doit étre poursuivie dans un deuxieme temps par un
recuit qui permet d’achever la formation de ces liaisons.

Le schéma réactionnel de la création de liaisons siloxanes est basée sur la condensa-
tion des groupements éthoxy des silanes sur les groupements silanols avec élimination
d’un alcool. Cette réaction est autocatalysée par les groupements amines et peut avoir
lieu en phase vapeur ou dans un solvant inorganique tel que le toluene. Il est également
possible de procéder au greffage dans un mélange de solvants Ethanol/Eau. Dans ce cas
particulier, ’eau va alors jouer un role catalytique prépondérant en permettant 1’hy-
drolyse de la téte greffante pour donner des groupes Si-(OH)j3 treés réactifs vis-a-vis des
groupements silanols de la surface.

Ces différentes réactions conduisent au greffage des silanes sur la surface. Toutefois,
une réaction similaire peut avoir lieu entre les molécules elles mémes et conduire a leur
polymérisation. Dans le cas de la présence d’eau en particulier, I'hydrolyse des groupes
alkoxy conduit a une polymérisation dite horizontale entre molécules adsorbées sur la
surface et a une polymérisation verticale entre molécules de la solution et molécules de
la surface [115]. Comme l'illustre la figure[3.5] le dépot d’APTMS n’est pas organisé et
son épaisseur dépend principalement du temps de réaction et des conditions de réaction
[115, 116]. Le traitement que nous avons utilisé ne conduit donc pas a 'obtention d'une
monocouche autoassemblée (SAM) sur la surface.

De nombreux protocoles de greffage de cette molécule sur substrat de silice sont
disponibles [117]. Ne disposant pas encore d’appareillage spécifique pour procéder a un
dépot en phase vapeur, qui semble donner les films d’APTMS les plus minces et les plus
reproductibles, nous avons utilisé un protocole simple et rapide de silanisation dans un
mélange ethanol/eau (Cf. paragraphe[3.3.3.1). Apres I’étape de silanisation, une carac-
térisation de la mouillabilité de la surface par la méthode de la goutte d’eau montre
clairement une variation de la nature de la surface qui peut étre mise en évidence, par
exemple, par une mesure d’angle de goutte. Dans le cas d'une goutte d’eau , nous ob-
servons une variation de I'angle d’une valeur proche de 0 (mouillabilité tres importante)
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H -
Silicium

F1G. 3.5 — Schéma de la réaction de greffage de I’APTMS sur une surface de silice. (a)
Dans la premiére phase, la molécule est adsorbée sur la surface par interaction ionique.
(b) Aprés recuit, la réaction conduit a la polymérisation des molécules sur la surface.

a une valeur comprise entre 40 et 50 degrés.

Préparation du substrat :
Lavages Acétone, Ethanol, Eau DI
Séchage sous azote
Nettoyage solution RTsy pendant 2min et rincage a ’eau DI
Oxydation PLASMA O, (1min)

— Préparation de la solution de silane (C = 3.5mM) :
Mélange Ethanol/Eau (95%/5% en volume)
Introduction de 500uL. A’APTMS
Attente de 5 min (hydrolyse de la molécule d’APTMS)

— Immersion de ’échantillon (5min)

— Ringage Ethanol assisté par Ultra-sons (2min)

Séchage et recuit a 115°C pendant 15min

Stockage sous azote

Note : Toutes les solutions sont repréparées avant chaque expérience
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3.3.3.2 Sélectivité du greffage

Dans le cas d'une surface traitée, une remarque importante doit étre ajoutée quant a
la sélectivité du greffage entre I'Or et la silice. En effet, des expériences menées sur des
métaux [115] on pu démontrer que le greffage I’APTMS était possible sur des métaux
oxydés mais également sur des métaux nobles tels que I’Or. Comme nous le verrons
dans les paragraphes suivants, les densités de greffage sur une surface métallique en Or
et une surface de type SiOy sont comparables. Ce point sera discuté plus en détail dans
le paragraphe 3.3.5.2l Par conséquent, sur une surface de SiO, comportant un réseau de
nanoélectrodes en Or, il est probable que le traitement conduise au dépoét d’une couche
de silane recouvrant a la fois les électrodes et le substrat.

3.3.3.3 Epaisseur et homogénéité du dépot

L’épaisseur de la couche polymérisée de silane sur la surface reste difficile a évaluer
et semble tres sensible aux conditions expérimentales. Le facteur principal est le temps
de traitement. L’épaisseur de la couche croit avec le temps d’immersion de 1’échantillon
pour atteindre des épaisseurs supérieures a 30nm pour des temps de 24H. Les conditions
de greffage et de recuit et plus particulierement le milieu dans lequel sont menées les
différentes étapes joue également un role important.

Meéme si nous ne pouvons pas I’évaluer avec précision nous pouvons donner un ordre
de grandeur de I’épaisseur de la couche en nous référant aux travaux de E.T. Vandenberg
et al [115]. Méme si les conditions expérimentales ne sont pas strictement identiques, il
semble que nos parametres nous conduisent a une épaisseur du film de silane amine de
I'ordre de quelques nanometres.

Nous n’avons que peu d’éléments en ce qui concerne la rugosité du dépot. Les obser-
vations MEB témoignent d'un tres bon état de surface sur I’ensemble de 1’échantillon.
Des expériences plus fines ont permis de démontrer que le film d’APTMS présente une
épaisseur tres homogene et une faible rugosité [118].

3.3.4 Dépot des nanoparticules d’Or

Le protocole de dépot de particules est le suivant :

— Préparation de la solution de colloides :
Concentration (x10) de la solution initiale de nanoparticules
(5.6 x 10% particules/mL) par centrifugation (4500 rpm,12 min)
— Incubation de la solution sur le substrat de 4x4mm?(durée : 0 & 2heures).
— Lavages et observations
Ringage Ethanol (5 min) assisté par ultrasons
Séchage sous flux d’azote
Observations (MEB, AFM, Microscopie optique ...)
Stockage sous flux d’azote
— Séchage et stockage sous azote

La principale contrainte expérimentale concernant le dépot vient de 1’évaporation
de la solution colloidale qui engendre une coagulation des nanoparticules. Le protocole
le plus simple consiste a immerger 1’échantillon dans un volume important de solution
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ou a déposer une goutte de solution sur 1’échantillon dans une atmosphere saturée en
vapeur d’eau. La majorité des expériences ont d’ailleurs été menées suivant ce protocole
en déposant 10uL de solution sur les échantillons dans une enceinte fermée et saturée
en vapeur d’eau. Rappelons que la taille des échantillons utilisés est de 4 x 4mm?.

Meéme si nous disposons de volumes de solution colloidale importants dans le cas
des particules chargées, il serait intéressant de pouvoir travailler avec des volumes plus
faibles. En effet, un des objectifs de notre approche est de limiter les quantités de
composés nécessaires a la détection. Nous avons donc développé une approche basée sur
I'utilisation d’une cellule micro-fluidique en PDMS dont la fabrication est reportée en
Annexe 4.7 et dont I'utilisation sera détaillée ultérieurement.

3.3.5 Résultats expérimentaux
3.3.5.1 Densité du dépot

De facon a valider les différents protocoles de dépot et leur compatibilité avec nos
dispositifs, les premiers tests ont été effectués sur des échantillons de silicium oxydés
(Cf. chapitre II) ne comportant que les structures micrométriques de contact. Nous
avons appliqué les protocoles précédents en utilisant des colloides de 100nm et 40nm.
Ces expériences ont été menées en utilisant une micro-cuve en PDMS pour confiner le
volume interagissant avec la surface et éviter toute évaporation.

Les résultats des observations MEB du dépot apres deux heures d’incubation sont
donnés dans les figures 21 et 3.7.

A partir de ces deux images, nous pouvons évaluer la densité de particules par unité
de surface.
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FiG. 3.6 — Image MEB d’une surface de silice fonctionnalisée par de ’APTMS apres
2 heures d’incubation d’une solution de nanoparticules d’Or stabilisées par des groupe-
ments citrate. Le diameétre moyen des particule est de 100nm. La densité obtenue est
d’environ 4.10%particules/cm?

Pour les nanoparticules de 100nm de diametre, La densité obtenue apres 2 heures
d’incubation a été évaluée & 4.10%particules/cm? soit un taux de couverture de 30%
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Fic. 3.7 — Image MEB d’une surface de silice fonctionnalisée par de 'APTMS apres
2 heures d’incubation d’une solution de nanoparticules d’Or stabilisées par des groupe-
ments citrate. Le diametre moyen des particules est de 40nm. La densité obtenue est
d’environ 15.10° particules /cm?

environ. En ce qui concerne les colloides de 40nm, la densité est plus importante, at-
teignant 15.10%particules/cm? soit un taux de couverture d’environ 22%. Ces résultats
sont en tres bon accord avec les travaux déja publiés en ce qui concerne les densités
maximales de colloides qu’il est possible d’atteindre sur une surface oxydée fonction-
nalisée par silane amine [112]. Ces résultats confirment bien la validité des protocoles
utilisés pour le dépot de particule d’Or.

Des expériences pour des temps d’incubation plus longs ne nous ont pas permis
d’augmenter la densité de nanoparticules de facon notable. En effet, comme I'illustre le
schéma 3.8, la densité maximale n’est pas limitée par le seul encombrement des nanopar-
ticules mais également par les répulsions électrostatiques qui existent entre particules.

Toutefois, méme si le dépdt est limité a une monocouche, nous pouvons remarquer
que les nanoparticules ne sont pas toujours régulierement espacées. Comme le confirment
les résultats du comptage des particules donnés dans les figures 21| et 3.7, certaines
particules s’associent pour former des petits groupes de quelques éléments.

3.3.5.2 Sélectivité du dépot

Les expériences décrites dans le paragraphe précédent ont été reproduites sur un
substrat non silanisé et ont pu démontrer la sélectivité du protocole par 1’ absence de
particules apres incubation et ringage.

Dans le cas d’une surface traitée, le dépot de nanoparticules donne des densités
quasi similaires sur une surface métallique en Or et une surface de type SiOy (Cf figure
3.9). Comme nous l'avions suggéré précédemment, ce résultat semble bien confirmer la
présence de silane amine sur la surface des électrodes.

Ce phénomene semble pouvoir étre éliminé en effectuant un traitement de la sur-
face d’Or avec avec une molécule de type alcane-thiol telle que le ODT (OctaDécane-
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Répulsion =y h . == Nanoparticules d ‘Or stabilisees
lectrostatique - = {groupes citrate) en solution

APTMS

Sio,

&———— Silicium

Fia. 3.8 — Illustration de l'influence des effets de répulsions électrostatiques entre nano-
particules d’Or fonctionnalisées par des groupements citrate. Les particules présentent
une charge de surface uniforme négative.

FIG. 3.9 — Evaluation de la sélectivité du dépot de colloides entre une surface d’Or et
une surface de silice. La partie la plus claire correspond a la surface d’Or.

Thiol). Cette molécule s’organise sur la surface métallique sous forme de monocouche
auto-assemblée qui protege 'or d'un éventuel dépot de silane. Nous avons appliqué un
protocole simple de fonctionnalisation par 'OTS (Immersion dans une solution d’OTS
a 10mM dans I’éthanol pendant 2min et ringage a I’éthanol) sur un échantillon avant
de procéder au traitement par amino silane et au dépot des particules. L’'image [3.10
confirme bien ce phénomene en démontrant un dépot de nanoparticules quasi inexistant
sur les zones métallisées traitées par ’OTS.

Nous n’avons pas utilisé cette propriété dans les expériences suivantes, mais cela reste
une potentialité intéressante si I’on souhaite confiner les nanoparticules uniquement entre
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Fi1G. 3.10 — Evaluation de la sélectivité du dépot de nanoparticules entre une surface
d’Or passivée par une monocouche auto-assemblée d’ODT et une surface de silice. La
partie la plus claire correspond a la surface d’Or.

les électrodes.

3.3.5.3 Homogénéité du dépot

Deux remarques sont a retenir en ce qui concerne I’homogénéité du dépot de nano-
particules. D'une part, nous pouvons voir sur I’ensemble des champs d’observations que
les nanoparticules forment un tapis dense, régulier dont la morphologie est conservée
quelque soit la nature du substrat fonctionnalisé par 'TAPTMS (Silice ou Or). D’autre
part, nous avons pu observer que la densité des nanoparticules était tres homogene sur

I'ensemble de la surface de dépdt (environ 1mm?) ce qui confirme également 1’homogé-
néité du dépot &’APTMS.

3.3.5.4 Influence de la polarisation

L’ensemble des expériences précédentes ont été menées sur des échantillons non
connectés a une source extérieure. Toutefois, il nous est possible d’appliquer une tension
de polarisation entre les électrodes durant l'incubation. Cette tension devrait perturber
le dépot des nanoparticules en modifiant le potentiel électrostatique de 1’électrode. En
particulier, si nous appliquons une polarisation de signe opposé a la charge des groupe-
ments amines, un force de répulsion est exercée sur les particules. Si cette force devient
supérieure a la force d’attraction initiale, nous devrions étre en mesure d’empécher I’im-
mobilisation des nanoparticules chargées. La figure [3.11 nous montre un exemple de
dépdt obtenu sur une dispositif a trois électrodes. Une différence de potentiel de 1V a
été appliquée entre deux des électrodes supérieures. L’électrode de droite a été polari-
sée négativement par rapport a I’électrode de gauche. L’influence de la polarisation sur
le dépot est clairement visible. Nous observons une nette diminution de la densité sur
I’électrode de droite.
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Fi1G. 3.11 — Image MEB d’un dispositif a trois électrodes illustrant influence d’une ten-
sion de polarisation sur le dépot de nanoparticules fonctionnalisées par des groupements
citrate sur une surface d’APTMS. Une tension de 1V a été appliquée entre les deux
électrodes supérieures durant l'incubation des nanoparticules. La densité de particules
sur ’électrode de droite, portée a un potentiel négatif, décroit trés fortement du fait des
répulsions électrostatiques.

3.3.5.5 7"Résistance” du dépot

Apres incubation dans la solution colloidale, les échantillons traités ont été rincés a
I’éthanol. Afin de vérifier leur ancrage sur la surface, nous avons procédé apres une pre-
miere observation des échantillons a un ringage supplémentaire de ’échantillon dans un
bain d’éthanol assisté par ultrasons (puissance/fréquence). Apres 10 minutes de traite-
ment, un nouveau comptage des nanoparticules ne nous a pas permis de noter de baisse
dans la densité de surface ce qui confirme bien la robustesse du traitement et la forte
adhésion des nanoparticules sur la surface.

3.4 Etude du dépot de nanoparticules sur des élec-
trodes interdigitées

3.4.1 Description du dispositif de détection

La premiere adaptation pour la mise au point de la détection de nanoparticules
métalliques consiste a trouver un bon accord entre les dimensions du dispositif et le dia-
metre des particules. Des considérations géométriques simples doivent nous permettre
de déterminer les dimensions du dispositif de détection. Celles-ci sont liées de fagon
directe aux dimensions et a la morphologie des nanoparticules. Notre objectif est de
greffer une nanoparticule sur la surface fonctionnalisée de 'espace inter-électrodes du
dispositif. Deux conditions doivent étre satisfaites pour y parvenir. D’une part, la par-
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ticule doit étre greffée sur le substrat et d’autre part elle doit entrer en contact avec les
deux électrodes pour permettre le passage du courant.

Pour un diametre de particule fixé, nous pouvons ajuster les dimensions de ’espace
inter-électrodes ainsi que l'épaisseur du dépot métallique pour satisfaire a ces deux
conditions. Le schéma illustre ces considérations géométriques.

3 !
. I ‘\F e=  Nanoélectrode

D

= Silicium

Fic. 3.12 — Adaptation des dimensions des dispositifs satisfaisant aux conditions de
“pontage” des électrodes par les nanoparticules d’Or. | représente l’espace inter-électrode,
e l’épaisseur des électrodes et a le rayon des nanoparticules

Dans le cas idéal de nanoparticules parfaitement sphériques de rayon a et d’élec-
trodes définies par une fonction créneau, nous pouvons exprimer 1’épaisseur de métal e
nécessaire pour permettre de satisfaire les deux conditions précédentes :

ol (L) o

ou | représente I'espace inter-électrodes, e ’épaisseur des électrodes et a le rayon des
nanoparticules.

Si I'on considere des nanoparticules de 100nm de diametre et un réseau présentant
un espace inter-électrodes de 70nm, ’épaisseur de métal e qui satisfait 1’équation est
e >~ 15nm. Compte tenu de la dispersion en taille des particules qui dans notre cas est
inférieure a 20%, ’épaisseur e doit étre comprise entre e ~ 11nm et e ~ 20nm.

Ce résultat doit bien évidemment étre nuancé. D’une part, le profil des électrodes pré-
senté précédemment ne correspond pas au profil réel qui présente des flancs légerement
arrondis. D’autre part, comme l'illustre I'image 3.13, les nanoparticules ne présentent
pas un contour parfaitement sphérique. La méthode de fabrication des nanoparticules
provoque l'apparition de facettes qui modifient localement le rayon de courbure de la
particule sans toutefois affecter le diametre moyen des particules (Cf. figure [3.14.

L’équation 3.1 nous donne un ordre de grandeur de e en fonction du diametre des
particules a mais ne peut tenir compte de leur morphologie. Par contre, le profil irrégulier
des particules va nous permettre de relacher les contraintes sur les dimensions de 1’espace
inter-électrodes. Comme nous le verrons plus tard, les particules pourront adapter leur
orientation pour se conformer a la topologie des électrodes.
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1569.485 16646.057
Count: 79 Min: 1569.485
Mean: 7609.626 Max: 16646, 057
StdDev: 1955.061 Mode: 7694.342 (5)
Bins: 256 Bin Width: 55.893
(b)

Fic. 3.13 — Image MEB d’un dépét de nanoparticules (Grandissement 30kx ). Le dia-
metre moyen a été évalué a 98nm avec une dispersion moyenne de + 15nm.
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Fiac. 3.14 — lllustration de l’évolution des conditions de pontage en tenant compte des
wrréqularités présentées par le profil des nanoparticules d’Or.

3.4.2 Influence de la morphologie des électrodes sur le dépot
3.4.2.1 Homogénéité du dépot

Une observation MEB des premiers résultats de greffage de colloides sur un réseau
d’électrodes est donnée dans la figure [3.15. Dans cet exemple, le temps d’incubation
des colloides a été volontairement limité a 30 minutes de fagon a limiter la densité de
particules. Le premier objectif est d’évaluer la répartition du dépot pour donner une
meilleure interprétation des phénomenes de transport électrique.

Dans cette expérience, I'espace inter-électrodes a été évalué a 65nm pour une lar-
geur d’électrode correspondante de 35nm. L’épaisseur de métal déposé est de 20nm. Le
diametre moyen des nanoparticules est toujours de 100nm. Ces parametres vérifient les
criteres de dimensions que nous venons de discuter.

La premiere observation concerne 'homogénéité du dépot. Si nous comparons la
densité de dépot sur le réseau d’électrodes et sur la surface de silice a proximité du réseau,
nous observons un taux de couverture trés similaire, de I'ordre de 5.6.10% particules /cm?.

Toutefois, méme si les densités sont similaires entre les deux zones, certaines anoma-
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F1G. 3.15 — Comparaison des densités de de particules : (a) sur un réseau d’électrodes
interdigitées (Largeur = 35nm, espace inter-électrodes = 65nm, épaisseur = 20nm) (b)
sur une zone non structurée proche du réseau.

lies sont observables sur le réseau d’électrodes (image (b). Il apparait que la présence des
structures modifie '’homogénéité du dépot. En effet, les particules semblent se déposer
en suivant le contour des structures soit en se placant sur la silice en s’appuyant contre
les électrodes soit en en se plagant sur le bords des structures métalliques.

Cet effet est particulierement visible sur la zone couverte par le réseau d’électrodes.
Les particules se déposent plus favorablement entre les électrodes pour entrer en contact
avec chacune d’elles. Dans le cas particulier de cette zone, I’espace entre deux électrodes
est comparable au diametre des nanoparticules et I’hypothese selon laquelle les parti-
cules se placent sur les bords des structures est toujours vérifiée. Cet effet inattendu de
"ouidage” de 'adsorption des colloides par les nanoélectrodes est tres important pour
notre application car il semble favoriser le "pontage” électrique des électrodes.

Afin de disposer d’un indicateur numérique objectif permettant de quantifier la ten-
dance des nanoparticules a s’aligner entre les nanoélectrodes, nous avons cherché, en
utilisant un traitement d’image, a dégager un protocole de comptage systématique.
Nous avons mis au point une procédure systématique de comptage et d’évaluation de la
répartition des particules situées sur les électrodes et entre les électrodes. En utilisant
un logiciel de traitement d’image (tel que ImageJ m), il nous est possible de déterminer
la position du barycentre de chacune des particules sur le réseau d’électrodes. En com-
parant ces coordonnées avec la position des électrodes, nous avons déterminé le nombre
de particules qui satisfont le pontage des électrodes ainsi que la proportion de particules
situées hors de cet espace.

Considérons dans un premier temps 'image de la figure [3.15(a).Un dénombrement
manuel nous permet de compter 35 particules dans I’espace inter-électrodes et 11 parti-

!Disponible & I'adresse http ://rsb.info.nih.gov/ij/
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cules déposées sur les électrodes soit une proportion de 76% de particules qui satisfont
aux conditions de pontage. En utilisant la procédure logicielle mise au point, nous trou-
vons une proportion de particules de 'ordre de 78%, résultat qui est en trés bon accord
avec le premier dénombrement.

Nous pouvons effectuer le méme traitement dans le cas de la figure 3.15(b). Si nous
comparons les coordonnées des particules avec les coordonnées d’un réseau d’électrodes
fictif de 100nm de pas et de 65 nm d’espace inter-électrodes, le résultat qui nous est
donné est de l'ordre de 67% ce qui correspond parfaitement au taux de couverture de
I’espace inter-électrodes. Nous avons donc une répartition homogene du dépot de parti-
cule. (Si nous considérons un réseau pour lequel les électrodes sont séparées de 50 nm,
nous obtenons une valeur de 52%, résultat qui suit fidelement la proportion de la surface
couverte par les électrodes.)

Ce phénomene est également confirmé par la figure au travers de laquelle nous
pouvons observer le résultat de dépots successifs de colloides de 40nm et de 100nm sur
le méme dispositif. Dans un premier temps, nous avons immergé le dispositif dans une
solution de particules de 40nm pendant 15 minutes puis dans une solution de particules
de 100nm pendant 30minutes.

0.5 pm

Fi1c. 3.16 — Images MEB obtenue apres dépots successifs de nanoparticules de 40nm
(15min d’incubation) et 100nm (30minutes d’incubation) sur un réseau d’électrodes (lar-
geur=30nm, pas=100nm, épaisseur=20nm).

Ici aussi, nous pouvons observer que les colloides de 100nm se placent dans 1’espace
inter-électrodes. Par contre, les particules de 40nm n’ont plus la possibilité de se placer
simultanément au contact des deux électrodes. Certaines de ces particules se déposent
en bord de structure, soit sur la silice soit directement sur les électrodes. En effet, leur
diametre est comparable, dans ce cas, avec les largeurs des électrodes.

Les premieres observation du dépot semblent tres encourageantes vis-a-vis de notre
objectif. Il semble en effet que la morphologie et les dimensions des structures conduisent
les particules a se placer naturellement dans I’espace inter-électrodes et donc a permettre
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le pontage de ces dernieres. Toutefois, nous avons souhaité confirmer ces premiers résul-
tats par des observations plus poussées en microscopie électronique et par AFM.

Observation du dépot par Microscopie électronique

Un premier élément de réponse nous est donné sur la figure 3.17. Il s’agit d’une image
MEB a fort grandissement du dispositif qui nous renseigne sur la conformation des
particules entre les électrodes.

— 0l jJI_Irl

Fic. 3.17 — Image MEB a fort grandissement de nanoparticules d’Or de 100nm de
diameétre adsorbés sur un réseau d’électrodes interdigitées (Caractéristiques des nano-
électrodes : largeur = 40nm, épaisseur = 20nm, pas = 100nm)

Comme nous 'avons évoqué précédemment les particules ne sont pas parfaitement
sphériques et montrent des profils anguleux. L’observation du dépot semble bien confir-
mer le pontage des électrodes par les particules ainsi que leur contact avec la surface.
Meme si les particules présentent des profils peu réguliers, il semble qu’elles adaptent
leurs orientation pour se conformer aux profils des électrodes.

Observation du dépot par AFM

Meme si la condition de pontage des électrodes semble réalisée, il reste difficile de
conclure sur le contact entre la nanoparticule et le substrat. Celui-ci reste difficilement
observable en microscopie électronique méme sous des angles d’incidence élevés. Un
moyen détourné réside dans ’analyse des variations de hauteur du dépot par Microscopie
a Force Atomique. En effet, si les particules présentes dans I'espace inter-électrodes ne
sont pas en contact avec le substrat et sont en appui sur les électrodes, la hauteur
apparente des particules doit étre supérieure a leur diametre. La figure [3.18 rassemble
deux profils de hauteurs sur des particules déposées dans ’espace inter-électrodes et sur
une zone vierge du substrat.

L’analyse des deux profils AFM nous permet d’évaluer la différence de hauteur
moyenne entre un colloide déposé sur le substrat hors des électrodes et un colloide
placé dans l'espace inter-électrodes. Dans les zones non structurées du substrat, la hau-
teur moyenne des nanoparticules par rapport au substrat est de 1004+ 10nm. Ce résultat
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Fia. 3.18 — Exemples de tracés de profils transversaux de nanoparticules déposées dans
une région non structurée (a) et dans l’espace inter-électrodes du dispositif (b).

est inférieur au diametre apparent des particules mais se justifie par le fait que ces der-
nieres ne présentent pas un profil parfaitement sphérique ce qui contribue logiquement
a diminuer les dimensions observées en AFM.

Comparons maintenant ces premiers résultats aux tracés obtenus sur les nano-électrodes
(Cf Figure [3.18(b)). L’épaisseur du dépot métallique est de 22nm environ et nous re-
trouvons comme précédemment une hauteur moyenne pour les nanoparticules comprise
entre 90 et 100nm. Ce résultat semble bien confirmer le contact et donc I'immobilisation
des nanoparticules sur le substrat.

3.4.2.2 Synthese

Nous pouvons faire une synthese des observations précédentes :

— Les nanoélectrodes ne paraissent pas affectées par les différentes étapes de dépot
et de lavage du protocole méme dans le cas de lavage avec ultra-sons.

— L’état de surface apparent parait tres bon et homogene sur ’ensemble des dispo-
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sitifs.

— Le dépot ne présente pas de sélectivité par rapport aux matériaux utilisés (sauf en
cas de traitements de surface spécifiques (ex : alcanethiols sur les électrodes d’Or).

— Le dépot est sensible aux structures présentes sur la surface. Les nanoparticules
se déposent préférentiellement en bord de structure.

— Sur les réseaux d’électrodes, les nanoparticules semblent adapter leur conformation
pour satisfaire aux conditions de pontage.

— Le dépot de particules dans I'espace inter-électrodes est favorisé lorsque la largeur
des électrodes est inférieure a I'espace séparant les électrodes.

D’un point de vue expérimental, ces résultats sont tres satisfaisants. Le fait d’adap-
ter les dimensions des dispositifs aux dimensions des nanoparticules utilisées favorise
le dépot des particules dans 'espace inter-électrodes des dispositifs. Comme nous le
verrons au paragraphe (3.6, ce phénomene constitue un élément clef du fonctionnement
des dispositifs. Une restriction supplémentaire est a ajouter aux conditions énoncées.
Il semble que le dépot dans I'espace inter-electrodes soit favorisé lorsque la largeur des
électrodes est inférieure a la largeur de 'espace inter-électrodes et par conséquent au
diametre des particules. Il conviendra donc de minimiser la largeur des électrodes durant
la fabrication des électrodes.

Toutefois, méme si ces premiers résultats sont satisfaisants, le schéma de détection
proposé ne reste pas limité au seul exemple de cette réalisation. Il sera stirement amené a
évoluer tant au point de vue des dimensions des structures que des protocoles de dépots
utilisés. Pour l'instant, il nous est impossible d’anticiper le comportement des particules
au voisinage de la surface et de conclure sur la polyvalence du procédé de détection.

Nous avons donc souhaité trouver un modele permettant de décrire 'influence de la
topologie de la surface sur le dépot de particules en solution afin de savoir si cet effet
peut se généraliser a de nombreuses situations expérimentales différentes ou s’il ne reste
observable et exploitable que pour des conditions expérimentales tres spécifiques.

3.5 Interprétation de la localisation du dépot

Comme nous l'avons vu, 'homogénéité du dépot de nanoparticules semble étroi-
tement dépendante de la topologie de la surface. En particulier, nous avons constaté
que le dépot se faisait préférentiellement dans ’espace inter-électrodes des réseaux. Ce
phénomene ne peut étre expliqué que par l'existence de forces de courte portée qui,
au voisinage de la surface du dispositif, sont capables d’orienter préférentiellement les
nanoparticules entre les électrodes et de favoriser ce site de dépot par rapport aux élec-
trodes elles mémes. Par ailleurs, ces forces doivent avoir une intensité suffisante pour
compenser les effets de I'agitation thermique qui tend a disperser les particules. Parmi
les interprétations envisageables, les premieres hypotheses venant a ’esprit concernent
les forces de pesanteur. Toutefois, nous verrons que ces seules forces ne peuvent expli-
quer la localisation du dépot et que l'interprétation des phénomenes observés nécessite
de prendre en compte des forces de plus courte portée telles que les forces de Van der
Waals.
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3.5.1 Nature des interactions

La question du controle de 'organisation du dépot de nanoparticules a suscité un vif
intérét durant ces dernieres années. La fabrication de réseaux cristallins bi et tri dimen-
sionnels a partir de solutions colloidales offre des ouvertures technologiques intéressantes
en particulier pour des applications dans le domaine de la photonique (fabrication de
cristaux photoniques) [119, 120], pour des applications de détection optique [121, 122]
ou encore pour la nanostructuration [123].

Les techniques de fabrication de ces réseaux cristallins sont basées sur la sédimenta-
tion, sur le dépot par interaction électrostatique ou encore par évaporation de la solution
colloidale. Ces méthodes permettent d’obtenir des réseaux cristallins en deux et trois
dimensions sur de larges surfaces supérieures a 1000um?. Le probléme commun & toutes
ces expériences réside dans le controle de la structure cristalline formée par ’assem-
blage. De nouvelles solutions technologiques ont été récemment proposées pour orienter
et controler les structures générées. Il s’agit en particulier de procéder au dépot des
particules sur une surface structurée en fonction des dimensions des particules utilisées
[124,/125, 126]. Cette structuration de surface permet d’orienter le dépot des particules
sur la surface. Dans le cas des cristaux tri-dimensionnel, la premiere couche de particule
ainsi déposée oriente a son tour le dépot des particules des couches supérieures qui se
conforment a la topologie crées par les particules des couches inférieures. La figure[3.19
représente deux exemples de réalisation utilisant ce principe [125, 124].

Bien que de natures différentes (Silice, latex) et de diameétres supérieurs aux parti-
cules utilisées dans nos expériences (> 350nm), ces résultats montrent que la structura-
tion de la surface permet de guider de facon tres reproductible I'organisation du dépot
de particules.

Le premier argument avancé pour expliquer la localisation des particules est lié aux
forces de pesanteur. Prenons I'exemple des travaux réalisés par P. Wiltzius et al [125].
Dans cette expérience, des particules de silice de 525nm ont été déposées dans des
cavités de 500nm de profondeur et de 1um de diametre. La variation d’énergie potentielle
associée peut étre facilement calculée en tenant compte de la poussée d’Archimede. Les
résultats donnent une valeur de AE, de l'ordre de 0.6kT, . Nous voyons clairement
que l'influence du poids n’est pas négligeable par rapport a l'agitation thermique et
peut expliquer d’une part la sédimentation des particules dans des temps assez courts
mais aussi la localisation du dépot. Ce résultat est d’ailleurs en tres bon accord avec
le phénomene de sédimentation utilisé dans ces expériences pour favoriser la croissance
des cristaux.

Nous pouvons effectuer le méme calcul dans le cas de nos expériences. Nous utilisons
des particules d’Or (densité 19.3) et de rayon moyen r~ 50nm. Si nous considérons la
perte d’énergie associée au dépot d'un particule dans une cavité h = 20nm de hauteur
(I'épaisseur des électrodes), la perte d’énergie potentielle associée AE, est, en négligeant
la poussée d’Archimede :

AE, = mgh ~ 510 "kgTy (& T,=298K)

Dans notre cas, la stabilisation engendrée reste tres faible comparée a kgT 1'éner-
gie associée a la diffusion des particules. Ainsi, la seule contribution du poids de la
particule ne semble pas suffisante pour favoriser le dépot des particules dans 'espace
inter-électrodes. Par ailleurs, cette interprétation reste dans tous les cas insuffisante pour
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Fi1c. 3.19 — Deux exemples de réalisation de dépots localisés de nanoparticules pour la
fabrication de structures cristallines bi et tri-dimensionnelles. (a) Dépét de particules
de silice de 525nm de diametre sur une surface de résine structurée par des cavités
circulaires de 500nm d’épaisseur et de 1um de diametre. Les particules se positionnent
dans les cavités fabriquées dans la silice. Ce dépot sert de couche d’amorce pour la
fabrication d’une structure cristalline de type (100) [125]. (b) Dépéts de particules de
Polystyrene de 350nm de diametre sur un réseau de lignes au pas de 780nm structurées
dans un polymere. Sur la droite de l'image nous apercevons les lignes du réseau et
l'organisation de la premiere couche déposée. Sur la gauche de l'image nous pouvons
observer lorganisation de la deuxiéme couche de particules. [124]

expliquer le dépot sur les bords des structures ou encore sur les électrodes dans le cas
des particules de 40nm de diametre.

Un autre argument vient confirmer ce résultat. En effet, les temps de sédimentation
que nous avons observé pour les solutions de nanoparticules d’Or en solution (100nm
et 40nm) sont généralement supérieur a une semaine. En comparaison aux durées des
expériences les plus longues que nous avons pu mener (quelques heures), nous pouvons
admettre que ce phénomene n’aura que peu d’influence dans notre cas.

Aussi, sans remettre en cause la description proposée dans les travaux cités précédem-
ment, nous voyons clairement que la seule prise en compte des forces gravitationnelles
reste insuffisante dans notre cas.

3.5.2 Interactions électrostatiques et de Van der Waals
3.5.2.1 Introduction

Un modele général, appelé modele DLVO, permet d’interpréter le comportement
de nanoparticules en solution au voisinage d’une surface. Ce modele prend en compte
I'influence des forces électrostatiques ainsi que celle des forces de Van der Waals et
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semble particulierement bien adapté a notre systeme.

3.5.2.2 Principe du modele DLVO

Remarque : Notre objectif est de donner une description des interactions a courte
distance entre les nanoparticules en solution et la surface des échantillons. Ces inter-
actions vont guider [’adsorption des nanoparticules en des sites privilégiés. Nous ne
décrirons pas l’étape ultérieure durant laquelle les nanoparticules s’ immobilisent sur la
surface par greffage covalent ou reconnaissance moléculaire ou encore interaction électro-
statique. Cette derniére étape, qui controle ’adhésion des nanoparticules sur la surface,
dépend intimement des couches de fonctionnalisation qui sont déposées sur la surface
ou autour des nanoparticules (alcanethiols, aminosilanes, anticorps,...).

Une présentation détaillée du modele DLVO est donnée en Annexe A.2.1.2l Ce mo-
dele est né a partir des contributions de Derjaguin et Landau en 1941 [127] qui ont été
complétées par Verwey et Overbeek en 1948 [128]. Il permet en particulier d’interpréter
le comportement des solutions colloidales. A la base, le modele prend en compte deux
origines d’interactions entre particules : des intéractions de type Van der Waals et des
interactions électrostatiques. Les forces de Van der Walls entre deux particules de méme
nature sont toujours attractives et si elles intervenaient seules conduiraient a la coagu-
lation des particules. La stabilité des solutions colloidales est due dans de nombreux cas
a l'existence de forces répulsives d’origine électrostatique qui repoussent les particules
entre elles.

Ce modele général n’est pas limité au seul cas de I'interaction entre colloides. Il peut
naturellement étre généralisé aux interactions de courte portée entre deux surfaces en
solution. Dans le cadre de nos expériences ol les interactions électrostatiques jouent un
role prépondérant, ce modele parait pleinement adapté.

Comme nous le verrons dans les paragraphes qui vont suivre ’obtention d’informa-
tions quantitatives précises sur 'intensité des forces d’interactions qui agissent sur la
particules reste tres difficile. Nous nous limiterons donc a une description qualitative
des phénomenes d’interactions qui prennent place entre les particules et la surface des
dispositifs.

3.5.3 Meéthode de calcul

Note : L’ensemble des simulations qui sont présentées dans ce paragraphe ont été
obtenues sous Matlab 6.5.

Approximations utilisées

Une méthode de calcul communément admise pour évaluer les interactions liées aux
forces de Van der Waals et forces électrostatiques entre deux objets est de se placer dans
le cas de 'approximation dite de Derjaguin [129, 130]. Cette approximation consiste a
utiliser les énergies surfaciques d’interactions obtenues dans le cas de l'interaction entre
deux plans infinis pour décrire I'interaction entre les deux objets considérés. L’approxi-
mation reste malheureusement tres limitée et n’est applicable que dans le cas d’objets
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présentant de tres faibles rayons de courbures et se rapprochant donc le plus possible
de la situation correspondant a deux plans infinis.

Une méthode de calcul est basée sur I'utilisation des énergies surfaciques d’interac-
tions entre deux plans infinis :

Soit E(h) I'énergie d’interaction par unité de surface obtenue dans le cas de deux
plans infinis séparés par une distance h. Nous pouvons alors exprimer ’énergie d’inter-
action U entre la surface et une particule en utilisant I'approximation de Derjaguin :

U(D) ~ / / E(h)dA (3.2)

ou D représente la distance séparant les deux points les plus proches de la surface et
de la particule et dA la projection d’un élément de surface de la particule sur le substrat
situé a une distance h de ce méme substrat.

Adaptation de méthode d’intégration au cas d’un réseau d’électrodes

Pour la description de ces interactions, nous avons choisi de nous limiter a un systeme a
deux dimensions en nous placant dans un plan perpendiculaire a la surface des dispositifs
et au réseau d’électrodes. Le schéma de la figure résume 'approche utilisée.

Ve de dessus Vive en coupe

F1G. 3.20 — Illustration de la procédure d’intégration par éléments de surface. | représente
l’espace inter-électrodes, p le pas du réseau constitué par les électrodes, e [’épaisseur des
électrodes et a le rayon des nanoparticules, D la distance séparant la particule de la
surface et h la distance entre la surface et un élément de surface de la nanoparticule.

La procédure d’intégration consiste a projeter chaque élément de surface de la sphere
sur la surface du substrat et a considérer une valeur d’énergie d’interaction E(h) pour
chacun de ces éléments. Suivant les coordonnées de la projection de I’élément de surface
sur le dispositif, la distance h(x4,y4) est modulée ou pas par la hauteur e des électrodes.

h(xa,ya) =epour (n xp) <za<((n+1)xp-—1)
h(za,ya) =0 pour (n X p) <zs < (n X p—1[) avec n entier
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avec T4 et ya les coordonnées du centre de la particule dans un plan de projection
parallele au substrat, [ ’espace entre deux électrodes voisines, p le pas des électrodes.

L’intégration sur I’ensemble de la projection de la sphere sur la surface peut s’expri-
mer sous la forme :

U(D) ~ /0 " /0 " E(hyrdrdo (3.3)

ou rdrdf représente 1’élément de surface dans le plan de la projection (x,0,y) et a
le rayon des nanoparticules.

3.5.4 Interactions d’origine électrostatique
3.5.4.1 Description du systeme

Pour la description des interactions électrostatiques, nous allons nous baser sur le
systeme schématisé dans la figure [3.21.

(— Nanoparticule d'Or
/ fonctionnalisée

h D Couche d"Amino-
Silanes

F1a. 3.21 — Description schématique du systéme considéré pour [’étude des interactions
électrostatiques dans le modéle de la double couche électrostatique

Considérons tout d’abord une nanoparticule d’Or sphérique uniformément chargée
de rayon a. Soit o, la charge surfacique de cette particule. Nous allons nous attacher a
décrire I'interaction électrostatique entre cette particule en solution et la surface struc-
turée des électrodes que nous allons définir comme étant uniformément chargée. Cette
hypothese a été justifiée expérimentalement (Cf[4.5.1). En effet, nous avons vu que la
surface des électrodes permettait I'immobilisation des particules sans modification de
densité par rapport a la surface de silice. Soit o la charge surfacique homogene carac-
térisant surface.

En ce qui concerne les dimensions des électrodes, définissons e, la hauteur des élec-
trodes, [ ’espace inter-électrodes et p le pas du réseau constitué par les électrodes.
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3.5.4.2 Contribution des interactions électrostatiques

Considérons le modele de la double couche électrique développée en annexe |A.2.1.2.
Une grandeur caractéristique des interactions électrostatiques est la longueur de Debye
1/k. k peut s’exprimer, pour des faibles potentiels de surface (< 25mV’) par :

2.2
o — i Poci€” i )12 (3.4)

ceokpT
ou e représente la charge d’un électron et p.,; la concentration d’ions présents dans
la solution ayant pour valence z;.
Comme nous le détaillons en annexe, la valeur de la longueur de Debye 1/k est ca-
ractéristique de la décroissance exponentielle en e™* du potentiel électrostatique dans
I’électrolyte. Cette décroissance est caractérisée par I’équation dite de Debye-Huckel :

U, = Upe (3.5)

dans laquelle ¥, représente la valeur du potentiel a une distance x de I’'élément de
surface considéré et Wy la valeur du potentiel défini a l'interface entre la couche de
Stern et le solvant (voir Annexe|A.2.1.2). Cette grandeur ne dépend que des propriétés
du solvant dans lequel est plongé le systeme et nullement des propriétés des surfaces en
interaction.
Pour exprimer la force F, d’interaction entre un élément de surface de la particule
et un élément de surface du substrat, nous pouvons nous baser sur I’expression de la
force d’interaction par unité de surface entre deux plans infinis et uniformément chargés
[129, 131]. Dans le cas des approximations exprimées en annexe (faible potentiel de
surface ¥, < 0.25mV, électrolyte de type 1 : 1), cette relation nous donne :

F, = 64kpT pocypyyse™ ™" (3.6)

avec

— kg : Constante de Boltzmann

— T : Température du milieu

— Poo : Concentration de I'électrolyte hors de I'influence du systeme. Cette relation
est valable dans un électrolyte de type 1 :1 (ex : NaCl).

— k : Inverse de la longueur de Debye

- Y = tanh(iiﬁ’}‘i) et s : tanh(iiﬁsji) avec 1, et s, les potentiels de Stern des
particules et de la surface, z la valence des ions.

Nous pouvons ainsi donner l'expression de l’énergie d’interaction électrostatique

Ee(h) par unité de surface correspondant a ’expression de la force donnée ci-dessus :

(64k5T posyps) .
K

Eel(h> - (37)

Définition de la valeur numérique des parametres

Un probleme se pose si nous souhaitons déterminer avec précision I'amplitude des
forces d’interactions. En effet, I'utilisation des équations précédentes nécessite une connais-
sance précise d'une part de la composition de la solution colloidale et d’autre part des
densités de dépdt (groupements citrate sur les particules et amino-silanes sur la surface
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du dispositif). Malheureusement, nous n’avons obtenu que tres peu d’informations sur
la composition exacte de la solution colloidale qui a été commandée aupres de British
Biocell International. Comme nous ’avons vu, il nous sera également difficile de déter-
miner la densité de greffage des molécules d’amino-silane dans la mesure ot nous n’avons
pas une monocouche autoassemblée mais un film polymérisé dont il est difficile d’éva-
luer la morphologie. Aussi, nous allons nous limiter & une interprétation qualitative des
phénomenes en essayant de démontrer I'existence de sites préférentiels d’immobilisation.

Si les nanoparticules se déposent préférentiellement dans 1’espace inter-électrodes,
c’est qu’il existe des forces d’attraction dont la portée permet de modifier 'approche
des nanoparticules a proximité de la surface. Entre autre, ces forces permettent de dif-
férencier 'espace inter-électrodes des électrodes elles mémes. La portée de ces forces
est donc, en premiere approximation, du méme ordre de grandeur que le pas du ré-
seau d’électrodes. Ce raisonnement nous permet de préciser de maniere un peu plus
qualitative ce que nous entendons par proximité de surface.

La longueur de Debye est une grandeur caractéristique de la portée des forces d’in-
teractions électrostatiques et nous permet donc de définir la distance a partir de laquelle
deux surfaces vont interagir suivant le modele proposé. Suivant le systeme, les longueurs
de Debye peuvent varier de quelques nanometres a quelques dizaines de nanometres
[129]. Dans notre cas, nous choisirons une longueur de Debye (1/k) égale au pas du
réseau d’électrodes (100nm). En effet, si nous considérons que les forces électrostatiques
sont responsables de la localisation des particules, celles-ci doivent favoriser le dépot
dans 'espace inter-électrodes et non pas sur les électrodes.

Rappelons que ces choix arbitraires sont cohérents avec nos expériences mais ne sont
justifiés par aucune mesure précise ou connaissance des parametres (poo, Vp, Vs)- Lie choix
de ces valeurs nous permettra simplement de mener le calcul jusqu’au bout et d’analyser
qualitativement les tendances.

3.5.4.3 Variations du potentiel électrostatique

Dans un premier temps, nous avons simulé la répartition du potentiel électrostatique
a proximité de la surface jusqu’a des distances de 'ordre de la longueur de Debye. Nous
avons considéré 1’équation (3.5 que nous avons appliquée a chaque élément de surface du
dispositif pour calculer le potentiel résultant en chaque point de 'espace.

Nous avons émis quelques restrictions concernant la répartition du potentiel. En
effet, nous avons considéré que la contribution des zones de la surface non visibles (i.e.
masquée par les électrodes) depuis le point de 1'espace considéré était négligeable. Cette
hypothese est a I'origine des discontinuités que nous pouvons observer au voisinage des
électrodes sur la figure 3.22l Cette figure présente la répartition du potentiel résultant
au voisinage de deux électrodes de 35nm de large, espacées de 65nm et présentant une
épaisseur de 20nm.

A priori, la répartition du potentiel ne suggere pas de zones d’attraction favorisées par
la topologie des structures. La contribution supplémentaire des flancs des électrodes vis-
a-vis de l'espace inter-électrodes ne semble pas modifier de fagon sensible la répartition
du potentiel. Aussi, ces premiers résultats ne suggerent pas un dépot des particules entre
les électrodes. Au contraire, il semble qu’a une distance donnée du plan du substrat, le
potentiel soit plus intense a la vertical des électrodes.
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F1G. 3.22 — Tracé des lignes équipotentielles (unités arbitraires) décrivant les variations
du potentiel attractif exercé par la surface a proximité d’un réseau d’électrodes interdi-
gitées de 65nm de large, au pas de 100nm et de 20nm d’épaisseur.

3.5.4.4 Variation de I’énergie d’interaction dii aux forces électrostatiques

Considérons maintenant une particule métallique chargée en interaction avec a sur-
face de I’électrode. Soit D 'espace séparant la particule de la surface du dispositif.

En utilisant les approximations énoncées au paragraphe/3.5.3et 'expression de E;(h)
(3.7), nous pouvons évaluer les variations relatives de 1'énergie d’interaction U entre la
particule le long d'un axe perpendiculaire au réseau d’électrodes. La figure [3.23 nous
donne un apercu des résultats obtenus dans le cas d'un réseau d’électrodes de 65nm de
large, au pas de 100nm et de 20nm d’épaisseur pour une valeur de D = 25nm.

Nous voyons, que malgré la dimension des particules, la répartition du potentiel
d’interaction électrostatique sur la surface suit de fagon tres fidele le contour des élec-
trodes et présente un minimum de potentiel sur la surface des électrodes. Les variations
relatives de U au voisinage de la surface ont été évaluées autour de 10%.

Ce premier résultat numérique indiquerait donc une localisation du dépot de parti-
cule sur les électrodes. Ce phénomene a effectivement été observé mais pour une faible
proportion de particules. Si nous nous intéressons au cas de particules de 20nm de rayon
sur le méme dispositif, pour une méme séparation D=25nm, nous obtenons une variation
relative de ’énergie d’interaction représentée sur la figure 3.24

Dans ce cas, la variation relative du potentiel est de I'ordre de 20% et semble dé-
montrer une plus grande sélectivité entre les électrodes et les zones de silice. Dans le
cas présent, le diametre des particules est du méme ordre de grandeur que la largeur
des électrodes, situation qui accroit logiquement l'interaction entre la particule et les
électrodes. Ces simulations semblent donc confirmer une localisation du dépot sur les
électrodes.

L’ensemble de ces résultats numériques ne permet pas d’interpréter la localisation
de la majorité des particules dans ’espace inter- électrode. Toutefois, si nous nous in-
téressons au cas d'une particule située dans l’espace inter-électrodes nous voyons que
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Unites arbitraires
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F1G. 3.23 — Variations relatives de [’énergie d’interaction électrostatique entre une parti-
cule chargée de 100nm de diametre sur une réseau d’électrodes de 65nm de large au pas
de 100nm et de 20 nm d’épaisseur. Le profil a été obtenu suivant un axe perpendiculaire
aux €lectrodes pour une séparation entre la particule et le substrat de 25nm.
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L Hn L . . .
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F1G. 3.24 — Variations relatives de [’énergie dinteraction entre une particule chargée de
40nm de diameétre sur une réseau d’électrodes de 65nm de large au pas de 100nm et de
20 nm d’épaisseur. Le profil a été obtenu suivant un axe perpendiculaire aux électrodes
pour une séparation entre la particule et le substrat de 25nm.

pour des distance D de dnm par rapport a la surface de silice, la valeur relative du
potentiel d’interaction est supérieure de 15% a la valeur correspondante a une particule
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située a bnm de la surface sur une électrode. Ce résultat s’explique par 'interaction de
la particule non seulement avec la surface de silice mais également avec les électrodes
qui constituent dans ce cas un puits dans lequel la particule vient se loger.

Le modele que nous avons utilisé reste fortement limité par les approximations que
nous avons considérées (forme des flancs, particule sphérique,...). Cependant, il semble
que les tendances qu’il décrit soient cohérentes et nous orientent vers une interaction
maximale au niveau des électrodes. Nous avons pu tester plusieurs valeurs de longueur de
debye (entre 10 et 200nm), plusieurs dimensions d’électrodes (largeurs comprises entre
10 et 50nm) et, dans chaque cas, les électrodes apparaissent comme des sites d’attraction
préférentiels.

3.5.5 Forces de Van der Waals
3.5.5.1 Contribution des forces de Van der Waals

Bien que de tres courtes portées, les forces de Van der Waals jouent un role central
dans les phénomenes d’interactions a ’échelle moléculaire. Ces forces sont omniprésentes
et dans le cas d’objets macroscopiques en interaction, peuvent étre considérées comme
des forces a longue distance [129].

Une description détaillée des interactions de Van der Waals est donnée en Annexe
A.2.1.2. Rappelons simplement I’expression de la force d’interaction entre deux molé-
cules :

w(d) = () (3.8)

ou d représente la distance entre les éléments considérés. Cette expression se géné-
ralise dans le cas de deux solides en interaction. Dans ce cas, la constante C est liée a
une constante appelée constante de Hamaker A par la relation [129] :

A =7m*Cpypa(J) (3.9)

ol p1 et po sont les densités respectives des deux (matériaux) solides en interaction.

Rappelons les hypotheses émises par Hamaker pour permettre l'intégration de la
relation précédente : considérons deux milieux continus, homogenes et considérons que
I'interaction de Van der Waals est additive [129].

La portée des forces de Van der Waals reste difficile a évaluer sans connaissance
précise des constantes de Hamaker mises en jeu. Toutefois nous pouvons estimer les
ordres de grandeur en considérant une valeur de constante de Hamaker correspondant
au systeme Or-eau-Or. Considérons I'équation |3.10 permettant de déterminer 1’énergie
d’interaction entre une particule sphérique et une surface infinie.

a

Eygw=—-A— 3.10
w=—AZ (3.10)

ou a est le rayon de la particule.
Nous prenons une valeur de A parmi les plus élevées, A ~ 10720 J [129, 132] qui
correspond a la constante de Hamaker pour le systeme Or-Eau-Or.
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Nous trouvons, dans le cas d’une particule de 50nm de rayon située a 20nm de la
surface £ = 4.16 x 10721J ~ kT. Nous voyons que cette valeur chute & 0.1kT & 200nm
de la surface. Ce résultat nous donne une premiere indication tres importante pour I'in-
terprétation des simulations proposées. D'une part, nous voyons que pour des distances
supérieures a quelques dizaines de nanometres, I'énergie liée a ’agitation thermique de-
vient largement supérieure a ’énergie d’interaction due aux forces de Van der Waals.
Nous limiterons donc notre étude a une zone proche de la surface (<100nm). D’autre
part, nous devrons rester prudent quant a I'influence de ces forces sur la localisation du
dépot de particules. En effet, nous avons choisi une constante de Hamaker volontaire-
ment élevée qui ne correspond probablement pas & notre systéme (couche de silane sur
la surface) mais qui traduit I'influence maximale que peuvent présenter les forces mises
en jeu.

3.5.5.2 Variation de I’énergie d’interaction au voisinage de la surface

Comme dans le cas des interactions électrostatiques, il nous est possible d’exprimer
I’énergie surfacique d’interaction F,q, entre deux plans infinis séparés par une distance
h:

A
127h?

En utilisant une approche strictement similaire a celle que nous venons de présenter
dans le cas des interactions électrostatiques, et en particulier en remplagant 1’expression
de E.(h) par I'expression de E,q,(h), il nous est possible de représenter les variations
de I'énergie d’interaction liée aux forces de Van der Waals. La figure nous donne
un apercu des résultats obtenus dans le cas d'un réseau d’électrodes de 65nm de large,
au pas de 100nm et de 20nm d’épaisseur pour une valeur de D=25nm.

De la méme fagon le modele que nous avons utilisé nous indique un minimum de la
valeur de I’énergie d’interaction liée aux forces de Van der Waals sur chaque électrode.
La méthode de calcul indique des résultats cohérents, influencés en grande partie par les
effets liées a la topologie de la surface, mais une fois encore le modele ne nous permet
pas de décrire la tendance que nous avons observée expérimentalement.

Eyaw(h) = (3.11)

3.5.6 Synthese

Les simulations que nous avons mené autour du modele DLVO restent limitées pour
I'interprétation des phénomenes de localisation des particules qui se déposent majori-
tairement dans les espaces inter-électrodes. Nous avons pu observer sur les images des
dispositifs que quelques particules étaient déposées sur les électrodes comme tendraient
a le démontrer les résultats des simulations.

La seule prise en compte des interactions électrostatiques et de Van der Waals corres-
pondant a 'approche la plus simple du modele DLVO semble insuffisante pour expliquer
I'influence de la topologie de la surface sur le dépot. Il est important de noter que les
simulations que nous avons pu réaliser sont basées sur un systeme a l’état statique. Il
est probable que la prise en compte des phénomenes liés a la dynamique de la particule
en solution permettrait de mieux décrire I'influence de la topologie de la surface sur



122 Détection électrique de nanoparticules métalliques

AN

Unités arbitraires
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Fi1Gc. 3.25 — Variations relatives de [’énergie d’interaction liée aux forces de Van der
Waals entre une particule de 100nm de diametre sur une réseau d’électrodes de 65nm
de large au pas de 100nm et de 20 nm d’épaisseur. Le profil a été obtenu suivant un
axe perpendiculaire aux électrodes pour une séparation entre la particule et le substrat
de 25nm.

les mouvements d’une particule située a proximité. En particulier, des effets de confine-
ment induits par la topologie de la surface ont pu étre mis en évidence récemment et
ont été utilisés pour des applications dédiées a la construction de structures cristallines
par empilement de particules [133, 134].

Des simulations plus completes prenant en compte la diffusion des nanoparticules
dans la solution au voisinage de la surface seraient nécessaires pour aller plus loin dans
notre d’interprétation.

3.6 Caractérisations électriques des dispositifs

3.6.1 Objectifs

Le premier aspect de notre schéma de détection, a savoir la conformation du dépot
sur les nano-électrodes, vient d’étre discuté dans les paragraphes précédents. Ces pre-
miers résultats nous ont permis de valider 1’étape de dépot des nanoparticules sur nos
dispositifs et surtout de démontrer que le pontage de deux électrodes par une nanopar-
ticule semble favorisé par les structures elles mémes.
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Le deuxieme aspect concerne bien évidemment les modifications de la réponse élec-
trique apres 'immobilisation des particules sur la surface. Il nous faut maintenant dé-
montrer que le dépot de nanoparticules se traduit effectivement par un changement de
la conductivité. Notre premier objectif sera donc consacré a I’étude de 1’évolution de la
conductivité des dispositifs au cours des étapes de traitement et de dépot. Pour cela,
nous reproduirons le protocole décrit précédemment en tenant bien compte de 'influence
de chaque étape sur I’état de surface et sur la conductance. 11 s’agit de cerner I'origine
exacte des modifications éventuelles de conductivité. En effet, les différentes étapes de
traitement peuvent introduire des dépots résiduels susceptibles de modifier la réponse
électrique des dispositifs et fausser le détection.

Une fois l'origine de la conductivité identifiée, nous nous intéresserons a la compré-
hension des phénomenes de conduction entre les nanoparticules et les électrodes. Une
partie de ce paragraphe sera donc consacrée a l'interprétation du transport électrique
entre nanoparticules et électrodes.

Il s’agira ensuite d’évaluer le systeme de détection par rapport a sa sensibilité, sa
sélectivité et sa dépendance vis-a-vis de la densité de particules sur la surface. Cet
aspect est fondamental si ’on souhaite utiliser le schéma de détection pour des mesures
quantitatives.

Une derniere partie sera consacrée aux premier résultats concernant 'utilisation des
dispositifs pour la détection de I'immobilisation de particules durant I’étape d’incu-
bation. Cette possibilité ouvre des perspectives intéressantes en particulier pour des
applications de détection biologique en solution.

3.6.2 Evolution de la conductance au cours du protocole de
dépot
Note : Le systeme de caractérisation électrique utilisé tout au long des expériences
est décrit en annexe 4.7,

Pour cette étude, nous allons reprendre 'exemple de I’échantillon présenté dans la
section 3.4.2. Nous nous sommes intéressés a 1’évolution de la réponse électrique des
réseaux d’électrodes interdigitées au cours des étapes de traitement menant a l'immo-
bilisation de nanoparticules fonctionnalisées par des groupements citrate. Rappelons les
dimensions du dispositif : il s’agit d’un réseau de 39 nanoelectrodes interdigitées séparées
de 65nm et présentant une largeur de 35 nm. La surface totale couverte par les électrodes
est de l'ordre de 10um?. L’épaisseur du dépot métallique constituant les électrodes est
de 20nm. Enfin, le diametre des nanoparticules reste identique : 100nm.

La figure nous donne I’évolution de la caractéristique courant-tension du dispo-
sitif au cours des différentes étapes du protocole, a savoir la silanisation et le dépot des
particules.

Dispositif vierge

Comme nous ’avons vu au chapitre 2, les dispositifs vierges présentent une tres faible
conductance. Avant le début des étapes de fonctionnalisation, nous observons un niveau
de courant difficilement mesurable et inférieur a 50fA a 1V. Cette valeur correspond a
une résistance supérieure a 207€).
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F1G. 3.26 — Evolution des caractéristiques courant(pA) - tension(V) d’un dispositif basé
sur un réseau d’électrodes interdigitées au cours des étapes menant au dépot de na-
noparticules d’Or Dispositif avant traitement (a), aprés silanisation lavage et séchage
(b), aprés dépot des particules (c), lavages et séchage. Les 39 électrodes présentent une
épaisseur de 20nm sont espacées de 65nm. Le diameétre moyen des particules est de

100nm.
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Dispositif apres silanisation

Apres la premiere étape de silanisation, de lavage et de séchage (Cf [3.3.3.1), nous
n’observons pas de modification apparente de la conductance du dispositif. La courbe
I(V) nous indique toujours une valeur du courant inférieure a 50fA sous 1V. Ce faible
niveau de courant est un facteur important dans notre protocole car il est une confir-
mation supplémentaire de la qualité de 1'état de la surface. Il s’agit d’un résultat clef
qui nous permettra de donner une interprétation claire de l'origine des modifications
éventuelles de la conductance .

Dispositif apres incubation de la solution colloidale

Apres incubation de la solution colloidale, nous observons cette fois une diminution
tres importante de la résistance. La valeur du courant atteint maintenant 120pA sous 1V
de polarisation ce qui correspond a une variation de plus de quatre ordres de grandeur
par rapport a la situation initiale. La résistance dynamique Rd équivalente sous 1V de
polarisation chute a :

Rd = (6_‘[/)|V\:1V ~ 2.5GN)

Ce premier résultat nous montre clairement qu'une variation de conductance est
associée a 1’étape d’incubation de la solution colloidale.

3.6.3 Interprétation du transport électrique

Les réflexions présentées dans ce paragraphe reposent sur un petit nombre de ré-
sultats expérimentaux et ne doivent étre considérées que comme des tendances qu’il
conviendra d’affiner au travers de nouvelles expériences. Une étude plus systématique
est en cours au sein du groupe afin de mieux appréhender la relation entre le niveau
de conductivité du dispositif et le nombre de nanoparticules immobilisées sur la zone
active.

3.6.3.1 Origine de la conduction

D’apres les résultats obtenus concernant le dépot des particules sur les dispositifs
et les variations des caractéristiques électriques associées, nous pouvons affirmer avec
certitude que 'origine du courant et de ses variations est liée uniquement aux particules
métalliques déposées. La détection du dépot par mesures électriques est donc possible. La
nature de la réponse électrique reste cependant a éclaircir. Si nous souhaitons caractériser
ce "détecteur” en particulier pour évaluer sa sensibilité et sa linéarité, une interprétation
des phénomenes de conduction est nécessaire.

A la différence des travaux présentés en introduction [91, 88, 90, 70], notre schéma
permet a chaque nanoparticule greffée de conduire a une variation de la conducti-
vité globale du dispositif. Toutefois, méme si le dépot semble conduire de fagon quasi-
systématique a I'immobilisation des nanoparticules dans I’espace inter-électrodes, nous
ne savons pas si la réponse induite par chaque particule est identique et reproductible.
Ce parametre sera capital d’une part pour évaluer la sensibilité du dispositif et d’autre
part pour pouvoir corréler la densité de particules a la réponse électrique obtenue.
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3.6.3.2 Linéarité

Dans un premier temps, nous allons nous intéresser a 1’évolution de la réponse des
dispositifs en fonction de la densité du dépot. Bien que nous n’ayons mené que peu
d’expériences complémentaires sur I'immobilisation de particules par interactions élec-
trostatiques, ces premiers résultats pourront nous renseigner sur I’évolution de la ré-
ponse électrique en fonction du nombre de particules greffées. Nous pouvons comparer
les deux exemples de résultats de la figure[3.27 qui regroupe des observations MEB et
les caractéristiques électriques de deux échantillons présentant des densités de particules
différentes.
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Fi1G. 3.27 — Deux exemples de dispositifs présentant des densités de dépot différentes et
les caractéristiques courant/tension associées.

Intéressons-nous dans un premier temps a 'exemple de la figure 3.27(a). Dans cet
exemple, la densité de particules a été volontairement limitée. En conséquence, la plu-
part des particules greffées dans l’espace inter-électrodes sont isolées. Nous pouvons
estimer une valeur moyenne de résistance attribuable a chaque résistance en nous pla-
cant dans I'approximation d’un comportement de type ohmique. Pour cela, considérons
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que chacune des particules crée un chemin de conduction indépendant et contribue a la
réponse globale du dispositif. Le réseau de particules constitue I’équivalent d’un réseau
de résistance en parallele. A partir d’image MEB, nous pouvons évaluer le nombre de
nanoparticules situées dans l’espace inter-électrodes. Nous avons estimé ce nombre a
N = 35 particules. Connaissant la conductance du dispositif a 1V, nous pouvons cal-
culer Ri qui représente la résistance moyenne du chemin de conduction généré par une
nanoparticule :

Ri = (N x ‘;—‘;)|V|:1V ~ 2.5 x 107 x 35 ~ 90GOhms

Considérons maintenant le cas de la figure [3.27(c). A premiere vue, le niveau de
courant qui atteint cette fois 40 nA a 1V dénote bien de I'augmentation de la densité
de particules. Nous avons dans ce cas :

Rd = (3%)jvj=1v &~ 25MQ

A partir de cette premiere valeur, nous pouvons, comme dans le cas précédent, es-
timer une valeur moyenne de résistance attribuable a chaque résistance. Nous avons pu
évaluer le nombre de nanoparticules participant satisfaisant aux conditions de pontage
a 210. Nous trouvons alors :

Ri= (N x ) yjz1iv & 25 x 106 x 210 & 5.25GOhms

Nous voyons que la valeur attribuable a chaque particule est sensiblement inférieure
a la valeur trouvée dans le premier cas. Une explication peut étre avancée au regard
de I'observation MEB du dispositif apres dépot. Le comptage des particules participant
a la conduction du courant parait cette fois plus difficile que dans le premier cas. En
effet, malgré les effets de répulsion que nous avons décrits dans la premiere partie,
les particules ne se déposent pas toujours de facon isolée et certaines d’entre elles se
juxtaposent sur le dispositif pour former des réseaux de quelques éléments. La figure
3.28 nous donne quelques exemples d’assemblages que nous avons pu rencontrer.

Nous voyons que certaines des particules présentes sur le dispositif s’organisent entre
les deux électrodes de fagon ordonnée en formant des assemblages de formes linéaires
(en suivant strictement l’espace inter-électrodes) ou plus compactes en associant des
particules situées de part et d’autre d’'une meéme électrode. Il devient ainsi beaucoup
plus difficile d’identifier les chemins de conduction existants entre les particules et les
électrodes. Cette observation nous permet de donner une interprétation partielle a la
valeur plus faible de R;, chaque particule pouvant étre associée dans ce cas a plusieurs
chemins de conduction.

Par ailleurs, nous avons déja souligné qu’il semble peu probable que les chemins
de conduction associés a chaque particule soient identiques. En effet, méme si nous
associons a chacune des particules un chemin de conduction, nous ne connaissons pas la
nature du contact pour chacune d’entre elles et il semble peu probable, vu les diverses
conformations adoptées par les particules, que leur réponses soient identiques.

Tous ces éléments, nous amenent a penser qu’il sera difficile d’obtenir une réponse
linéaire en fonction du nombre de nanoparticules présents sur le dispositif. Par contre,
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Fic. 3.28 — Image MEB donnant quelques exemples d’assemblages de nanoparticules
(diameétre moyen 100nm) sur un réseau de nanoélectrodes (largeur : 35nm, pas : 100nm,
épaisseur : 20nm,).

toutes nos expériences montrent que le niveau de conductance croit bien en proportion
du nombre de nanoparticules immobilisées.

3.6.3.3 Nature du contact

Le greffage des particules semblent bien conduire & un pontage des électrodes et
entrainer une modification de la résistance de la jonction. Toutefois, la nature du contact
entre les particules et les électrodes reste a éclaircir. La caractéristique I(V) du dispositif
apres dépot ne montre pas une dépendance linéaire du courant en fonction de la tension
de polarisation. La nature du contact n’est donc pas de type Ohmique et laisse supposer
que les différents traitements de surface servent de barriere au passage du courant.

En effet, le dépot des particules sur la surface a nécessité une fonctionnalisation du
substrat. Comme nous 'avons vu précédemment, celui-ci conduit vraisemblablement a
un dépot de molécules de type silane amine sur la surface des électrodes. Par ailleurs,
nous savons que la surface des colloides est fonctionnalisée par des composés présentant
un groupement terminal de type citrate. Méme si nous ne connaissons pas la nature
exacte et la composition des molécules couvrant les particules et le substrat elles vont
constituer une barriere pour le passage du courant. Le transport des électrons entre les
électrodes et les nanoparticules s’effectue donc par effet tunnel au travers des différentes
couches moléculaires déposées sur les électrodes et autour des nanoparticules.

Cette hypothése est confirmée par les nombreux travaux publiés concernant 1'utili-
sation de nanoparticules métalliques pour 1’étude du transport électronique au travers
de molécules 136]. Les approches utilisées pour ces études sont similaires a notre
schéma de détection. La molécule d’intérét est tout d’abord greffée sur la surface de
deux électrodes en vis-a-vis. Une particule métallique est ensuite orientée et immobili-
sée (par piégeage électrostatique) pour ponter les deux électrodes et fermer le circuit. Ce
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Fi1c. 3.29 — Schéma 7idéalisé” illustrant la présence de deuz jonctions tunnels formées
par les couches moléculaires de citrate et d’amino-silane situées a l'interface entre une
particule et une électrode.

dispositif permet donc la formation de deux jonctions tunnels constituées par les films
moléculaires situés entre les électrodes et la nanoparticule (Cf. figure [3.29). Dans le cas
ou la particule est déposée directement sans traitement préalable des électrodes, les ca-
ractéristiques 1(V) démontrées pour les dispositifs montrent une évolution quasi linéaire
du courant en fonction de la tension de polarisation, prouvant la formation d’un contact
Ohmique entre la particule et les électrodes. Lorsque les électrodes sont fonctionnalisées
par les molécules étudiées, la réponse du dispositif présente un profil non linéaire induit
par les deux jonctions tunnels constituées par le film moléculaire. Nous retrouvons ici la
possibilité d'utiliser ce type de dispositif pour I’étude du transport électrique au sein de
molécules. Une approche tres similaire [36] a été présentée en introduction dans le cas
des études liées a 1’électronique moléculaire et a servi de point de départ pour la mise
au point de notre schéma de détection. Nous voyons ici que 'architecture des électrodes
que nous avons fabriquées reste compatible avec I'adressage de nano-objets tout comme
les systemes basés sur deux électrodes de faibles largeur en vis-a-vis.

3.6.3.4 Interprétation du transport électrique

Dans ce paragraphe, nous avons souhaité donner un début d’interprétation au phé-
nomenes de transport électrique entre les électrodes et les nanoparticules. Notre objectif
n’est en aucun cas de mener une étude détaillée de ces phénomenes mais de proposer
des pistes de réflexion a partir des résultats que nous avons pu obtenir a ce jour.

Considérons le schéma proposé dans la figure mettant en jeu deux jonctions
tunnels en série. Il nous est possible d’exprimer la densité de courant J(V,T') qui traverse
une nanoparticule a partir du modele de Stratton (décrit en Annexe B.3). Si nous
considérons une jonction tunnel caractérisée par une barriere rectangulaire de hauteur
¢, et de largeur s, formée par deux interfaces métal-isolant, le modele de Stratton nous
permet d’exprimer J dans deux régimes distincts :
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A faible polarisation (V' < ¢,), la densité de courant est de la forme :

a*sV

W} (3.12)

J(V) =ox sinh(
ou o représente la masse effective de I’électron dans la jonction.
A forte polarisation, ’expression de la densité de courant traversant la jonction en
fonction de la tension de polarisation V' devient :

—2a*sgb§/ 2
3V
Dans ce cas, on note que In(J/V?) varie linéairement avec 1/V. Nous nous trouvons

ici dans le régime dit de Fowler-Nordheim [138].

Si nous reprenons la courbe I(V) obtenue au paragraphe(3.27(b), nous pouvons tracer

I’évolution de In(I/V?) en fonction de 1/V (Cf Figure [3.30). Cette courbe peut étre

corrélée a la variation de In(J/V?) par simple translation le long de I’axe des ordonnées.

J(V) =oc VZexp( ) (3.13)
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F1G. 3.30 — Tracé des variations de In(1/V?) en fonction de 1/V obtenu pour le dispositif
présenté a la figure 3.27(a)

Remarque : Les objectifs de nos premiéres mesures concernaient essentiellement [’ob-
servation du comportement de la conductance lors du greffage des nanoparticules et une
attention particuliere a été consacrée a préserver les dispositifs en limitant les valeurs
mazimales des tensions de polarisation utilisées. Ceci explique le faible nombre de points
d’acquisition et le manque d’information sur le transport électrique pour des valeurs plus
élevées de la tension.

Pour les plus fortes valeurs de V et donc pour les plus faibles valeurs de 1/V nous
retrouvons un comportement linéaire de type Fowler-Nordheim. La pente P de la droite
correspondante s’exprime par la relation :

P = —2/3a*s¢?/? (3.14)
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La valeur de P nous permet de déterminer une valeur de s.qﬁg/ >~ 3.46. A cette
valeur correspondent plusieurs couples de valeurs de travail de sortie et de la largeur de la
jonction. Il semble que le comportement coincide avec un comportement de type Fowler-
Nordheim. Toutefois, il reste difficile, a partir de ce résultat de donner indépendamment
une valeur du travail de sortie ¢, et de la jonction tunnel s. Nous ne disposons que de
peu d’informations en ce qui concerne 1’épaisseur et la structure des films moléculaires
formés par 'APTMS sur le substrat et par les groupements citrate sur la surface des
nanoparticules.

La seule conclusion que nous puissions formuler a l'issue du faible nombre de me-
sures réalisées est que le comportement électrique des dispositifs apres adsorption des
nanoparticules peut étre raisonnablement ajusté par le modele de Fowler-Nordheim. Ce
résultat semble confirmer la présence de jonctions tunnels entre les particules et les élec-
trodes. Comme vraisemblablement toutes les jonctions tunnels créées sont fluctuantes
(dispersion sur s et ¢,), il est 1& aussi peu probable d’espérer un comportement linéaire
de la conductance en fonction du nombre de nanoparticules.

3.6.4 Détection d’une particule unique en solution

Un aspect intéressant des systemes de détection est leur capacité a travailler en milieu
liquide durant la réaction étudiée ou le greffage des especes recherchées. La mise au point
d’un tel systeme ouvre des perspectives intéressantes par exemple dans le domaine de
I’étude de cinétiques de réaction.

Pour tester la réponse les dispositifs en solution, nous avons reproduit le méme
schéma de détection et le méme protocole que celui décrit précédemment. La seule
contrainte est liée au confinement de la solution durant les mesures. D’une part, il nous
faut délimiter le volume réactionnel pour éviter tout contact avec les pointes de test
(éviter une dégradation du contact par intercalation de ’eau entre les zones de contact
et les pointes). D’autre part, les dimensions du dispositif et la proximité des plots de
connexion nous forcent a travailler avec de tres faibles volumes de solution. En consé-
quence, nous devons trouver un systeme de confinement compatible avec les dimensions
du dispositif. La deuxiéeme contrainte est liée au taux d’évaporation de la solution. Si
nous considérons des temps d’incubation d’environ deux heures et des volumes faibles
de solutions de 'ordre de quelques microlitres, I'influence de I’évaporation des solutions
aura un repercussion dramatique sur la concentration des especes présentes, dans notre
cas des nanoparticules. La modification de la force ionique de la solution peut alors se
traduire par une coagulation des particules pouvant mener jusqu’au dépot de la totalité
des nanoparticules en cas de séchage. Ces effets sont d’ailleurs utilisés pour la fabrication
de réseaux de nanoparticules réseaux en 2 et 3 dimensions [139, 140].

3.6.4.1 Dispositif utilisé

Les mesures en solution sont rendues possibles par l'utilisation d’une micro-cuve
en PolyDiMéthylSiloxane (PDMS) permettant de confiner un faible volume de solution
sur la zone sensible des dispositifs. Les procédures de fabrication et d’adaptation des
micro-cuves sont décrites en détails en Annexe 4.7, Le PDMS est un matériau qui a été
largement étudié pour ses propriétés élastomeres et son utilisation pour des applications
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de microfluidique est tres largement documentée 142]. Les bonnes propriétés de
moulage [143] et de conformation [106] de ce matériau sont particulierement intéressantes
dans notre cas puisqu’elles nous permettront d’utiliser les dispositifs de détection sans
aucune modification et de fixer la micro-cuve par simple report [144]. Nous avons préféré
utiliser les propriétés d’adsorption et de conformation du PDMS qui conduisent un
assemblage étanche et réversible. Un greffage irréversible nécessite un traitement de
surface plasma O, qui aurait été incompatible avec la silanisation du substrat.

L’étape la plus délicate est liée au remplissage de la cuve. Deux solutions ont été
envisagées : la premiere est basée sur I'utilisation de deux capillaires métalliques tra-
versant les parois de la cuve et reliés a I'extérieur a une micropipette via des capillaires
souples. L’autre solution, plus simple est basée sur le remplissage manuel d’une micro-
cuve ouverte qui est ensuite obturée par une lame de verre. Les étapes de mesure, quant
a elles, se feront en utilisant le méme équipement (testeur sous pointe).

Un schéma décrivant le dispositif utilisé pour nos expériences est donné dans la figure
3.31.

Cuve PDMS

Solution
colloidale

---------- I 2mm

Fi1G. 3.31 — Schéma général 7idéalisé” du principe des mesures en solution dans une
maicro-cuve en PDMS déposée sur la surface des dispositifs.

Les dimensions exactes de la cuve sont reportées dans la figure (b). Elles nous
permettent de définir un volume clos d’environ 800nL au dessus des électrodes.

3.6.4.2 Protocole expérimental

Le protocole de dépot est identique a celui utilisé tout au long du chapitre. La seule
différence concerne ’étape de mesure qui se fait durant 'incubation de la solution col-
loidale. Le protocole général est le suivant :
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— Traitement de surface de I’échantillon Silanisation (Cf Annexe
Alignement et report de la cuve
Remplissage de la cuve
Caractérisation électriques
Installation du dispositif dans le testeur et dépot des pointes t ~ 2min
Polarisation du dispositif et suivi de I’évolution du courant de conduction
Observations
Démontage rapide de la cuve t ~ 1 min
Rincage Ethanol (5 min) assisté par ultrasons
Séchage sous flux d’azote
Observations

3.6.4.3 Résultats expérimentaux

Comportement du dispositif dans ’eau désionisée

Nous n’avons a ce stade aucune expérience de ce type de mesure. Nous devons nous
attendre a observer des effets éventuellement liés a une dérive du dispositif ou encore
a des phénomenes électrochimiques (oxydo-réductions, ...) liés aux différentes especes
présentes en solution .

Avant de commencer les mesures dans une solution colloidale, nous avons donc
souhaité connaitre le comportement du dispositif dans une solution d’eau désionisée
pour lesquelles ces phénomenes devraient étre minimisés. La figure nous donne
un exemple d’évolution du courant traversant le dispositif apres introduction dans la
micro-cuve d’eau désionisée.

1,40E-00% —

1,20E-009

1,00E-009

L
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6,00E-010

Courant (A)

4,00E-010

Z,00E-010

0,00E+000 o

: . . : . ;
0 500 1000 1500 2000
Tempsis)

F1c. 3.32 — Caractéristiques I(t) du dispositif en contact avec de ’eau désionisée sous
une tension de polarisation de 1V. Le dispositif utilisé est un réseau d’électrodes inter-
digitées de 100nm, espacées 65mm et de 20nm d’épaisseur.
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Intuitivement, nous aurions pu penser que la haute résistivité de la solution d’eau
désionisée utilisée (103Ohm.cm) nous aurait conduit & un courant de sortie de faible
valeur et stable. Nous observons un comportement bien différent qui correspond a une
décroissance du courant importante en début de polarisation qui tend a se stabiliser vers
une valeur limite.

L’origine de cette décroissance est difficile a identifier. Si nous nous basons sur la
faible conductivité de ’eau désionisée et donc la faible concentration en especes ioniques,
les seules interprétations convenables sont liées a un éventuel phénomene d’électrolyse
de I'eau ou bien a une réduction du dioxygene dissout dans 1’eau.

Meme s’il nous est difficile d’identifier les acteurs d’une telle réaction d’oxydoréduc-
tion, le profil de la courbe de décroissance du courant au cours du temps correspond
bien au modele de décroissance décrit par les équations dites de Cottrell. Ces équations
permettent d’interpréter tres simplement les phénomenes observés dans les expériences
de chronoampérométrie. En particulier, lorsqu’'une réaction d’oxydoréduction a lieu sur
la surface d’une électrode, un phénomene de consommation des espéces a proximité des
électrodes a lieu. Au fur et a mesure de la consommation des especes, la diffusion des
particules devient de plus en plus faible. Les phénomenes de diffusion des especes en
solution deviennent alors le facteur limitant de la réaction induisant une décroissance
du courant traversant I’électrode suivant une loi en 1/t? [145].

La figure|3.33 nous montre un exemple de régression qu’il est possible d’effectuer sur
la courbe précédente :
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1,20E-009 ~

1,00E-009 -
= Courbe ()
- =- Réagression du type y = a*x*b
| R*= 0.98934
J a 3.2548E-9 +1.4957E-11
F b -0.48808 =0.00095

eesor .
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F1G. 3.33 — Comparaison de la courbe expérimentale I(t) obtenue pour un réseau d’élec-
trodes plongées dans de [’eau désionisée et polarisées sous 1V et une régression obtenue
en utilisant le modéle de Cottrell pour lequel I(t) o< 1/f.

Nous voyons que la corrélation entre les deux courbes semble s’accorder assez bien
avec une évolution du courant en 1/t%. Toutefois méme s’il reste difficile de conclure sur
l'origine exacte des phénomenes responsables de ce comportement, il apparait claire-
ment que les constantes de temps caractérisant la décroissance du courant sont beaucoup
plus longues que les constantes de temps rencontrées habituellement pour des réactions
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d’oxydo-réduction seules. Aussi, I'interprétation de la décroissance du courant reste tres
difficile par la seule utilisation des équations liées a la chronoampérométrie. Des phé-
nomenes plus complexes de polarisation du milieu autour des électrodes dus a leurs
dimensions nanométriques pourraient étre a l’origine de ce phénomene.

Nous supposerons par la suite que cette décroissance n’est liée qu’au milieu dans le-
quel 'expérience a lieu et viendra se superposer aux modifications éventuelles du courant
engendrées par les particules.

Comportement des dispositifs au cours de l’incubation d’une solution de
nanoparticules

Ayant une petite expérience sur ’évolution prévisible du courant en solution, nous
nous sommes intéressés a I’évolution du courant lors du dépot des nanoparticules. Nous
avons reproduit le protocole décrit en section [3.6.4.2. Une micro-cuve en PDMS est
tout d’abord placée sur le dispositif puis remplie avec 1ul de solution colloidale. Un
tension de polarisation est alors appliquée sur les électrodes. La figure|3.34) nous montre
un exemple d’évolution typique du courant durant 'incubation. Nous observons tout
d’abord un décroissance réguliere du courant dans le temps. Nous observons également
des sauts de courant, reproductibles au cours du temps, d'une amplitude variant entre
10 et 40pA.

1,6x10°

1,4x10°°
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FiG. 3.34 — Caractéristiques 1(t) du dispositif en lors de lincubation de la solution
de nanoparticules de 100nm de diametre sous une tension de polarisation de 1V. Le
dispositif est un réseau d’électrodes interdigitées de 100nm de pas et d’espace inter-
électrodes de 65nm et a été fonctionnalisé par de APTMS avant l'assemblage d’un
maicro-cuve en PDMS.

La présence des sauts observées peut étre attribuée a la création de nouveaux chemins
de conduction sur la surface active du dispositif. Il est particulierement tentant d’associer
a chacun des sauts observés le greffage d’un seule particule sur le substrat. Nous avons
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vu précédemment au paragraphe 3.6.3.2 que nous pouvions donner une estimation de
la valeur de la résistance attribuable a une particule a environ 90GS) sous une tension
de polarisation de 1V. Un calcul simple nous permet d’estimer la contribution d’une
nanoparticule sur le courant global a 11pA. Nous voyons que cette valeur est en tres
bon accord avec 'amplitude des sauts observés dans la figure [3.34 ce qui semblerait
confirmer 1'idée précédente.

Les mesures et les observations effectuées apres 1'incubation de la solution colloidale
et séchage de I’échantillon ont confirmé le greffage des nanoparticules sur la surface active
du dispositif. Toutefois, comme nous pouvons le voir sur la figure|3.35, il reste difficile de
corréler le nombre de sauts observés avec le nombre de nanoparticules sur 1’échantillon.
Tout d’abord, le protocole expérimental ne nous permet pas d’appliquer une tension de
polarisation entre les électrodes immédiatement apres l'injection. Ainsi, durant temps
de 2 ou 3 minutes nécessaire au remplissage et a la connexion des dispositifs, le suivi de
I’évolution de la conductance des dispositifs est impossible.

Malgré un probleme de coagulation di a un séchage de la surface de 1’échantillon lors
du démontage de la cuve, 'image MEB du dispositif donnée dans la figure semble
nous confirmer le pontage des nanoparticules. Ce résultat nous conforte donc sur I’origine
des sauts observés précédemment. Par ailleurs, il semble que nous retrouvions un effet
de répulsion sur les armatures de gauche du dispositif qui correspond effectivement a
I’électrode polarisée négativement durant expérience.

@n
1 pm

Fia. 3.35 — Image MEB apres deuz d’incubations dans une solution colloidale, rin¢age
et séchage.

3.6.4.4 Sensibilité du schéma de détection

Une origine possible des événements observés peut étre liée a la création soudaine de
chemins de conduction sur le dispositif. Il est alors tres tentant de considérer que chaque
événement observé sur la courbe I(t) puisse correspondre a I'immobilisation d’une na-
noparticule entre les électrodes. En effet, nous avons vu que 'amplitude moyenne des
sauts observés est comprise entre 10 et 50pA pour une tension de polarisation de 1V.
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Si nous reprenons le résultat du calcul de la section [3.6.3.2 nous pouvons utiliser la
résistance moyenne d’un chemin de conduction associée a une particule pour évaluer la
variation de courant qu’il engendre. Si nous nous risquons a un tel calcul, nous obtenons :

Al =L 11 x 107124

—_1 ~
Ri — 90+10° —

Ce résultat n’est qu’indicatif et ne doit surtout pas étre généralisé mais il nous
conforte vis a vis de 'hypothese émise. En effet, nous retrouvons un résultat du meéme
ordre de grandeur que les variations observées et nous pouvons donc conclure que les
sauts observés correspondent a I'immobilisation d'une ou de plusieurs nanoparticules. Ce
résultat est particulierement intéressant car il tend a démontrer la tres grande sensibilité
du dispositif : la détection d’une seule nanoparticule semble possible.

3.6.4.5 Perspectives

L’origine des sauts observés durant le dépot semble donc identifiée. Toutefois, nous
n’avons pu mener que peu d’expériences consacrées a la détection de particules en solu-
tion. Des tests complémentaires permettant de relier clairement le nombre de sauts aux
nombre de nanoparticules immobilisées seraient nécessaires. Cette opération reste diffi-
cile a réaliser d’'un point de vue expérimental du fait du délai nécessaire au montage et
démontage du systeme avant ringage au cours desquels la densité de particules continue a
évoluer. Toutefois, méme si une observation rigoureuse n’est pas envisageable, ces temps
de manipulations restent faibles en comparaison des temps d’incubation (2heures) et de
la cinétique de la réaction. L’observation du dispositif devrait refléter assez fidelement
I’état de ’échantillon a la fin de 'acquisition.

A partir des résultats précédents, nous avons pu faire un comptage du nombre d’évé-
nements en fonction du temps d’avancement de 'incubation. Les résultats sont reportés
dans le graphe de la figure[3.36.

Nombre de sauts

N s e e e o T B e my e sy
] 2000 4000 G000 BOOO 10000 12000 14000 16000

Temps dincubation (s)
FIG. 3.36 — Evolution de la densité de particules déposées obtenue pour notre dispositif.
Il semble possible de relier la fréquence des événements a la variation temporelle de

la densité de nanoparticules greffées. Ces résultats peuvent étre comparés aux études de
cinétiques retrouvés dans la littérature. En effet, des études on été menées sur le greffage
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Fic. 3.37 - (a) Evolution de la densité de particules déposées obtenue pour notre dis-
positif. La ligne pleine représente la régression obtenue pour t < 4000s. La régression
nous donne N ~ 0.1663 x t°°. (b) Mémes types de courbes obtenues dans l’équipe de
K.C.Grabar [146] pour des nanoparticules d’Or de 15 nanometres de diamétre greffées
sur une couche d’APTMS

de nanoparticules sur des surface d’amino-silanes et ont permis de mettre en évidence
des variation du nombre N de particules gréffées au cours du temps [146] :

N=Axpxnxyxt/?

avec A constante, p probabilité d’immobilisation sur la surface, n concentration des
particules en nombre/unité de volume, y une constante (dépendant de la taille des
particules, de la viscosité, de la température) et t le temps.

Cette équation est, d’apres ces travaux, en bonne corrélation avec I'expérience pour
des temps faibles. Au cours du temps, la densité du dépot tend vers un maximum
constant, pour lequel la relation continue a décrire une augmentation du nombre de
particules greffées. Si nous effectuons une régression de la forme :

N + No=C x t'/?

ou C est une constante et No le nombre de particules immobilisées durant les deux
minutes de préparation du dispositif. En limitant la fenétre de régression a des temps
inférieurs a 4000s, nous obtenons la régression représenté dans la figure 3.36/ qui nous
donne :

N+ No=C x t'/% avec C = 0.1663 & 0.001 No = 0.5172 & 0.05
Coefficient de corrélation : R ~ 0.9892

Nous pouvons alors comparer ces résultats a la littérature en représentant 1’évolution

de la densité de dépot (Cf figure [3.37).
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Nous voyons que les deux courbes décrivent la méme tendance et que la divergence
pour les temps élevés apparait dans les deux cas. Toutefois, les valeurs des densités cor-
respondant a notre courbe restent bien inférieures aux densités observées au paragraphe
4.4.1. Ces écarts peuvent s’expliquer par la présence d’une tension de polarisation des
électrodes durant le dépot. Nous avons vu par exemple qu’il était possible d’empécher
le dépot de nanoparticules fonctionnalisées par des groupements citrates en polarisant
une électrode a un potentiel négatif. Cependant, méme si ce phénomene limite les me-
sures de cinétiques que nous avons souhaité effectuer dans le cas de ces particules, ce
phénomene est absent dans le cas de particules non chargées telles que les particules
que nous allons utiliser dans le chapitre suivant. Par ailleurs, nous pouvons mettre a
profit ce phénomene, par exemple pour controler et orienter le dépot de particules sur
une surface ce qui laisse présager des perspectives d’applications intéressantes dans le
domaine de la nanostructuration.

3.7 Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce chapitre était de démontrer qu’il est possible d’utiliser des
nanoparticules pour modifier la réponse électrique d’un dispositif basé sur un réseau
d’électrodes interdigitées. Cet objectif semble atteint a ’aide d’une méthode de dépot
basée sur des interactions électrostatiques entre la surface et les particules. Nous avons
pu vérifier la compatibilité des électrodes avec un protocole de greffage simple et identi-
fer, de part le tres bon état de surface obtenu apres greffage, les nanoparticules comme
seules responsables de la modification de la conduction électrique.

Nous avons pu mettre en évidence deux phénomenes majeurs qui conditionnent la
réussite de la détection. Le premier phénomene concerne la localisation des particules
déposées sur la surface. Nous avons pu remarquer que le dépot s’effectuait de facon pré-
férentielle sur les bords des structures. Cette tendance se traduit, en particulier sur les
électrodes, par une majorité de nanoparticules disposées entre les électrodes. Plus exac-
tement, les particules semblent adopter leur conformation pour entrer simultanément en
contact avec les électrodes et le substrat. L’origine de ce phénoméne semble complexe et
la seule prise en compte des interactions électrostatique et de Van der Waals correspon-
dant a l’approche la plus simple du modele DLVO semble insuffisante pour expliquer
I'influence de la topologie du substrat sur le dépot. Il est important de noter que les
simulations que nous avons pu réaliser sont basées sur un systeme a 1’état statique. Il
est probable que la prise en compte des phénomenes liés a la dynamique de la particule
en solution pourrait permettre de mieux décrire I'influence de la topologie de la surface
sur les mouvements d’une particule située a proximité. Quoi qu’il en soit, il est clair que
le guidage des nanoparticules dans ’espace inter-électrodes est a l'origine de la modi-
fication de la conductivité des dispositifs et plus globalement de la réussite du schéma
de détection. L’origine de la localisation des particules n’est pas encore claire et pose la
question de la réussite de la détection électrique pour des particules immobilisées par
des méthodes différentes que celles mises en jeu dans ce chapitre. Ce phénomene laisse
présager des applications intéressantes dans le domaine de ’assemblage et de la nano-
construction. En effet, la modification de la topographie de la surface semble étre un
moyen simple et efficace pour guider 'organisation de nanoparticules pour la formations
d’édifices plus complexes.
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Le deuxieme aspect concerne l'interprétation des phénomenes de conduction entre
les nanoparticules et les électrodes. Le contact n’est vraisemblablement pas de nature
ohmique et met en évidence I'influence des molécules présentes a la fois a la surface de la
particule et du substrat. Nonobstant, le principe de la détection semble bien conduire,
comme nous l'avions espéré en introduction, a une détection a tres haute sensibilité. Une
seule nanoparticule est capable de modifier de facon tres importante la conductance des
réseaux d’électrodes.

Pour l'instant, le faible nombre d’expériences que nous avons pu mener a ce jour ne
nous permettent pas de nous avancer quant a la réalisation de mesures quantitatives.
Une interprétation des phénomenes de conduction ainsi que la prise en compte de la
formation d’agrégats sur les électrodes sont encore nécessaires. Toutefois, nous pouvons
d’ores et déja affirmer qu’il est possible de traduire une augmentation de la densité de
greffage sur un réseau d’électrodes en une variation de conductivité facilement mesu-
rable.

Ces premiers résultats nous confortent dans notre approche et dans la perspective
de son utilisation pour une application de biodétection. La possibilité de réaliser des
mesures directement en solution, la tres haute sensibilité de la détection, la simplicité
de la mesure sont des atouts essentiels pour répondre aux exigences d'un systeme de
détection de biomolécules. Dans le chapitre suivant, nous allons tester la compatibilité
du schéma de détection avec une méthode d’immobilisation des particules basée sur des
interactions entre biomolécules.



Chapitre 4

Vers une immunodétection
électrique

Sommaire

4.1 TIntroduction . . . . .. . . i i i i e e 143
[4.2 Principe de la détection d’anticorps . . . . « v v v v v e i e e e e e e 143
[4.2.1 Adaptation du schéma de détection. . . . ..o 143
[4.2.2  Approche adoptée . . . . . ... 144

(4.3 Protocole expérimental . . . . . . v v v v i e e e e e e e e e e e e e e 146
[4.3.1  Solutions d’anticorps . . . . . . . .o e 146
[4.3.1.1 Nature des anticorps utilisés . . . . . . ... Lo 146

[4.3.1.2  Choix des concentrations . . . . . . . v oo 147

[4.3.2 Immobilisation de la sonde . . . . . . . .. 147
[4.3.2.1  Adsorption des anticorps sur la surface des dispositifs . . . . . . ... .. .. 147

4.3.2.2 Protocole expérimental . . . . . . . ... Lo 148

[4.3.3  Formation du complexe cible-sonde . . . . . . . . ... 149
[4.3.3.1 Spécificité de la reconnaissance . . . . . . . . . ... 149

\4.3.3.2 Protocole expérimentaﬂ .............................. 149

[4.3.4 Greffage de nanoparticules . . . . . . . . .. ... 150
[4.3.4.1 Couplage de nanoparticules et de biomolécules . . . . . . . .. .. ...... 150

[4.3.4.2  Protocole de greffage . . . . . . ..o 150

[4.3.5 Utilisation de micro-cuves en PDMS| . . . . . . . . . ... ... 152

[4.4 Etude du greffage des nanoparticules : Résultats préliminaires . . . . . .. ... 152
\4.4.1 Densité de greﬁagd ...................................... 152
4.4.1.1  Greffage des nanoparticules sur un IgG adsorbé . . . .. .. ... ... ... 152

[4.4.1.2  Influence du couplage IgG - Anti IgG . . . . . . . . ... 153

[4.4.2  Sélectivité du dépOt . . . . . ..o e 154
[4.4.2.1  Sélectivité vis a vis des matériaux . . . . . ..o 154

[4.4.2.2  Chimio-spécificité du greffage . . . . . . . . . ... 155

\4.42.3 Sélectivité du procédé complet\ .......................... 155

[4.4.3 Résistance du greffagd . . . . . . ... 158
4.4.4 Sggnthése ............................................ 158

[4.5 Etude du greffage sur des électrodes interdigitées . . . . . . . ... ... ..... 158
[4.5.1 Homogénéité du dépf)t\ .................................... 158
[4.5.2  Conformation des particules sur les électrodes . . . . . . . ... .o Lo 159
[4.5.2.1  Observations MEB. . . . . . . . ... 159

[4.5.2.2  Observations par AFM . . . . . . .o 160

[4.5.3  Etat de surfacd . . . . . . o oo o 161
[4.5.4 Interprétation des résultats de greffage . . . . . . . . . .. ..., 163

[4.6 Détection électrique de la formation du complexe cible-sonde . . ... ... .. 164
4.6.1 Objectifs . . . . . . . e 164
[4.6.2  Evolution de la conductance au cours des étapes de greffage . . . . . . . ... .. ... 164
[4.6.2.1  Dispositif VIErSe . . . . o oot 164

[4.6.2.2 Dispositif apres adsorption du premier anticorps Ig. . . . . . . . . ... ... 164



142 Vers une immunodétection électrique

[4.6.2.3  Dispositif apres incubation du deuxiéme anticorps . . . . . . . ... ... .. 166
4.6.2.4 Dispositif apres greffage des nanoparticules . . . . . . . ... ... ... ... 166
\4A6.3 Interprétations des résultats . . . . . . . . ... Lo 168
[4.6.3.1 Nature du contact . . . . . o oo v 168
[4.6.3.2  Linéarité de la détectionl. . . . . . .. ... ... ... ... ... ... .. .. 169
[4.6.3.3  Sélectivitd . . . . ... 169
[4.6.4  Vers une mesure quantitative . . . . . . . . ... 170

‘4.7 Conclusion et perspectiveﬂ ................................ 174




4.1 Introduction 143

4.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons pu démontrer les possibilités offertes par
I'utilisation de réseaux d’électrodes interdigitées pour la détection de I'adsorption de
nanoparticules métalliques. Ces premieres expériences mettent en jeu le dépot direct
des nanoparticules sur la surface active des dispositifs et semblent démontrer un grand
niveau de sensibilité ainsi que la possibilité de travailler avec de faibles volumes de solu-
tions. Ces premiers résultats sont particulierement encourageants au regard des criteres
que nous avions fixés dans le premier chapitre pour le développement de dispositifs de
biodétection.

Il s’agit désormais de tirer partie de ces premiers résultats pour adapter le schéma
de détection pour une immunodétection (ie la détection d’un anticorps). Comme nous
I’avons vu en introduction, une stratégie basée sur la formation d'un complexe entre
une sonde immobilisée sur la surface des dispositifs et une cible a détecter offre de
nombreux avantages mais nécessite une adaptation du protocole expérimental établi
dans le chapitre 3.

Les modifications engendrées par un nouveau protocole de greffage sont doubles :
d’une part, nous pouvons nous attendre a ce que la présence du complexe cible-sonde
modifie la nature des interactions entre la surface et les particules et donc la localisation
et 'homogénéité du greffage des nanoparticules. D’autre part, la nature du contact entre
les électrodes et les particules sera elle aussi modifiée et aura une répercution directe
sur la signature électrique.

Une large partie de ce chapitre sera donc dédiée a I’étude de la sélectivité du protocole
de greffage et son influence sur les modifications de la réponse électrique des dispositifs,
en particulier sur la sensibilité de la détection.

Les objectifs de ce chapitre concernent ici aussi la validation du schéma de détection.
Ne disposant que de peu d’expérience dans 'utilisation de biomolécules telles que les
anticorps et leur manipulation, les différents protocoles ont été volontairement simplifiés
de fagon a converger tres rapidement vers les premiers tests de détection. De nombreuses
améliorations resteront a apporter dans les développements futurs du schéma de détec-
tion. Toutefois, nous donnerons les premieres conclusions quant aux possibilités offertes
par notre procédé en comparant nos résultats aux criteres que nous avons dégagés dans
le chapitre d’introduction.

4.2 Principe de la détection d’anticorps

4.2.1 Adaptation du schéma de détection

Désormais, notre objectif n’est plus de détecter des nanoparticules métalliques mais
d’associer la réponse électrique du dispositif a l'interaction entre deux biomolécules.
Comme nous 'avons décrit en introduction, nous avons basé notre schéma de détec-
tion sur une stratégie impliquant un couplage entre une molécule cible et une molécule
sonde. C’est la formation du complexe cible-sonde que nous devons maintenant parve-
nir a détecter. Dans cette approche, nous allons utiliser les nanoparticules en tant que
marqueurs ou plus exactement en tant que révélateurs de la formation de ce complexe.

Dans le chapitre précédent, le schéma de détection était basé sur un protocole en
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deux étapes impliquant une premiere étape de traitement du substrat puis le dépot
des nanoparticules fonctionnalisées. La sélectivité du dépot était alors liée 'interaction
électrostatique entre les groupements citrates de la particule et les molécules silanes
amine greffées sur la surface.

Dans le cas présent, nous voulons modifier le schéma de détection pour rendre le
greffage des nanoparticules dépendant exclusivement de la reconnaissance moléculaire
entre deux anticorps. Pour cela nous souhaitons adopter un schéma classique impliquant
une interaction entre un anticorps ”"sonde” déposé sur la surface et un anticorps "cible”
en solution qui ,dans notre cas, devra permettre le dépot sélectif de nanoparticules
métalliques.

Le test immunologique typique se déroulera en trois étapes principales (Cf. Figure
4.1) : i)dépot de anticorps sonde sur la zone active du dispositif ; 1) incubation de I'anti-
corps cible; 4ii) révélation du test par incubation des nanoparticules qui vont se déposer
uniquement sur les zones de la surface ou la cible et la sonde forment un complexe stable.
Parmi les modifications que nous devons apporter au protocole, nous pouvons distinguer
deux étapes clefs : d'une part le dépot des anticorps sur la surface et son influence sur la
réactivité et d’autre part le greffage des nanoparticules métalliques apres l'interaction
entre les molécules cibles et sondes. Ce nouveau schéma de détection va nécessiter la
mise au point d’'un protocole spécifique qui devra respecter au mieux les restrictions
imposées par le principe de reconnaissance, en particulier la sélectivité et la spécificité
de la reconnaissance et qui devra s’adapter au mieux a notre méthode de détection. En
particulier, nous attacherons beaucoup d’importance au suivi de I’évolution de 1'état
de surface du dispositif au fur et a mesure des étapes. La présence de résidus aura des
répercutions directes sur le contact électrique entre les particules et les électrodes et
donc sur la sensibilité globale de la détection.

L’objectif des travaux présentés dans ce chapitre est principalement de démontrer
la compatibilité du schéma de détection avec une immunodétection et de dégager les
parametres clefs de la technique. Nous avons choisi de déposer les anticorps sondes
par simple adsorption sans utiliser de greffage covalent ce qui, comme nous le verrons,
constitue probablement une des principales limitations de ces expériences. Toutefois,
chacune des étapes du protocole sera discutée a la lumiere de nos observations et des
résultats publiés dans la littérature et des solutions technologiques alternatives seront
proposées dans la perspective des prochains développements de la technique.

4.2.2 Approche adoptée

Tous les dispositifs utilisés dans ce chapitre sont semblables a ceux utilisés dans le
chapitre précedent. Il s’agit de réseaux d’électrodes interdigitées en Or fabriquées sur une
couche de silice de 300nm d’épaisseur. Les dimensions des électrodes seront conservées
(pas de 100nm pour un espace inter-électrodes d’environ 65nm).

Le schéma de détection complet que nous allons mettre en oeuvre est représenté dans
la figure Il regroupe les deux cas de figure dans lesquels nous allons tester notre
approche a savoir une expérience de test "positive” pour laquelle la reconnaissance entre
I’anticorps primaire et 'anticorps secondaire doit mener au greffage de nanoparticules et
un test "négatif” impliquant deux anticorps non complémentaires a partir duquel nous
testerons la sélectivité du protocole.
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F1G. 4.1 — Schéma de principe des différentes étapes du protocole de détection électrique
de l’interaction entre deux anticorps. Un premier anticorps “sonde”, est déposé dans
l’espace inter-électrode du dispositif. L anticorps “cible” est ensuite incubé sur la surface.
Cet anticorps sera fonctionnalisé par des molécules de biotine. En cas d’interaction avec
la sonde (colonne de gauche - test positif ), des molécules de biotine seront accessibles
sur la surface. La présence de la cible sur la surface pourra alors étre "révélée” par le
greffage de nanoparticules métalliques fonctionnalisées par un anticorps anti-biotine. Le
greffage de ces particules dans [’espace inter-électrode modifie la conductance globale du
dispositif. Dans ot le cas ou la cible n'interagit pas avec la sonde (colonne de droite -
test négatif), les nanoparticules métalliques ne trouveront pas de site d’accrochage sur
la surface et n’engendreront aucune modification de la réponse électrique.

Un premier anticorps, la "sonde”, est déposé sur la surface du dispositif par simple
adsorption. Un deuxieme anticorps, la "cible”, est ensuite incubé sur le dispositif. Cet
anticorps présente la particularité d’étre fonctionnalisé par des molécules de biotine.
Dans le cas d’une interaction avec la sonde, les molécules cible vont étre immobilisées
sur la surface. La présence de ces fonctions biotines sur la surface permet alors le greffage
de nanoparticules métalliques fonctionnalisées par des molécules anti-biotine. Ainsi, ces
nanoparticules vont révéler la présence de la cible sur la surface. Dans le cas d'un test
négatif ou la cible n’interagit pas avec la cible, les particules ne disposeront pas de site
de greffage sur la surface.

Les questions qui se posent concernent premierement la conformation du dépot. En
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effet, comme nous 'avons vu au chapitre 3, des forces d’attraction semble favoriser le
dépot de nanoparticules dans ’espace inter-électrodes des dispositifs. Cependant, dans le
cas présent, le couple de molécules permettant le greffage des particules est totalement
différent et la contribution électrostatique aux forces d’interactions devient beaucoup
plus faible.

Une deuxieme question se pose quant a la variation de conductivité engendrée par
les nanoparticules. Si nous admettons que le dépot conduit ici aussi au pontage des
électrodes, nous ne savons pas quelle sera la nature du contact entre la particule et les
électrodes. Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, les molécules qui vont
servir de lien avec la particule et qui vont donc s’intercaler entre les électrodes et la
molécule sont bien plus volumineuses que précédemment et pourront conduire a une
augmentation de la résistance de jonction. Nous préterons une grande attention a la
variation de la sensibilité du dispositif ainsi qu’a la linéarité de la réponse au greffage.

Enfin, la multiplication des étapes de traitement ne doit pas détériorer la sélectivité
du schéma de détection. Nous attacherons donc une grande importance a réaliser des
expériences de controle a chacune des étapes du traitement.

4.3 Protocole expérimental

4.3.1 Solutions d’anticorps

Note : L’annexe |C rassemble une introduction rapide au réle des anticorps dans le
systeme immunitaire animal ainsi qu’un glossaire des termes spécifiques a l'immunolo-

gie.

4.3.1.1 Nature des anticorps utilisés

L’ensemble des anticorps utilisés dans ces expériences sont des anticorps monoclo-
naux . Ces anticorps ont été générés a partir de la duplication a 'identique ou clonage
d’un seul type de lymphocyte B et ne reconnaissent qu'un seul épitope ou site de recon-
naissance porté par l'antigene. Ces anticorps sont généralement préférés aux anticorps
polyclonaux qui, bien qu’offrant une plus grande sensibilité, sont beaucoup moins sé-
lectifs. En effet ces derniers sont générés a partir de plusieurs clones de lymphocytes B
chacun de ces clones présentant une spécificité avec un des épitopes portés par ’antigene.

Anticorps fonctionnalisés

Nous avons utilisé un seul type d’anticorps marqués par des molécules de biotine.
Il s’agit d’anticorps complets (H4L) monoclonaux de type anti-boeuf et provenant du
Lapin. Chacun de ces anticorps présente une a trois molécules de biotine réparties sur
I’ensemble de la chaine peptidique. La biotine aussi appelé appelée vitamine H ou B8,
est un coenzyme naturel. Une représentation simplifiée de sa structure est donnée dans
la figure [4.2.

La tres grande stabilité et la grande affinité vis a vis d’especes telles que la strep-

tavidine ou l'avidine font de la biotine une molécule tres largement utilisée dans des
applications de marquage et d’'immobilisation de biomolécules.
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Fia. 4.2 — (a) Représentation de la fonctionnalisation des anticorps par des mo-
lécules de biotine. (b) Représentation semi-développée de la molécule de biotine
(M=244.3g.mol™ ).

Les solutions meres d’anticorps fonctionnalisés de concentration 1mg/mL ont été
fournies par la société Uptima (Interchim). Dans la suite du chapitre, cet anticorps sera
noté IgG(A). La surface occupée par un anticorps peu a été considérée comme circulaire
avec un diametre compris entre 10 et 15nm [147].

Anticorps non fonctionnalisés

Deux variétés d’anticorps ont été utilisés en tant que sonde. Il s’agit d’anticorps (H+L)
de type Anti-lapin provenant du singe que nous noterons Anti-IgG(A) et de type Anti-
chevre provenant du lapin noté IgG(B) (Uptima - Interchim).

4.3.1.2 Choix des concentrations

Les solutions d’anticorps ont été préparées par simple dilution des solutions meres
dans un tampon phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline) & pH=7.2. Les concen-
trations des anticorps en solution ont toutes été fixées a 10 pg/mL. Comme nous le
verrons par la suite, cette concentration offre un bon compromis entre temps de réac-
tion et densité de greffage. Cette concentration a été retenue apres des expériences de
tamponnage moléculaire et de détection en fluorescence qui ne seront pas reportées dans
ce manuscript.

Note : PBS (Phosphate Buffer Saline : pH = 7.2 Mélange Nay HPO, (48mMol.L~")/KH, PO,
(20mMol.L™") dans de l’eau + NaCl (= 250mMol.L™"))

4.3.2 Immobilisation de la sonde
4.3.2.1 Adsorption des anticorps sur la surface des dispositifs

A la différence des oligonucléotides notamment, il n’existe pas de solution techno-
logique pour la synthese in-situ des protéines sur un substrat. Aussi, la recherche de
solutions technologiques pour I'immobilisation d’anticorps et plus largement de pro-
téines sur une surface a suscité de nombreuse recherches [148] en particulier dans le
cadre d’applications liées a la biodétection.
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La méthode utilisée doit offrir un bon compromis entre la densité de greffage et la
conservation de la réactivité des molécules. En effet, il a été démontré que la densité de
greffage avait une incidence directe sur ’accessibilité des anticorps greffés sur la surface
et donc sur leur réactivité [149]. D’autre facteurs tels que I’orientation des molécules sur
la surface, leur taille, '’homogénéité du dépot influencent également 'accessibilité des
anticorps [150].

Parmi les solutions proposées, de nombreuses stratégies sont basées sur la fonction-
nalisation d’un substrat et 'utilisation d’un ligand pour fixer la molécule d’intérét au
substrat. Une autre stratégie consiste a utiliser les propriétés d’adsorption des protéines.
Cette solution est bien souvent préférée car elle permet de réduire le nombre d’étapes
de traitements et de simplifier le protocole. Par ailleurs, en modifiant les propriétés
physico-chimiques de la surface du substrat, il est non seulement possible de favoriser
I'adsorption mais aussi de passiver la surface vis a vis du dépot [151]. Il est donc possible
d’immobiliser de facon spécifique les anticorps en modifiant localement les propriétés de
la surface. Les méthodes de modification des propriétés du substrat passent généralement
par la fonctionnalisation de la surface par des monocouches auto-assemblées (SAMs).
Leur utilisation en combinaison des techniques telles que le micro-contact printing [106]
ou des dispositifs de micro fluidique est particulierement intéressante car elle permet
une fonctionnalisation simple et localisée de la surface.

Bien qu’ayant suscité de nombreux travaux, le controle et la compréhension des mé-
canismes d’adsorption restent encore controversés [152]. Les anticorps et dans un cadre
plus général les protéines présentent un caractere amphiphyle et semblent pouvoir s’ad-
sorber sur la plupart des surfaces solides [153]. Bien que la nature exacte des interactions
soit difficilement accessible, certaines tendances ont pu étre dégagées. Il semble en par-
ticulier que l'adsorption de protéines est sensible a ’organisation des molécules d’eau
sur la surface [151] et que le dépot est favorisé par les surfaces présentant une bonne
mouillabilité [154].

Nous avons souhaité mettre a profit les bonnes propriétés de mouillage de la surface
de silice présente sur nos dispositifs pour adsorber les anticorps. De nombreux résul-
tats concernant ce matériau ont d’ailleurs été rapportés a ce jour et ont pu démontrer
d’une part 'adsorption mais surtout la conservation de la réactivité des anticorps apres
adsorption [149, 155, 156, 147]. Nous pensons, comme cela sera démontré par la suite,
qu'une stratégie d’immobilisation des sondes protéique plus raffinée sera un passage
obligé pour améliorer les performances de nos nano-dispositifs.

4.3.2.2 Protocole expérimental

Pour mettre au point le protocole d’adsorption des anticorps sur la surface du dis-
positif, nous nous sommes inspirés des protocoles utilisés au laboratoire dans le cadre
de la technique de Micro Contact Printing (uC'P) [157, 158, 106, 147].

Les anticorps ont été déposés sur la surface des échantillons par simple adsorption.
Les échantillons n’ont subit aucun traitement de surface spécifique en vue du dépot. Les
solution d’anticorps a 10 pug/mL ont simplement été incubées en déposant une goutte
de solution sur I’échantillon dans une atmosphere saturée en vapeur d’eau ou bien en
injectant 1uL de solution dans une micro-cuve déposée sur ’échantillon (Cf. Annexe/4.7).
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Incubation de I’anticorps cible :
. Dépot d’une goutte de 8ul. de solution sur un échantillon . dans une
atmosphere saturée en vapeur d’eau ou
Introduction de 1uli de solution dans une micro-chambre en PDMS dé-
posée sur ’échantillon.
— Incubation pendant 20 minutes
— Lavages
. Deux lavages successifs par immersion de 1’échantillon dans du tampon
phosphate t = 2min (x2) (avec agitation).
. Deux ringages successifs par immersion de 1’échantillon dans une solu-
tion d’eau désionisée. t = 2min (x2) (avec agitation).
— Séchage et stockage sous azote

4.3.3 Formation du complexe cible-sonde

La description plus détaillée de la structure et des mécanismes intervenant lors de
la reconnaissance entre un anticorps et son antigéne est donnée en AnnexdC. Nous ne
rappelerons ici que les éléments principaux.

4.3.3.1 Spécificité de la reconnaissance

Dans la réponse immunitaire le role des anticorps est de reconnaitre et de se lier de
fagon spécifique a une molécule nommée antigene. Dans notre cas, nous avons utilisé des
anticorps appelés "anticorps secondaires”. Ces anticorps ont été générés par le systeme
immunitaire d'une espece animale en réponse a l'introduction d’un premier anticorps
provenant d’une espece différente. Ce premier anticorps a déclenché une réponse immu-
nitaire et constitue donc l’antigene de ’anticorps secondaire généré. Ces anticorps sont
donc capables de reconnaitre et de se fixer sur un autre anticorps IgG présentant un
épitope complémentaire et sont qualifiés d’anti-immunoglobulines. Dans notre cas, les
anticorps de type anti-lapin du singe ont donc été produits par le systeme immunitaire
du singe en réponse a l'introduction d’un anticorps produit par le systéme immunitaire
du lapin. Par ailleurs, ces anticorps sont monoclonaux et possedent donc une tres grande
spécificité (Cf Annexe|C). Ce parametre est capital dans notre approche car il controlera
directement la sélectivité du greffage.

4.3.3.2 Protocole expérimental

Le protocole d’incubation du premier anticorps “sonde” avec le deuxieme anticorps
“cible” fonctionnalisé par des molécules de biotine est issu d’expériences sur lames de
verres sur lesquelles des Anticorps sonde ont été déposés par tamponnage moléculaire
et le résultat de l'interaction avec un anticorps cible suivi par fluorescence. Nous avons
retenu la procédure suivante :
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Incubation de ’anticorps cible :
Dépot d'une goutte de S8yl de solution sur un échantillon dans une at-
mosphere saturée en vapeur d’eau ou
Introduction de 1ul de solution dans une micro-chambre en PDMS dé-
posée sur ’échantillon.
— Incubation (t= 30 a 45 minutes)
— Lavages
. Deux lavages successifs par immersion de ’échantillon dans du tampon
phosphate t = 2min (x2) (avec agitation).
. Deux ringages successifs par immersion de 1’échantillon dans une solu-
tion d’eau désionisée. t = 2min (x2) (avec agitation).
— Séchage et stockage sous azote

4.3.4 Greffage de nanoparticules
4.3.4.1 Couplage de nanoparticules et de biomolécules

De tres nombreuses techniques permettent de fonctionnaliser des nanoparticules avec
des biomolécules [79]. Dans le cas particulier des immunoglobulines, plusieurs solutions
sont disponibles pour lier la nanoparticule avec la protéine. Par exemple, il est pos-
sible d’utiliser une fonctionnalisation de certains amino acides des protéines avec des
groupements de type thiols qui peuvent se lier directement a des colloides d’Or. Il est
également possible d’utiliser des groupements amines qui permettent d’utiliser des in-
teractions électrostatiques avec des nanoparticules fonctionnalisées et stabilisées par des
groupements citrate.

Dans notre cas, nous avons choisi de travailler avec des nanoparticules fonction-
nalisées par des anticorps de type anti-biotine qui pourront lier la nanoparticule au
groupement biotine porté par les anticorps cibles. Méme si les constantes d’affinité sont
plus faibles que dans le cas du couple biotine/streptavidine (Ka ~ 10'%), ces anticorps
présentent une tres grande affinité (Ka compris entre 10* et 10'? ( Cf. Annexe[C)) avec
les molécules de biotine et seront donc bien appropriés pour le greffage de nanoparticules
sur une surface présentant des groupements de type biotine (Cf Figure .

Nous avons utilisé des nanoparticules d’Or de 78 nm de diametre moyen fournies par
la société QIAGEN et initialement destiné au marquage de molécules d’ADN et a leur
détection par diffusion de lumiere. Ce kit comprend, entre autre, toutes les solutions
tampons de lavage, de dilution ainsi que des nanoparticules d’Or fonctionnalisées par
des anticorps anti-biotine monoclonaux qui nous offrent donc une tres grande sélectivité.

4.3.4.2 Protocole de greffage

Le protocole de greffage que nous avons employé tout au long de nos expériences a
été adapté a partir du protocole fournit par Qiagen ([159]) :

IKit "HighLight™ Single Color kit” (Réf.934001)
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) —
J\' / Anti-biotine
(monoclonal)
-

B4 \(~ Anticorps
fonctionnalisé
2 8 o8 8 e % bictine

Fic. 4.3 — Schéma du principe de greffage des nanoparticules fonctionnalisées par des
anticorps antibiotine sur une surface couverte d’anticorps fonctionnalisés par des molé-
cules de biotine.

— Préparation du substrat :
. Adsorption ou incubation des anticorps (Cf Paragraphes précédents)
— Préparation de la solution colloidale :
. Homogénéisation de la solution colloidale (agitation Vortex t=30s)
. Mélange de 1uL de la solution colloidale (HighLight RLS particles) avec
0.5uLL de solution de dilution.
— Incubation de la solution colloidale :
. Introduction de 1uL de solution colloidale diluée dans la micro-cuve en PDMS
ou
. Dépot de 8ul. de solution colloidale sur la surface de 1’échantillon dans une
atmosphere saturée en eau
. Incubation pendant 20 minutes
— Préparation de la solution de lavage (Solution 37)
. Mélange 95 % / 5 % en volume d’eau désionisée et de tampon "WAT”
— Lavages
. Deux Lavages successifs par immersion de ’échantillon dans 2mL de solution
3Tt = 2min () (avec agitation).
. Deux Rincages successifs par immersion de 1’échantillon dans une solution
d’eau désionisée. t = 2min () (avec agitation).
— Séchage et stockage sous azote

T : références des solutions utilisées dans le protocole QIAGEN [159]

textitNote : Toutes les solutions sont préparées avant chaque expérience

Nous reviendrons en détail sur la morphologie des particules dans les paragraphes
qui vont suivre.
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4.3.5 Utilisation de micro-cuves en PDMS

Parmi les premiers tests concernant la détection de la formation du complexe cible-
sonde, deux essais ont été menés en utilisant des micro-cuves en PDMS pour I'incubation
des deux anticorps cibles et sondes sur la surface. Les solutions d’anticorps et de lavage
ont été introduites par I'intermédiaire d'un capillaire relié a une micropipette (Cf. An-
nexe 4.7). Les volumes des solutions d’anticorps et de lavage ont été réduits respective-
ment a 2ul et 100uL. Le controle du remplissage des cuves a été effectué sous microscope.
La micro-cuve a été reportée sur la surface du dispositif sans traitement préalable au
plasma O, et maintenue par I'intermédiaire d’une lame de verre pour éviter toute fuite
due a une surpression lors du remplissage. Apres remplissage par la solution d’anticorps
cibles et lavage, la cuve est enlevée et la surface de I’échantillon est séchée sous flux
azote. Nous n’avons pas souhaité procéder a l'incubation de la solution colloidale par
I'intermédiaire de la cuve pour éviter tout probleme de séchage du aux bulles d’air qui
délimitent les différents volumes de solutions dans les capillaires. La solution colloidale a
donc été utilisée soit par dépot direct sur la surface de ’échantillon soit en utilisant une
micro-cuve ouverte déposée sur la surface sans traitement préalable. Dans les deux cas,
le lavage est effectué en immergeant 1’échantillon dans une solution de PBS ou d’eau DI.

4.4 Etude du greffage des nanoparticules : Résultats
préliminaires

4.4.1 Densité de greffage
4.4.1.1 Greffage des nanoparticules sur un IgG adsorbé

Avant de nous intéresser au protocole complet mettant en jeu la reconnaissance
entre les deux anticorps, nous avons souhaité étudier le greffage des nanoparticules sur
une surface de SiO2 apres adsorption de I'anticorps Anti-IgG(A) fonctionnalisé par la
biotine. Cette premiere étape nous permet d’'une part de valider le greffage et d’autre
de comparer les densités de greffage a celles obtenues par interaction électrostatique.

La figure [4.4(b) nous donne un exemple d’observation MEB d’un greffage de parti-
cules d’Or de 78nm fonctionnalisées anti-biotine apres incubation d'un anticorps bioti-
nilés sur la surface (Cf protocole). Une image MEB du greffage de nanoparticules par
interaction électrostatique (citrate-amine) est donnée pour comparaison.l’image (a) a
été obtenue suivant le protocole décrit dans la chapitre précédent apres 30 minutes d’in-
cubation. Le dépot de I'image (b) a été obtenu apres incubation pendant 45 minutes
d’un anticorps biotinilé et 20 minutes d’incubation de la solution de nanoparticules
fonctionnalisées anti-biotine.

Faisons abstraction dans un premier temps des différences de densités de greffage
et intéressons nous a 'homogénéité du dépot. Contrairement aux résultats du chapitre
précédent, la répartition des particules sur la surface n’est pas homogene et montre une
proportion tres importante d’agrégats constitués de quelques particules.

Nous n’avons que peu d’information sur la solution colloidale et il nous est difficile
d’interpréter ce phénomene. Toutefois, les conditions expérimentales du dépot sont par-
faitement similaires a celles présentées dans le chapitre précédent et il parait légitime
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F1G. 4.4 - Images MEB du greffage de nanoparticules d’Or par interaction électrostatique
(de type citrate-amine)(a) et par couplage biotine anti-biotine (b).

d’attribuer cet effet a la présence des biomolécules (IgG, biotine, anti-biotine). L’ori-
gine la plus probable peut étre naturellement attribuée a ’absence ou la faiblesse des
répulsions électrostatiques entre les particules de la solution qui peut favoriser la flo-
culation des particules. Ce premier résultat semble constituer une premiere limitation
majeure dans notre schéma de détection en particulier en ce qui concerne 1’obtention
d’une réponse quantitative.

Intéressons nous maintenant a l'influence sur le dépot de la présence de I'anticorps
cible.

4.4.1.2 Influence du couplage IgG - Anti IgG

La figure 4.5/ permet de comparer le résultat précédent au résultat obtenu apres
20 minutes d’adsorption d'un anticorps de type IgG(A) biotinilé puis incubation de
I'anticorps cible Anti-IgG(A) (45min) et greffage des particules (20min).

Nous pouvons voir que les dépots présentent les mémes caractéristiques, a savoir la
présence d’agrégats dont la taille peut atteindre quelques dizaines de nanoparticules et
une densité de greffage équivalente de I'ordre de 5 & 6 particules\um?. Ce phénomene
d’agglomération des particules sur la surface apparait donc aussi bien lors du greffage
des nanoparticules directement sur un anti-corps biotinilé adsorbé ou lors du greffage des
nanoparticules sur un complexe anticorps/anticorps biotinilé. Son origine n’est donc pas
liée a la présence du complexe anticorps primaire/anticorps secondaire sur la surface.
Bien que le couplage entre les deux anticorps ne soit donc pas a mettre en cause, 1’origine
de la formation d’agglomérats est difficile a cerner. La premiere cause peut étre attribuée
a la solution de nanoparticules. Toutefois, les conditions de conservation et d’utilisation
imposées par le protocole QIAGEN ont été strictement respectées. En particulier, les
solutions ont été homogénéisées par agitation (Vortex) avant chaque utilisation. Ce n’est
pas cette explication que nous privilégions.

Une autre origine pourrait étre attribuée au phénomene de désorption des anticorps
Anti-IgG(A) fonctionnalisés par des molécules de biotine. En effet, nous avons vu au
paragraphe 4.3.2] que les anticorps sont uniquement adsorbés sur la surface. Lors de
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Fi1Gc. 4.5 — Deux exemples d’observations MEB de greffage de nanoparticules d’Or par
interaction biotine anti-biotine sur un anticorps cible biotinilé en l’absence (a) et en
présence de 'anticorps sonde (b) déposé au préalable sur le substrat.

I'incubation de la solution colloidale, il est probable que certains soient désorbés et re-
solubilisés dans la solution colloidale. Ces anticorps peuvent alors réagir avec un ou plu-
sieurs nanoparticules et conduire a un phénomene ”d’agglutination”. Ce phénomene tres
bien connu est utilisé en immunologie [160] pour visualiser la fixation Anticorps-Antigene
(exemple : hemagglutination pour détermination d’un groupe sanguin). Comme nous
'avons vu dans le cas des anticorps IgG (Cf. Annexe [C), deux sites de reconnaissance
sont présents sur la molécule. Si un antigene est placé a la surface de grosses particules
(bactéries,...), un anticorps peut alors se lier a deux particules simultanément. Lorsque
les concentrations en anticorps sont suffisantes, ce phénomene conduit a un précipité
formés d’agrégats de particules réunies par les anticorps.

Dans notre cas, nous savons que les anticorps Anti-IgG(A) possedent plusieurs molé-
cules de biotines fixées a leur surface. Il est donc probable que certains anticorps présents
en solution puissent se lier a plusieurs particules et conduire a la formation d’agrégats.

4.4.2 Sélectivité du dépot

Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité étudier la sélectivité du greffage vis a
vis de 'adsorption des différents anticorps que nous allons utiliser. Cette premiere étape
nous permettra de déterminer l'origine exacte de leur fixation sur la surface.

4.4.2.1 Sélectivité vis a vis des matériaux

La figure 4.6/ nous donne un apercu d’une observation MEB apres adsorption d’un
anticorps sonde, incubation d’un anticorps cible et greffage des particules. Sur cette
figure, on observe claiement 1’adsorption des nanoparticules sur la surface. Les surfaces
de silice (a gauche) ou d’Or (& droite) présentent des densités de nanoparticules tout a
fait comparables.

Ce résultat a été confirmé par 'ensemble des expériences faites sur les dispositifs fa-
briqués et démontre clairement que le dépot de nanoparticules induit les mémes densités
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Fi1G. 4.6 — Exemple d’observation MEB du greffage de nanoparticules apres interaction
entre anticorps (IgG(A) - Anti IgG(A)) sur une surface d’Or et de silice.

de greffage sur les deux matériaux.

4.4.2.2 Chimio-spécificité du greffage

Pour identifier 1'origine exacte du greffage, nous avons procédé a une série de tests
pour identifier 'influence de chacune des molécules utilisées sur les résultats de greffage.
Notre objectif est d’identifier clairement 1’origine du greffage de nanoparticules. La figure
rassemble les résultats de greffage obtenus apres dépot sur des surfaces de dispositifs
vierges de chacune des molécules utilisées.

Ces résultats nous montrent clairement que, dans nos expériences, seule ’adsorption
d’anticorps marqués par de la biotine permettent le greffage sur la surface des particules
métalliques fonctionnalisées. Ce résultat est tres important car il nous permet d’associer
avec certitude la présence de nanoparticules avec ’adsorption ou le greffage sur la surface
d’anticorps biotinilés. Ces expériences confirment le role que nous souhaitions voir jouer
par les nanoparticules c’est a dire de révéler les zones de la surface ou tout anticorps
biotinilé s’est adsorbé de maniere stable.

4.4.2.3 Sélectivité du procédé complet

Dans ce paragraphe, nous allons finalement nous intéresser au protocole expérimental
complet que nous avons décrit en introduction de ce chapitre.

La figure [4.8 nous permet de comparer les deux résultats de greffage obtenus apres
incubation de I'anticorps Anti-IgG(A) et de la solution colloidale, pour un test dit "po-
sitif” et un test "négatif” correspondant respectivement a l’adsorption d’un anticorps
IgG(A) et IgG(B) sur la surface.

Nous observons clairement un différence notable de la densité de nanoparticules
adsorbées sur la surface. Le test positif est révélé par une forte densité de nanoparti-
cules, le test négatif conserve une densité de nanoparticules extrémement faible. Nous
pouvons donc conclure que dans le cas d'un test immunologique complet, les nano-
particules conservent bien leur role de marquage. Comme nous ’avions constaté au
paragraphe 4.4.1.2| les densités de greffage obtenues dans le cas positif sont voisines de
5 particules/um?.
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F1a. 4.7 — Comparaison des résultats de greffage de particule (observations MEB) consé-
cutive a lincubation d’une solution colloidale sur une surface de silice obtenus apres
adsorption de l'anticorps 1gG(A) (a), de Uanticorps IgG(B) (b) et d’un anticorps anti
IgG(A) fonctionnalisé par des molécules de biotine (c). Les derniers résultats (d) ont
été obtenus sur un échantillon vierge. Les parties les plus claires des échantillons sont
couvertes d’or. Les parties les plus sombres correspondent a la silice.

Dans le cas "négatif” ou 'anticorps IgG(B) a été adsorbé sur la surface, nous obser-
vons que malgré la non spécificité des deux anticorps, la densité de nanoparticules n’est
pas nulle. Une estimation rapide nous permet de dénombrer 0.4 particules/um?.

Meéme si 'écart de densité est tres important, nous voyons que la sélectivité du
protocole n’est pas totale. Une des interprétations probable de ce phénomene est liée a la
premiere étape d’adsorption de ’anticorps sonde et peut étre rapprochée de 1’observation
faite au paragraphe 4.4.1. En effet, nous savons que les anticorps peuvent s’adsorber
spontanément sur une surface de silice et d’Or. Or, nous n’avons aucune information
sur la densité et sur le taux de couverture de ces molécules sur la surface. En admettant
que le taux de couverture de la surface par la molécule sonde ne soit pas total, il existe
donc des sites vacants qui pourront alors permettre ’adsorption des molécules cibles
biotinilées. Dans le cas du test négatif, les molécules Anti-IgG(A) biotinilées pourront
s’adsorber dans les sites laissés vacants par les molécules sondes et stabiliser ainsi des
nanoparticules sur la surface. En ce sens, I'image de la figure|4.8(b) peut étre considérée
comme une caractérisation des lacunes présentes dans la couche moléculaire formée par

5 um

5 um
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Fi1G. 4.8 — Comparaison du greffage de particules obtenu apres incubation de ’anticorps
Anti-IgG(A) sur une surface ou ont été adsorbés des anticorps IgG(A) (a) et 19G(B)

(b).

les anticorps sondes. Cette image atteste que ’adsorption des sondes n’est pas parfaite
et totalement couvrante (ou que les molécules sondes puissent étre désorbées de la
surface lors de l'incubation de la cible), mais elle montre toutefois que le nombre de
défauts est suffisamment faible pour que le discernement des tests positifs et négatifs soit
possible. Comme nous 'avions noté au paragraphe [4.4.1, la méthode d’immobilisation
que nous avons choisi permet de simplifier les protocoles mais présente un certain nombre
d’inconvénients liés a ’adsorption des anticorps sonde sur la surface. Dans les prochains
développements de la technique, un greffage irréversible sera a envisager a la fois pour
augmenter la densité de greffage mais surtout pour éviter tout phénomene de désorption.

En ce qui concerne le taux de couverture, nous avons pu tester avec succes I'influence
de la BSA (Bovine Serum Albumine) pour la passivation des sites laissés vacants apres
I’adsorption de la sonde. Toutefois, I'utilisation de la BSA ne permet pas de résoudre le
probleme de la désorption de I’anticorps sonde. Les expériences réalisées par adsorption
de la BSA ne sont pas reportées dans ce manuscript.
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4.4.3 Résistance du greffage

Comme dans le cas du chapitre précédent, les échantillons ont subi, apres incubation
des solutions colloidales, de nombreuses procédures de lavage par une solution de tampon
phosphate y compris des lavages assistés par ultra-sons. Des observations MEB ont
permis de confirmer que ces divers traitements n’affectent pas la densité de particules
greffées.

4.4.4 Synthese

A la lumiere de ces premiers résultats, nous pouvons faire une premiere synthese des

propriétés du greffage et des ses limitations.

— La procédure d’immobilisation choisie semble conduire a I’adsorption des anticorps
sur la surface des détecteurs sans sélectivité par rapport a la silice ou aux régions
métallisées.

— Le protocole expérimental choisi permet d’atteindre des densités de 'ordre de 5 a
6 particules/um?.

— L’origine du greffage semble étre liée uniquement a la présence de molécules d’an-
ticorps fonctionnalisés par des molécules de biotine. La procédure de greffage pré-
sente donc une bonne chimio-spécificité.

— La procédure de dépot choisie semble présenter deux limitations : d’une part 1’ad-
sorption des anticorps sur la surface n’est pas un mécanisme irréversible. La dé-
sorption des anticorps immobilisés lors d’incubations tres longues ne peut pas étre
totalement exclue. D’autre part, nous n’avons pas d’information sur le taux de
couverture offert par la procédure d’adsorption des anticorps sondes sur la sur-
face. La densité de greffage pourrait étre augmentée en favorisant I'immobilisation
des anticorps.

4.5 Etude du greffage sur des électrodes interdigi-
tées

Dans la section précédente, nous nous sommes intéressés a la chimio-spécificité du
greffage des nanoparticules sur la surface. Il serait intéressant a présent d’évaluer I'in-
fluence des réseaux d’électrodes sur le dépot des particules. Pour cela, nous avons re-
produit les expériences précédentes sur des dispositifs similaires a ceux utilisés dans le
chapitre précédent, a savoir des réseaux de 39 nanoélectrodes inter-digitées séparées de
65nm et présentant une largeur de 35 nm. La surface totale couverte par les électrodes
est de 'ordre de 10pum?. L’épaisseur du dépot métallique constituant les électrodes a été
évalué a 20nm.

4.5.1 Homogénéité du dépot

Une observation MEB des premiers résultats de greffage de nanoparticules sur un
réseau d’électrodes est donné dans la figure/4.9. Dans cet exemple, un premier anticorps
IgG (A) a été adsorbé sur la surface pendant 20 minutes puis un anticorps Anti-IgG(A)
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biotinilé a ensuite été incubé pendant 45 minutes. Une solution de nanoparticules a alors
été incubée sur la surface du dispositif pendant 20 minutes.

Fi1G. 4.9 — Comparaison des densités de greffage sur un réseau d’électrodes interdigitées
(a) et sur zone non structurée proche du réseau(b).

Nous observons une densité de nanoparticules tout a fait comparable sur la zone
active de nos dispositifs et sur des régions de référence situées a proximité du dispositif
(b). La présence des électrodes ne change donc pas de fagon notable la densité des na-
noparticules. De méme, les effets d’agglomération entre les nanoparticules déja observés
et discutés dans les paragraphes précédents sont de nouveau clairement visibles sur le
réseau d’électrodes inter-digitées. Un seul effet tres reproductible spécifique a la pré-
sence des nanoélectrodes est toutefois a noter. Dans la périphérie immédiate du réseau,
sur des distances de quelques micrometres, il existe une zone déplétée en nanoparticules
pour laquelle la densité de nanoparticules adsorbées sur la surface de silice est signifi-
cativement plus faible que loin des nanoélectrodes. Ainsi, le réseau de nanoélectrodes
apparait dans son ensemble comme une zone favorisant 1’adsorption des nanoparticules
au détriment des régions adjacentes. La portée de cette interaction est de quelques mi-
crons. Cet effet, fort heureusement, conduit a une bonne réactivité de la zone active des
dispositifs. Nous n’avons pas cherché a réaliser plus d’expériences systématiques pour
tenter de déterminer l'origine de cet effet qui, bien que primordial pour la réussite de
notre projet, sera considéré comme secondaire.

4.5.2 Conformation des particules sur les électrodes
4.5.2.1 Observations MEB

Les informations communiquées par la société QIAGEN en ce qui concerne les di-
mensions des particules nous indiquent un diametre moyen de 78nm. Aussi, bien que les
dispositifs présentent les mémes dimensions que dans le chapitre précédent, les parti-
cules utilisées dans ce chapitre présentent un diametre moyen légerement inférieur aux
particules déja utilisées. La figure 4.10(a) nous donne un apercu des quelques particules
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déposées sur une surface de silice couverte apres adsorption d’AntilgG(A). Ces observa-
tions MEB nous montrent d'une part que les nanoparticules présentent une morphologie
similaire a celle observée dans le chapitre précédent (fluctuations de taille, de forme, pré-
sence de facettes,...). Par ailleurs, au vue des observations, leur diametre est légerement
supérieur au diametre indiqué et semble compris entre 80 et 90nm.

Remarque : L’analyse logicielle des distributions en taille est rendue difficile par la

présence de nombreuxr agrégats ce qui ne mnous permet pas d’étre plus précis sur ces
données.
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Fic. 4.10 — Exemple d’observation MEB a fort grandissement de particules d’Or fonc-
tionnalisées par des molécules de type anti-biotine et déposées sur dispositif aprés inter-
action cible-sonde sur une surface de silice (a) et sur un réseau d’électrodes (b).

Bien que les dimensions des particules soient inférieures de 10 & 20% au cas des
premieres nanoparticules utilisées, les conditions de pontage semblent respectées. Les
particules se placent majoritairement dans les espaces inter-électrodes et semblent entrer
en contact avec les deux électrodes en vis a vis (Cf. Figure [4.10(b)). Ce résultat est

important car il témoigne de la polyvalence du schéma de détection vis a vis des solutions
colloidales.

4.5.2.2 Observations par AFM

Comme nous 'avions fait dans le chapitre précédent, nous nous sommes également
intéressés a ’observation des profils AFM des électrodes apres greffage. Il s’agit ici de
vérifier les conditions de contact et de pontage en étudiant la variation de hauteur
induite par les particules déposées entre les électrodes et en la comparant aux profils
enregistrés en l’absence d’électrodes. La figure 4.11 nous donne deux profils issus du
dispositif présenté précédemment.

Les observations MEB nous ont confirmé un diametre moyen des nanoparticules
compris entre 80 et 90nm. L’analyse du profil (a), correspondant & une zone hors des
électrodes, nous donne effectivement une hauteur relative des particules par rapport a la
surface comprise entre 80 et 90nm. Cette premiere valeur confirme bien les résultats des
observations MEB. En ce qui concerne les particules greffées dans 1’espace inter-électrode
des dispositifs, les profils témoignent également d’une hauteur relative comprise entre 80
et 90nm. Il semble donc bien que les particules adaptent leur conformation pour satisfaire
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FiG. 4.11 — Observation AFM de la surface d’un réseau d’électrodes interdigitées apres
le greffage de nanoparticules d’Or fonctionnalisées anti-biotine. (a) Profil AFM obtenus
sur une région hors des électrodes et sur le réseau d’électrodes (b).

aux conditions de contact sur le substrat. Par ailleurs, le diameétre des particules satisfait
toujours les conditions présentées dans le chapitre précédent (Equation [3.1).

L’épaisseur du dépot métallique a été évalué a environ 25nm. Toutefois, la hauteur
relative moyenne des électrodes parait bien plus irréguliere que précédemment en dépas-
sant localement 30nm. Aussi allons nous nous intéresser maintenant a 1’état de surface
des électrodes.

4.5.3 Etat de surface

La figure [4.12/rassemble deux exemples d’observations MEB de deux réseaux d’élec-
trodes interdigitées obtenus apres greffage de nanoparticules d’Or par voie électrosta-
tique (citrate/amine) (a) et apres interactions entre anticorps et greffage (b). Intéressons
nous particulierement au cas de la figure qui correspond & un procédé complet :
adsorption d’un premier anticorps IgG(A), réaction avec un deuxieme anticorps biotinilé
anti-IgG(A) et adsorption des nanoparticules fonctionnalisées anti-biotine.

La premiere observation concerne ’état de surface général de la zone de dépot qui
parait tres "propre” et tres homogene. L’apparence globale du dispositif parait tres
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0.1 um

(a)

Fic. 4.12 — Comparaison du résultat de greffage de nanoparticules d’Or par voie élec-
trostatique (a) et par couplage d’anticorps (b).

satisfaisante et ne témoigne pas de probleme de dépot parasite au cours du protocole
qui comporte pourtant de nombreuses opérations de dépot et de ringage consécutives.
Toutefois, la comparaison de ces deux images nous permet de mettre en évidence une
légere différence dans 'état de surface au niveau des électrodes métalliques. Il semble
que des résidus soient présents sur les électrodes sous la forme d’amas globulaires de
quelques nanometres de diametre.

Il semble également qu’un dépot résiduel soit présent dans les zones de contact de la
particule avec 1’électrode et apparait sur les images sous la forme d’un film transparent
qui est particulierement visible entre deux particules juxtaposées. (Cf. Figure 4.13).

Fic. 4.13 — Observations MEB des zones de contacts entre les particules et entre les
particules et les électrodes. Ces observations témoignent d’un dépot résiduel présent dans
les zones de contact ainsi que sur [’ensemble des électrodes.

Ces dépots n’apparaissaient pas dans le cas des premiers greffages par interaction
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électrostatique (Cf. Figure [4.12 (a)). Leur origine ne peut donc étre liée qu’a la pré-
sence d’anticorps ou de résidus provenant des solutions utilisées pour le lavage (Tampon
Phosphate, tampon de lavage ... ). Méme s'il est difficile de cerner I'origine exacte de ces
dépots, il est probable qu’il soient liés a la présence d’anticorps. En effet, le dimensions
de ces dépots pourraient correspondre a la taille typique des anticorps rencontrés dans
la littérature [161]. D’autre part, nous savons que ces molécules s’adsorbent tres bien
sur les surfaces de silice. Cette observation est confortée par les nombreuses étapes de
lavages qui permettent vraisemblablement de dissoudre les sels déposés sur la surface
mais pas les anticorps.

Ces résultats ne remettent pas en cause pour l'instant le schéma de détection pro-
posé. Les dépots observés restent tres limités et ne compromettent pas le greffage des
particules ni méme leur faculté a se fixer dans l'espace inter-électrode. Par contre, il
est possible que ces dépots jouent un role capital sur la nature du contact électrique
entre les nanoparticules et les électrodes, en particulier au niveau de la transparence
aux électrons des jonctions formées entre les nanoparticules et les électrodes.

4.5.4 Interprétation des résultats de greffage

Les expériences que nous venons de décrire ont montré que le comportement des
nanoparticules d’Or fonctionnalisées anti-biotine est tres similaire au comportement
des particules vues dans le chapitre précédent. Le dépot se fait préférentiellement dans
I’espace inter-électrodes et les particules semblent également adapter leur conformation
pour satisfaire les conditions de contact.

Toutefois, comme en témoigne le phénomene d’agglomération observé dans ce cas,
les forces d’interaction intervenant entre les particules elles mémes et entre les particules
et le substrat semblent différentes. Les forces de Van der Waals peuvent toujours étre
considérées. Par contre les autres forces d’interaction sont cette fois dépendantes des
propriétés des anticorps anti-biotine présent sur la surface des nanoparticules et des an-
ticorps immobilisés sur la surface du dispositif. Les forces intervenant dans la formation
du complexe antigene-anticorps (Cf. Annexe sont basées sur des interactions élec-
trostatiques, dipole-dipodle et hydrophobes. Le modele simple que nous avons construit
autour du modele DLVO semble limité et nécessiterait d’étre étendu pour prendre en
compte 'ensemble de ces forces [129]. Quoiqu’il en soit, il semble que le greffage des
nanoparticules dans I’espace inter-électrodes soit reproductible d’un systeme a ’autre
ce qui laisse présager de la polyvalence du schéma de détection vis a vis des méthodes
de greffage utilisées et donc des biomolécules impliquées. La généralisation de cet effet
pour tout type d’interactions de surface conduisant a I’adsorption des nanoparticules,
demeure pour 'instant non expliqué sur le plan de la modélisation, mais les différentes
expériences réalisées semblent indiquer une assez grande robustesse de cet effet vis a vis
des conditions de surface pourtant tres différentes.
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4.6 Détection électrique de la formation du com-
plexe cible-sonde

4.6.1 Objectifs

D’apres les résultats que nous venons de commenter, il apparait clairement que notre
protocole ne permet pas d’obtenir un dépot de particules aussi homogene que dans le
cas du dépot par interaction électrostatique. D'une part 'agglomération des particules
sur la surface limite la population de particules isolées et d’autre part, ’adsorption
des particules semble limiter la sélectivité du procédé. C’est ce que nous souhaitons
démontrer dans ce paragraphe. Pour autant, les premiers résultats concernant la sélec-
tivité du greffage nous montrent que les différences de densités de greffage des colloides
entre les expériences "positives” et "négatives” nous laissent espérer que la différence de
conductivité sera elle aussi significative.

4.6.2 Evolution de la conductance au cours des étapes de gref-
fage

Le systeme de caractérisation électrique utilisé tout au long des expérience est décrit

en annexe 4.7 . Les parametres de mesure et de configuration de 'appareil utilisé sont
également reportés.
Dans ce paragraphe, nous allons nous intéresser a 1’évolution de la conductivité des
réseaux d’électrodes interdigitées au cours des étapes de traitement menant au greffage
de nanoparticules fonctionnalisées. Cette évolution est représentée sur la figure Le
dispositif utilisé est constitué comme précédemment d’un réseau de 39 nanoélectrodes
inter-digitées séparées de 65nm et présentant une largeur de 35 nm. La surface totale
couverte par les électrodes est de l'ordre de 10um?. L’épaisseur du dépot métallique
constituant les électrodes a été évaluée a 20nm.

4.6.2.1 Dispositif vierge

Comme nous I’avons vu au chapitre 2, les dispositifs vierges présentent une tres faible
conductance. Avant le début des étapes de fonctionnalisation, nous observons un niveau
de courant difficilement mesurable et inférieur a 100fA a 1V. Cette valeur correspond a
une résistance supérieure a 207°€).

4.6.2.2 Dispositif apres adsorption du premier anticorps Ig

L’incubation du premier anticorps, la "sonde”, a été effectuée suivant le protocole
présenté au paragraphe(4.3.2.2l Dans, ’exemple présenté dans la figure nous avons
utilisé un Anticorps de type IgG(A) (Anti-Lapin du singe). Nous n’observons pas de
modification mesurable de la conductance du dispositif. La courbe I(V) nous indique
toujours une valeur du courant inférieure a 100fA sous 1V. Ces expériences ont été
reproduites avec 'anticorps IgG(B) (Anti-Chevre du Lapin) et ont conduit au méme
résultat.
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4.6.2.3 Dispositif apres incubation du deuxieme anticorps

Apres adsorption de 'anticorps sonde, la solution d’anticorps cible Anti-IgG(A) est
incubée sur le dispositif. Apres lavage et séchage, les mesures de conductance ne nous
permettent pas de noter une variation mesurable du courant. Le faible niveau de cou-
rant (inférieur & 100fA & 1V) est un facteur important dans notre protocole car il est
une confirmation supplémentaire du bon état de la surface. Il s’agit d’un résultat clef
qui nous permettra de donner une interprétation claire de 'origine des modifications
de conductance éventuelles. D’autre part, ce résultat met bien évidence le caractere
fortement isolant des protéines apres leur dépot sur la surface. En effet, nous savons
grace aux expériences qui vont suivre, qu’a ce stade du protocole, de nombreux anti-
corps recouvrent la surface des électrodes et de la silice. Une évaluation rapide de la
taille de ces protéines par rapport a la séparation des électrodes nous indique qu’une
dizaine de molécules seraient susceptibles de former un possible chemin de conduction
entre les électrodes. La conductance non mesurable de nos dispositifs avant 1’adsorption
des nanoparticules montre que la résistance intrinseque des anticorps apres le séchage
est supérieure au TOhm. Ceci montre qu’un schéma de détection uniquement fondé sur
la mesure de la résistance intrinseque des biomolécules est irréalisable. L'utilisation de
nanoparticules métalliques fonctionnalisées ou de tout autre stratageme pour augmenter
la conductance de nos nanodispositifs est donc un passage obligé.

4.6.2.4 Dispositif apres greffage des nanoparticules

Nous allons maintenant nous intéresser a deux exemples de caractéristiques élec-
triques obtenues dans les deux cas de figure envisagés.

Dans le premier cas, le test "positif”, nous avons déposé sur la surface un anticorps
Anti-Lapin du singe qui présente une grande affinité pour I'anticorps fonctionnalisé
biotine. Dans le deuxiéme cas, le test "négatif”, un anticorps Anti-Chevre du Lapin
est présent sur la surface. La figure[4.15) résume les caractérisations électriques et les
observations MEB dans les deux cas.

Intéressons nous dans un premier temps aux caractéristiques (V). Nous voyons tout
d’abord que dans le cas du test négatif, les niveaux de courants mesurés sont toujours
tres faibles et inférieur & 100fA sous 1V de polarisation (R = 107°€2). Dans le cas posi-
tif, par contre, la variation de conductance du dispositif est significative. La valeur du
courant dépasse 800pA a 1V correspondant a une valeur de résistance de 1.2 GOhms.
La différence de conductance entre les cas positifs et négatifs est donc de plus de trois
ordres de grandeurs. Nous avions observé précédemment que l'interaction entre les deux
anticorps complémentaires engendrait une forte densité de nanoparticules sur la surface
orienté dans 'espace inter-électrodes. Nous savons maintenant que ce greffage s’accom-
pagne d’une variation des caractéristiques électriques tres largement mesurable.

Ces résultats interprétés seuls sembleraient démontrer une tres grande sélectivité
du protocole de greffage des nanoparticules et paraissent trés encourageants pour une
application de détection. Toutefois, les observations MEB des deux échantillons viennent
nuancer ces premiers résultats. Dans le cas positif, nous trouvons une valeur de densité
de particules proche de 20 particules/um? qui est en bon accord avec les résultats de
la section 4.5.1. Par contre, malgré les niveaux de courants tres faibles associés au test
négatif, nous observons que quelques nanoparticules se sont déposées sur le dispositif
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F1G. 4.15 — Principe du test immunologique, caractéristiques électriques et images MEB
des dispositifs apres incubation pendant 45 min d’un anticorps Anti-Chévre (Lapin)
fonctionnalisé biotine et greffage des nanoparticules d’Or fonctionnalisées Anti-biotine.
(Colonne (a) - Expérience de contrdle : la sonde déposée au préalable est un anticorps
AntiBoeuf du Lapin (IgG(B)) qui ne se lient pas a la cible. Colonne (b) - Test de recon-
naissance. L’anticorps sonde est un Anticorps de type AntiLapin du singe (IgG(A))qui
reconnait [’épitope porté par la cible.

en se plagant dans I'espace inter-électrode. Il est difficile d’évaluer le densité de greffage
car les particules sont généralement coagulées. Nous avons compté 10 particules sur la
surface active du dispositif (10um?). Ces particules sont a priori susceptibles de modifier
la conductance du dispositif mais n’engendrent pas de modification mesurable de la
caractéristique I(V). Nous avions vu dans le chapitre précédent que la détection du
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greffage d’'une seule particule semblait possible. Dans le cas présent, ce résultat est
remis en cause et son interprétation nécessite une étude plus précise de la nature du
contact entre les nanoparticules et les électrodes recouvertes de protéines.

4.6.3 Interprétations des résultats
4.6.3.1 Nature du contact

La nature du contact entre les nanoparticules et les électrodes peut étre discutée en
comparant les résultats avec ceux obtenus dans le chapitre précédent pour le cas de I'ad-
sorption de type électrostatique. Dans ce dernier cas, en analysant la réponse électrique
des dispositifs apres adsorption des nanoparticules, il a été possible de déterminer la
résistance moyenne de chaque chemin de conduction engendré par une nanoparticule.
Nous avons distingué deux cas différents en fonction du nombre total de nanoparti-
cules déposées. Dans le cas ou les nanoparticules restent isolées les unes des autres, la
résistance moyenne était d’environ 90GS2 (Cf. Figure[3.27 (b)). Dans le cas ou les nano-
particules formaient des agrégats plus ou moins importants, la résistance moyenne par
nanoparticule était réduite a 5GS) (Cf. Figure 3.27 (d)). Rappelons également que cette
résistance est, selon nous, liée a la transparence aux électrons des jonctions formées au
contact des nanoparticules sur les électrodes et en aucun cas a la résistivité intrinseque
des nanoparticules. Dans le cas qui nous intéresse maintenant, nous avons deux expé-
riences qui peuvent étre comparées a ces résultats. Dans le cas du test immunologique
négatif, (Cf. Figure 4.15 (a)), nous observons une dizaine de nanoparticules isolées qui
résultent de ’adsorption non spécifique de I'anticorps biotinilé en quelques sites épars.
La caractéristique électrique indique dans ce cas une conductance tres faible qui reste
non mesurable pour des tensions de polarisation inférieure a 1V. Nous estimons donc que
la résistance moyenne du chemin de conduction induit par chaque nanoparticule reste
supérieure a 107'C2. Cette valeur est environ 100 fois supérieure au cas des nanoparti-
cules adsorbées sur une surface silanisée sans biomolécule (90G€?). Nous pouvons donc
conclure que les résistances des jonctions formées au contact des nanoparticules sont net-
tement plus fortes dans le cas des nanoparticules adsorbées par interaction cible/sonde
entre protéines que dans le cas d’une interaction de type citrate/amine. Ce résultat
n’est en aucun cas surprenant. En effet, compte tenu de la taille des biomolécules impli-
quées dans ces deux types de fixation, il est probable que les jonctions métal/complexe
de type anticorps/biotine/anti-biotine/nanoparticules soient plus opaques au transfert
d’électrons que les jonctions de type métal/silane-amine/citrate/nanoparticules; méme
si la conformation exacte et le nombre exact de molécules impliquées dans ces contacts
soient tres difficile a connaitre avec précision. Ces résultats viennent de plus corroborer
les observations faites au paragraphe|4.5.3 qui ont montré la présence de résidus sur les
nanoélectrodes qui sont probablement liés a la présence des anticorps et qui constituent
autant d’obstacles pour le transfert électronique. Dans le cas du test immunologique
positif (Cf. Figure [4.15 (b)), nous observons environ 200 nanoparticules piégées entre
les électrodes qui s’organisent sous la forme d’agrégats de grande taille. A partir de la
conductance du dispositif (800pA a 1V), nous pouvons estimer la résistance moyenne
de chaque chemin de conduction induit par chaque nanoparticule a 250G€2. Si 'on com-
pare cette valeur a celle obtenue dans le cas des nanoparticules adsorbées par interaction
électrostatique pour une densité de nanoparticules comparable (5G2), nous voyons une
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fois de plus que les nanoparticules fixées par un complexe anticorps/anticorps sont si-
gnificativement plus résistives. Le rapport est maintenant d’environ 50.

Les deux résultats et leur comparaison avec ceux obtenus au chapitre précédent
montrent clairement que les nanoparticules fixées par un complexe entre protéines in-
duisent des chemins de conduction qui sont environ 50 a 100 fois plus résistifs a tem-
pérature ambiante que ceux engendrés par des nanoparticules fixées par interaction
électrostatique de type citrate/amine-silane. La nature du contact entre les nanoparti-
cules et les électrodes est donc significativement différente d’un point de vue électrique
ce qui confirme les observations morphologiques de la surface des électrodes. Tous nos
résultats convergent pour indiquer de maniere claire que la réponse en courant des dis-
positifs est dictée par la résistance des jonctions formées au contact des nanoparticules
sur les électrodes. L’élucidation des mécanismes de transport mériterait de nombreuses
étude spécifiques. Une étude en température (vers les basse températures) permettrait
probablement de mieux identifier la nature du transport au sein des jonctions. La dis-
persion des conductances de toutes les nanojonctions formées par les nanoparticules
est également un point capital qui conviendrait d’étre étudié méme si de nombreuses
difficultés techniques sont a envisager. En effet, nous verrons dans la suite que cette
dispersion conditionne fortement l'interprétation que nous pourrions donner en terme
quantitatif de la réponse électrique des dispositifs.

4.6.3.2 Linéarité de la détection

Nous avions vu dans le chapitre précédent que les mesures quantitatives étaient ren-
dues difficiles de par la disparité des résistances de contacts associées a chaque particule
ainsi que de par la juxtaposition de particules qui multiplie les chemins de conduction.
Nous nous confrontons ici a un probleme supplémentaire qui est celui de 1’aggloméra-
tion des particules sur les dispositifs. En effet, la proportion de nanoparticules isolées
telle que celle que nous pouvons observer dans la figure [4.15 est relativement faible de
Pordre de 20%. Il est donc difficile d’évaluer le nombre de nanoparticules participant a
la conduction.

Comme nous l'avons vu tout au long du chapitre une des interprétations les plus
probables pour interpréter ce phénomene est liée a la désorption des anticorps anti-
IgG(A) qui conduit vraisemblablement a une agglutination des particules sur la surface.
Nous voyons une fois de plus 'importance du protocole d’immobilisation des molécules
sondes sur la surface et les limitations d'un protocole basé sur la simple adsorption des
anticorps sur la surface.

4.6.3.3 Sélectivité

Nous avons vu que dans le cas des expériences de test "négatives”, I'incubation de
la solution colloidale conduisait malgré 'interaction non spécifique entre la cible et la
sonde, au dépot de quelques particules sur le réseau d’électrodes. Cette observation
est facilement interprétable a partir des résultats du paragraphe 4.4.2.2. Le taux de
couverture offert par I’adsorption de la molécule sonde n’est pas de 100% et des sites
d’adsorption sont alors disponibles pour I'immobilisation des anticorps cibles et donc
pour le greffage de particules.
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4.6.4 Vers une mesure quantitative

Jusqu’a présent, nous n’avons discuté que de l'utilisation des dispositifs pour des
applications de détection en tout ou rien. Il serait maintenant intéressant de pouvoir
envisager les performances du schéma de détection dans la perspective de mesures quan-
titatives permettant d’évaluer la quantité de molécules cibles, et 'occurrence des anti-
corps, immobilisées sur une surface. Méme si nous n’avons pas pu effectuer de tests
complémentaires en ce sens, nous nous proposons de discuter des perspectives offertes
par le schéma de détection a la vue des résultats que nous avons obtenus dans ces deux
derniers chapitres.

Nous avons vu dans le chapitre précédent que 'utilisation de nanoélectrodes séparées
par de tres faibles gaps nous permettait d’obtenir une détection hautement sensible
jusqu’a une nanoparticule. Toutefois, dans le cas de la détection d’anticorps, le principe
de la détection n’est pas basé sur la détection des anticorps eux-mémes mais uniquement
de leur présence par I'intermédiaire du dépot de particules. Aussi, comme nous allons le
voir, nous ne pouvons pas assimiler la sensibilité de la détection des nanoparticules avec
la sensibilité de la détection des anticorps cibles. Pour illustrer notre propos, considérons
le schéma de la figure

Vue de profil Vue de dessus

A4 WM///MA X

~ Anticorps cible

Anticorps sonde

Fic. 4.16 — Schéma illustrant Uinfluence du diametre a d’une nanoparticule sur le
nombre d’anticorps impliqués dans l'tmmobilisation de la particule sur la surface. S,
et Sqp sont les surfaces moyennes projetées d’une nanoparticule et d’une molécule d’an-
ticorps respectivement. Les groupements biotine et anti-biotine présents respectivement
sur les anticorps cible et la particule ont été volontairement effacés pour favoriser la
compréhension du schéma.

Soient S, et Sy les surfaces moyennes projetées d'une nanoparticule et d’'une molé-
cule d’anticorps respectivement. Comme nous pouvons 1’observer sur ce schéma, chaque
particule greffée occupe un volume défini et masque, vis a vis des autres particules encore
en solution, une surface circulaire S, de rayon a. Le diametre des particules que nous
avons utilisé est de 'ordre de 78nm. La surface occupée par un anticorps peu, quand a
elle étre considérée comme circulaire avec un diametre compris entre 10 et 15nm [147].



4.6 Détection électrique de la formation du complexe cible-sonde 171

Nous voyons clairement d’apres ces valeurs que S, > Sg,. Aussi, quelque soit le nombre
d’anticorps cibles permettant son immobilisation, chaque particule couvre une surface
pour laquelle plusieurs anticorps sont immobilisés. Le nombre de nanoparticules greffées
sur le dispositif ne traduit donc pas directement le nombre d’anticorps cibles immobilisés
sur la surface.

Le nombre maximal d’anticorps N,, correspondant a la surface couverte par une
nanoparticule peut étre déduit du rapport

s
N, L

b= Su

Par ailleurs, chaque molécule cible déposée sur la surface est susceptible d’engen-
drer I'immobilisation d’une nanoparticule. Aussi a chaque nanoparticule déposée sur la
surface peut étre attribué un nombre d’anticorps compris entre 1 et Ng,.

Comment cette observation se traduit-elle au niveau de la réponse électrique du dis-
positif 7 Pour simplifier notre discussion, considérons que chaque nanoparticule greffée
sur la surface et placée dans ’espace inter-électrodes du dispositif, engendre une varia-
tion de conductivité constante et reproductible pour chaque particule. Le courant global
I;or traversant le dispositif peut donc étre assimilé a la somme des contributions 7, de
chaque particule. En évaluant la valeur de ip, nous serions donc en mesure de donner le
nombre NV, de nanoparticules immobilisées entre les électrodes du dispositif en utilisant
la relation :

-[tot = Np X Z.p

Toutefois, le nombre de particules N, ne nous permet pas, comme nous ’avons dit,
d’évaluer précisément le nombre d’anticorps masqués par une nanoparticule. Dans un
cas extréme, nous pouvons considérer qu’a chaque nanoparticule est associé un seul
anticorps qui a permis son immobilisation. A I'opposé, nous pouvons considérer qu’un
nombre maximal N, d’anticorps est attribuable a la surface couverte par chaque par-
ticule. Ainsi, pour chaque valeur de [;,, nous pouvons encadrer le nombre réel N de
molécules d’anticorps fixées sur la surface par :

N, < N <N, x Ny

Il nous est donc possible de tracer une courbe d’étalonnage de la réponse en courant
I+ d'un dispositif en fonction du nombre de d’anticorps /N. Considérons le graphe de
la figure

Sur ce graphe nous pouvons distinguer deux courbes (1) et (2). La courbe (1) repré-
sente un premier cas limite pour lequel un seul et unique anticorps est attribué a chaque
particule. Nous voyons ainsi que chaque anticorps détecté contribue a une augmentation
du courant d'une valeur i,. Il s’agit donc d’une droite de pente égale a I'unité. La courbe
(2) représente le cas opposé pour lequel un nombre N,, d’anticorps cibles peuvent étre
associés a chaque nanoparticule. Cette courbe n’est pas linéaire. Elle est constitués de
sauts qui apparaissent lorsque une particule supplémentaire est immobilisée c’est a dire
pour chaque valeur de N correspondant a un multiple de N,.
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I(u.a.)
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d'anticorps sur le dispositif

Fic. 4.17 — Illustration de la réponse électrique d’un dispositif a a base de nanoélectrodes
interdigitées vis a vis du nombre d’anticorps réellement fixés sur la surface de la zone
active.

Nous voyons donc que pour une valeur donnée I du courant le nombre d’anticorps
mis en jeu par le dépot de nanoparticules est compris entre deux valeurs limites de
N : Ny et Ny données par chacune des courbes. Bien entendu, le nombre maximal de
nanoparticules détectables est limité par la surface active du dispositif. Il existe donc
une valeur limite du courant liée a la saturation du dispositif par les nanoparticules. Ce
nombre limitera par conséquent le nombre maximal d’anticorps détectables.

Procédons a une application numérique dans le cas de nos dispositifs. Considérons
un réseau d’électrodes couvrant une surface de 10um? (largeur 4um?, longueur 2.5um?).
Considérons tout d’abord des particules de 78nm de diametre sur un réseau au pas de
100nm. Un calcul simple nous permet d’estimer le nombre maximal de nanoparticules
détectables, en d’autres termes couvrant la totalité des espaces inter-électrodes, a ~ 1200
particules. Chaque nanoparticule couvre une surface équivalent a environ S,/S, ~ 33
anticorps. Le nombre maximal d’anticorps immobilisés sur la surface du dispositif est
donc de Nmaz ~ 39600. Le graphe de la figure 4.18(a) résume ces données.

A titre d’exemple, nous voyons que pour une valeur de courant de 10 X i,, soit 10
nanoparticules détectées, le nombre d’anticorps qu’il est possible d’évaluer varie entre
10 et 330. Ce premier résultat parait particuliecrement limitant pour la réalisation de
mesures quantitatives puisqu’il nous tres difficile de quantifier le nombre d’anticorps
immobilisés sur le dispositif.

La modification d'un parametre permettrait toutefois d’améliorer les capacités de dé-
tection du schéma proposé. En effet, intéressons nous a 'influence d’une diminution de
la taille des nanoparticules sur la réponse électrique. Pour cela considérons une surface
active des dispositifs toujours égale & 10um?. Le nombre maximal d’anticorps immobili-
sés sur le dispositif est toujours le méme Nmax ~ 39600. Toutefois, nous voyons que le
nombre d’anticorps attribuables a chaque particule n’est plus compris qu’entre 1 et 2.
La répercution de cette modification est illustrée sur le graphe de la figure/4.18(b). Nous
voyons que les deux courbes qui définissent les deux valeurs limites du nombre d’anti-
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Fi1G. 4.18 — Comparaison des réponses électriques de deux dispositifs de type réseaus
d’electrodes interdigitées aux pas de 100nm (a) et 40nm (b) pour lesquels sont utilisées
respectivement des particules de 78 et 20 nm de diamétre. Les valeurs de courant sont
exprimées en multiple de 1,

corps correspondant sont tres proches I'une de 'autre. Reprenons 'exemple précédent
en considérant une valeur de courant de 10 x 7,. Nous voyons cette fois que le nombre
d’anticorps qu’il nous est possible d’évaluer ne varie plus qu’entre 10 et 20.

Ainsi, une diminution de la taille des nanoparticules d’un facteur 4 permet d’amé-
liorer par un facteur environ 16 la précision de I’évaluation du nombre d’anticorps.

Bien entendu, cette discussion simpliste doit étre nuancée par les approximations que
nous avons effectuées. D’une part, nous avons considéré une répartition homogene des
anticorps sur ’ensemble de la surface et une efficacité absolue des anticorps pour I'immo-
bilisation des nanoparticules. D’autre part, nous avons effectué une approximation tres
importante quant a la réponse électrique associée a chaque pontage des électrodes par
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une particule. Les dispersions de courant observées pour chaque particule immobilisée
dans 'espace inter-électrodes (Cf. chapitre 3) constitueront une source supplémentaire
d’erreur sur la détermination du nombre réel d’anticorps sur la surface. En ce sens, la
figure [4.18/ ne peut étre vue que comme une hypothese optimiste. Aussi, I'interprétation
et la compréhension de la nature du contact électrique entre particule et électrodes est
fondamentale pour notre étude.

Cependant, malgré ces approximations fortes, 'influence d’'une diminution des di-
mensions des nanoparticules et donc des dispositifs est particulierement prometteuse
pour les développement du schéma de détection. Nous voyons que dans le cas de nano-
particules de 20 nanometre de diametre, la sensibilité du dispositif serait comprise entre
1 et 2 anticorps ce qu’aucune méthode de détection ne permet de proposer a I’heure ac-
tuelle. Le nombre maximal d’anticorps détectables reste constant puisque directement
lié a la surface active des dispositifs.

Il est maintenant relativement simple d’imaginer I'influence de la dispersion des
conductances liées a chaque particule. En effet, il suffit de considérer que chaque saut de
courant imputable a une nanoparticule supplémentaire est distribué. Cette distribution
rend compte de 'hétérogénéité, des jonctions tunnels formées entre chaque particule et
les électrodes et la possible agglomération d’'une particule a un amas déja existant. Bien
stir, dans I’état actuel de nos connaissances, cette distribution est inconnue. Nous n’avons
pas réalisé suffisamment de mesures pour connaitre 'amplitude de cette distribution.
Nous allons donc considérer que chaque saut de courant est maintenant compris entre
deux valeurs limites ipmin €t {pmaq. Les courbes de la figure4.19/ peuvent étre simplement
retracées en considérant que les droites limites (1) et (2) sont maintenant des bande dont
la largeur dépend du nombre de particules détectées.

On constate désormais que la fourchette d’encadrement du nombre réel d’anticorps
N est étendue du fait de la dispersion des courants de conduction. De maniere tres
intéressante, nous constatons que dans le cas des plus petites particules ( diametre 20nm
(Cf. figure(4.19 (b)), I’élargissement de la fourchette du a la dispersion des conductances
est moindre, car la pente de la courbe (2) devient plus grande, ce qui limite I’étendue
de la zone hachurée. La encore, nous voyons tout l'intérét de réduire la dimension des
nanoparticules et de se rapprocher de ’adéquation des tailles entre les nanoparticules
et les molécules cibles.

4.7 Conclusion et perspectives

Dans le chapitre précédent, nous avions pu mettre en évidence la pertinence de
I’approche combinant des réseaux de nanoélectrodes interdigitées avec la détection de
nanoparticules métalliques. Nous venons ici de démontrer qu’il était possible de trans-
poser ce schéma de détection pour la détection d’anticorps. Le dépot de nanoparticules
obtenu par cette voie semble respecter la spécificité de cette interaction biologique. Par
ailleurs, nous avons pu mettre en évidence, comme dans le cas des interactions électrosta-
tiques (citrate-amine), que la topologie induite par les réseaux d’électrodes permettait
de favoriser le dépot de nanoparticules dans I'espace inter-électrodes. Nous avons éga-
lement montré que ce phénomene engendrait une augmentation tres importante de la
conductance des dispositifs et que seules les nanoparticules sont a 1’origine de ces modi-
fications. Ainsi, le protocole que nous avons développé est parfaitement compatible avec
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F1G. 4.19 — Influence sur la réponse globale des dispositifs d’une distribution des valeurs
de courant associées a chaque nanoparticule de diamétre 100nm (a) et 20nm(b)

un procédé de détection d’anticorps ie un immuno-détecteur.

Les avantages apportés par ce schéma de détection sont nombreux. Tout d’abord,

le principe de

mesure reste tres simple et consiste simplement au suivi de 1’évolution

des caractéristiques I(V) des dispositifs. Nous utilisons également des dispositifs pla-

naires qui per

mettent d’utiliser une approche conventionnelle d’interaction cible-sonde

sur une surface. Enfin, la compatibilité des électrodes avec des mesures en solutions et
I'utilisation de dispositifs simples de microfluidiques sont des arguments essentiels pour
I'intégration de ces dispositifs et le développement d’un biocapteur.

Quelles sont les perspectives d’évolution et d’amélioration de ce schéma de détection ?
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Comme nous ’avons répété plusieurs fois, le principe de la détection repose uniquement
sur le pontage des électrodes par des nanoparticules. Ainsi, la sensibilité de la détection
est, comme nous avons pu le voir dans le dernier paragraphe de ce chapitre, gouvernée
par la dimension des particules. Dans le cas des anticorps, nous avons vu que des par-
ticules de 20nm de diametre environ permettraient d’associer a chaque anticorps une
ou deux particules et donc d’atteindre une sensibilité ultime. Toutefois, nous avons vu
que les dimensions des nanoparticules sont directement liées aux dimensions des espaces
inter-électrodes et une réduction de la taille des particules nécessitera la mise au point
des parametres de fabrication de dispositifs de plus faibles dimensions. Des améliora-
tions doivent également étre apportées au protocole d’immobilisation des sondes sur la
surface. En effet, nous avons mis en évidence les limitations liées a 1'utilisation des seules
propriétés d’adsorption des anticorps qui ne permettent pas d’obtenir une fonctionnali-
sation complete et durable de la surface. Certains phénomenes de désorption semblent
limiter la sélectivité en offrant la possibilité a certaines molécules cibles de se fixer
sur la surface et d’engendrer une réponse non-spécifique. Un de nos prochains objectifs
consistera a immobiliser de facon covalente les anticorps sur la surface et de passiver
les sites laissés vacants, par exemple en utilisant un dépot de BSA. Enfin, la réalisation
de mesures quantitatives reste pour l'instant a I’étude. Les résultats que nous avons
pu obtenir ont montré que la sensibilité du dispositif reste tres importante. Des tests
complémentaires sont actuellement en cours pour évaluer plus précisément la linéarité
de la réponse électrique des dispositifs. Toutefois, nous avons proposer quelques pistes
de réflexion a partir des résultats que nous avons pu obtenir a ce jour. Nous avons vu
en particulier les perspectives offertes par une diminution de la taille des nanoparticules
et donc des électrodes.



Conclusion générale

L’objectif principal de ce projet de these consistait a démontrer les intéréts potentiels
de I'utilisation de nanosystemes pour réaliser des opérations de biodétection simples, a
haute sensibilité, rapides et compatibles avec une intégration dans un systeme de type
biopuce. A lissue des travaux qui ont été présentés dans ce manuscript, cet objectif
semble atteint.

En utilisant un procédé planaire mettant en jeu la lithographie électronique a haute
résolution, nous avons pu démontrer la fabrication reproductible de nanoélectrodes pré-
sentant des gaps de dimensions comprises entre 100nm et 15nm. De part leur dimension,
ces dispositifs sont compatibles avec des applications d’adressage a 1’échelle moléculaire.
Nous avons également vu qu'une architecture de type réseaux d’électrodes interdigitées,
nous permettait d’intégrer un tres grand nombre d’électrodes sur une tres faible surface
pour augmenter considérablement les surfaces d’interaction offertes par les dispositifs.
Le protocole de fabrication mis en place nous permet de produire ces dispositifs avec
une tres bonne reproductibilité et un tres bon controle dimensionnel.

Toutefois, malgré les résolutions qu’elle permet d’atteindre, 1'utilisation de la litho-
graphie électronique reste une technique de fabrication lourde, lente et couteuse. Aussi,
une large partie de mes travaux de these ont été consacrés dans un premier temps au
développement d’une technique de Nanoimpression, capable de reproduire par moulage
les nanoélectrodes fabriquées par lithographie électronique. Les propriétés de moulage,
de conformation, de réticulation du PDMS font de ce matériau un candidat potentielle-
ment intéressant pour la Nanoimpression. Nous avons pu démontrer qu’il était possible
d’utiliser le PDMS pour reproduire de facon tres reproductible des micro-structures et
de procéder a leur transfert par lift-off ou gravure. Toutefois, il ne m’a pas été possible
de reproduire des nanostructures telles que des nanoélectrodes en raison des propriétés
mécaniques insuffisantes du PDMS. Méme si 'objectif de ces recherches n’a pu étre at-
teint, ces premiers travaux ont permis d’identifier I'utilisation les matériaux polymeres
fluides réticulables comme une voie particulierement prometteuse dans le domaine de la
Nanoimpression. Cette voie est toujours en développement au laboratoire et a montré
depuis peu que ces matériaux permettent de reproduire et de transférer des structures
nanométriques. L’étude de la réplication des dispositifs a base de nanoélectrodes est
actuellement en cours.

Le choix de I'utilisation de nanoparticules pour la biodétection n’a pas été intro-
duit des nos premieres expériences. Comme nous ’avons décrit en introduction, notre
premiere idée était basée sur I'utilisation directe des propriétés de conduction des bio-
molécules pour leur détection électrique. J’ai consacré une large partie de ma deuxieme
année de these a cet objectif en étudiant en particulier les propriétés de conduction de
I’ADN. Dans nos conditions opératoires (dépot direct d’ADN sur la surface des élec-
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trodes et séchages), il ne nous a pas été possible de démontrer un caractére conducteur
pour ces molécules. Ces résultats ont été confirmés par le bilan d’un projet Européen
paru quelques mois apres nos premieres expériences. Notre projet de recherche s’est donc
orienté vers une solution de marquage permettant de modifier les propriétés conductrices
associées aux biomolécules.

Pour cela, nous avons démontré la compatibilité de ces dispositifs avec un procédé
de détection de nanoparticules métalliques. En réalisant des dispositifs planaires a base
de nanoélectrodes présentant des espaces inter-électrodes du méme ordre de grandeur
que le diametre des nanoparticules, nous disposons d'un procédé de détection de tres
haute sensibilité capables de détecter des nanoparticules individuellement. Ces disposi-
tifs semblent parfaitement compatibles avec les procédés de greffage et les traitements
de surface utilisés et permettent également de réaliser des opérations de détection di-
rectement en solution.

Enfin, nous avons vu qu’il est possible de transposer un tel schéma de détection a la
détection d’anticorps. En utilisant un schéma conventionnel basé sur l'interaction entre
une molécule sonde immobilisée sur une surface puis une interaction avec une molécule
cible fonctionnalisée, il nous est possible de traduire la présence des molécules cible au
travers d'un dépot de nanoparticules et de fagon consécutive en une variation importante
de la conductivité des dispositifs.

L’approche que nous avons développée laisse présager des applications tres promet-
teuses dans le domaine de la biodétection. Des travaux complémentaires sont actuelle-
ment en cours en particulier en ce qui concerne la réalisation de mesures quantitatives
qui est liée de facon directe a la compréhension des phénomenes de transport au niveau
des jonctions entre les nanoparticules et les électrodes. De nombreuses améliorations
sont envisageables pour la biodétection. Tout d’abord, nous avons vu qu’une réduction
de la taille des nanoparticules et donc des espaces inter-électrodes pourrait permettre
d’obtenir un procédé de détection d’anticorps de sensibilité ultime permettant des me-
sures quantitatives tres précises. Ces travaux devront s’accompagner d’une amélioration
des procédés d’immobilisations, en particulier des anticorps sondes sur la surface des
dispositifs. Enfin, le schéma de détection que nous avons mis au point n’est pas limité a
la seule détection des anticorps. En effet, le principe de I'interaction sonde-cible sur une
surface est compatible avec une large variétés de biomolécules (ADN, ARN, protéines,
peptides, ...) et des travaux futurs seront dédiés a démontrer la polyvalence de notre
approche.

Outre les développements spécifiques aux applications de biodétection, les différentes
études que nous avons menées autour des nanoélectrodes, du greffage de nanoparticules,
des procédés d’interaction entre biomolécules, nous ont permis, parfois de fagon tres
opportune, de mettre en évidence certains phénomenes particulierement intéressants.
Par exemple, nous avons découvert 'influence de la topologie de la surface sur un dépot
de nanoparticules. Cet effet est tres reproductible et ne semble pas lié aux fonctionna-
lisations des surfaces des dispositifs et des particules elles-mémes. Ce phénomene est
capital dans notre schéma de détection car il est la base de la modification de conduc-
tivité des dispositifs. Cet effet est également particulierement intéressant car il montre
qu’il est possible de controler ou plutot de guider de fagon tres simple 'organisation
d’un dépot de nanoparticules. Les perspectives dans le domaine de 1'auto-assemblage,
de la construction d’édifices a base de nano-objets sont intéressantes.
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A T’échelle du laboratoire, ce projet constitue la premiere démonstration concernant
I'utilisation de nanodispositifs pour une application de biodétection. Ces travaux ont
pu démontrer la pertinence du couplage des nanotechnologies et des biotechnologies. Le
principe de la détection parait quant a lui tres avantageux : il permet une lecture directe
et simple des dispositifs et semble parfaitement compatible avec une intégration dans
un dispositif de type biopuce.
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L’ensemble des mesures qui sont reportées dans ce manuscript ont été réalisées a
partir d’'un méme systeme de mesure composé d’un testeur sous pointe permettant la
connexion des dispositifs avec un appareil de mesure électrique permettant de suivre les
caractéristiques I-V des dispositifs.

Testeur sous pointes

L’équipement que nous avons utilisé pour réaliser les contacts électriques est un tes-
teur sous pointe Cascade (Microtech). Cet appareil dispose d’une plate forme motorisée
sur laquelle est déposé 1’échantillon. L’ensemble est placé dans une enceinte fermée
servant de cage de Faraday. Des pointes de tests sont introduites dans la chambre et
permettent de connecter chaque plot de contact de I’échantillon a ’appareil de mesure.
Cet équipement nous permet donc d’éviter toute étape de montage des échantillons sur
un boitier et ainsi toute étape de soudure. Un microscope permet de positionner les
pointes sur les zones de contact. Dans notre cas ce microscope nous a également été
utile durant les séries de mesures réalisées en solution pour controler de fagon réguliere
le niveau de remplissage et ’étanchéité des micro-cuves en PDMS. Une photo globale
de I'équipement est donnée dans la figure

F1G. 20 - (a) Vue générale du testeur sous pointe CASCADE (Société Microtech) utilisé
pour la réalisation des contacts électriques avec les dispositifs. (b) Vue détaillée des
pointes de contact

Le principal avantage de cet équipement repose tout d’abord sur le blindage de la
chambre de mesure qui permet de limiter considérablement les bruits de mesures. Par
ailleurs, la chambre est balayée en permanence par un flux d’azote qui permet également
de limiter l'influence des parametres environnementaux (en particulier '’humidité) sur
les nanoélectrodes.

Remarque : Une seule limitation nous est apparue lors de nos expériences en ce qui
concerne la réalisation de mesures en solution. En effet, l’architecture de la chambre de
mesure et la présence d’une cage de faraday permettant d’isoler les pointes de contact
limitent considérablement ’accés a I’échantillon une fois que celui-ci a été chargé et que
les pointes ont été connectées. Il nous a donc été impossible de réaliser les remplissages
des micro-cuves en PDMS durant la mesure. Les dispositifs ont été préparés avant la
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connexion des pointes de contact, introduits dans le testeur puis caractérisés électrique-
ment. Aussi, nous n’avons pu débuter les mesures éElectriques que 2 a 8 minutes apres
leur remplissage.

Systéme de mesure
Les niveaux de courant observés lors de nos mesure sont généralement compris entre
quelques centaines de fA et quelques dizaines de nA. Ces mesures ” a bas niveaux ”
requiérent donc un équipement et surtout un montage électrique adapté[162].
L’appareil de caractérisation électrique utilisé est le modele 4200 Keithley. Ce sys-
teme est composé d’une unité de mesure et de deux pré-amplificateurs placés pres des
pointes de mesures.

oaas ¢
sEae
saos
ssaa

FiG. 21 — Equipement de caractérisation utilisé pour les mesures électriques (Modele
4200 Keithley)

Cet appareil est particulierement bien adapté aux mesures bas niveaux. Les données
constructeurs garantissent en particulier un niveau de sensibilité de I'ordre de quelques
fA pour des calibres de mesures compris entre 1pA et 1nA avec une erreur inférieure a
0.1%. Les mesures ont été effectuées en utilisant deux voies de 'appareil de mesure (une
voie pour le signal et une voie pour le commun). Chaque voie est reliée & une pointe de
mesure par I'intermédiaire de deux cables "force” et "sense”. Ainsi seules deux pointes
ont été utilisées pour caractériser chaque dispositif.

De nombreuses précautions ont été prises conformément aux recommandations du
constructeur [162, 163] de fagon a limiter les sources d’erreurs de mesures et de bruits.
Tout d’abord, toutes les connexions ont été réalisées en utilisant des cables triaxiaux.
Par ailleurs, des cables de faibles longueurs ont été employés pour relier les pointes de
tests aux pré-amplificateur de facon a limiter au maximum 'amplification de bruits lors
de la mesure. Enfin, le chassis du testeur ainsi que les différents blindages ont été reliés
en un meme point du chassis de ’appareil de mesure pour éviter tout phénomene de
bouclage de masse. Ainsi, le niveau de bruit observé a température ambiante sur des
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échantillons connectés (électrodes seules) est compris typiquement entre 10 et 20 fA.

Remarque : Une attention toute particuliere a été consacrée a la protection des
échantillons contre les décharges électrostatiques (utilisation d’un bracelet et d’un ta-
pis antistatiques). Les échantillons sont trés sensibles a ces phénomeénes qui conduisent
immédiatement a leur destruction.
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A.1 Principe des mesures

Deux approches "similaires” ont été mises au point pour permettre la réalisation de
mesures électriques en solution en particulier durant 1’étape d’incubation des solutions
de nanoparticules métalliques sur les nanoélectrodes. Ces deux approches sont basées
sur 'utilisation de dispositifs simples de microfluidique permettant de confiner un faible
volume de solution sur les dispositifs. Cette approche est beaucoup plus satisfaisante que
le dépot direct de solution sur I’échantillon car elle permet de limiter les phénomenes
d’évaporation et ainsi de conserver les concentrations des solutions constantes. Pour
effectuer ces mesures, nous avons donc mis au point la fabrication de micro-cuves qui,
déposées sur la surface des échantillons, permettent de confiner un volume de solution
d’environ 1uL sur les électrodes et également d’isoler les contacts électriques.

La fabrication des structures s’est appuyée sur les tres nombreux travaux publiés
dans le domaine de la microfluidique et en particulier sur les protocoles de fabrica-
tion de dispositifs basés sur le moulage de polymere. De fagon générale, les matériaux
polymeres sont particulierement bien adaptés aux applications de microfluidiques car
il permettent de fabriquer par moulage des structures permettant la minupaltion de
fluides (canaux, chambres de réactions, ...) et ce de fagon simple, rapide et a faible
cott. De nombreux polymeres ont d’ores et déja été étudiés pour dans le cadre de ces
applications (Polycarbonate, le PMMA, le polystyrene, PETG ...) [164]. Parmi eux, les
matériaux élastomeres sont particulierement intéressants car ils offrent généralement de
tres bonne propriétés de contact et de conformation sur les surfaces sur lesquelles ils sont
déposés. Pour la réalisation de ces structures, nous avons utilisé un matériau élastomere
désormais bien connu : le PDMS (PolyDiméthylSiloxane). Nous avons en particulier mis
en oeuvre une formulation commerciale proposée par la Société Dow Corning sous la
référence Sylgard 184.

L’utilisation du PDMS pour des applications de microfluidique a été tres largement
étudiée et documentée [106, 164]. En plus de ses propriétés physico-chimiques (trans-
parence (UV-visible), stabilité chimique et thermique, bio-compatibilité, ...) la mise en
forme du PDMS est particulierement simple a mettre en oeuvre et ses tres bonnes
propriétés de moulage [165] et de conformation en font un matériau particulierement
adapté pour ces applications [164]. Comme nous le verrons dans 'annexe D.3 ces mémes
propriétés de moulage peuvent également étre exploitées pour une technique de litho-
graphie alternative, la Nanolmpression qui repose elle aussi sur le transfer de structures
par moulage.

A.2 Reéalisation des microréacteurs PDMS

Le protocole de fabrication des micro-cuves en PDMS est reporté dans la figurdA.2!
Dans un premier temps, deux moules en acier inoxydables ont été fabriqués par électro-
usinage. Ces moules permettent de définir une structure rectangulaire creuse dont les
dimensions extérieures sont d’environ 3x3x3mm?. Le diametre et la hauteur de la cavité
sont tous deux de Imm correspondant a un volume d’environ 1pL.

Le PDMS est introduit entre les deux moules et réticulé pendant 1 heure a 100°C. Le
démoulage est effectué directement apres la réticulation et ne nécessite pas de traitement
préalable des surfaces des moules. Le controle de 'espace séparant les deux moules
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Micro-Chambre

ouverte
Moule ERE%/W Réticulation 1
] % / T 7/ ; Démoulage
PDMS é/ : z/ — //‘;@ —>
:/”// 77!
Moule /f,/” /@Z/ - ///

Micro-Chambre
fermeée

(a)

Fic. A.1 — Schéma illustrant la procédure de moulage des microchambres en PDMS.

nous permet soit de définir des cavités fermées ou bien des cavités ouvertes. Les micro-
chambres sont ensuite déposées et alignées sur les échantillons de silicium de 4mmx4mm.
Deux protocoles ont été utilisés lors du report des micro-chambres.

A.2.1 Report et alignement des microréacteurs sur les dispo-
sitifs électriques

A.2.1.1 Greffage réversible

Un premier report que nous qualifierons de réversible a tout d’abord été réalisé
en exploitant directement les tres bonnes propriétés de conformation du PDMS. Cette
méthode simple et rapide permet de créer un contact étanche entre le PDMS et le
substrat. Elle parait bien adaptée a des applications nécessitant un démontage rapide
des dispositifs pour observation de la surface ou encore pour procéder a des étapes de
lavage [166]. Cette procédure est particulierement utile dans le cas de nos premieres
expériences de mise au point pour lesquelles un controle régulier des états de surface et
également une évaluation des densités de nanoparticules immobilisées par observation
MERB a été nécessaire.

Dans ce cas de figure, nous avons utilisé des micro-chambres ouvertes pour lesquelles
le remplissage a été effectué en utilisant une micropipette. La cavité a ensuite été fermée
en utilisant une lame de verre découpée aux dimensions de la micro-chambre et déposée
sur la cavité (Cf Figure A.2(a)).

Toutefois, bien que cette premiere méthode de montage soit particulierement simple
et directe, celle-ci reste limitée en particulier pour des applications requérant de nom-
breuses étapes de lavage car elle nécessite un démontage systématique des microchambres.
Nous n’avons utilisé cette méthode que pour les étapes d’incubation des solutions colloi-
dales en particulier pour les solutions de nanoparticules fonctionnalisées par des groupes
anti-biotine. Cette approche nous a permis de limiter la consommation de solution en
limitant tres avantageusement les volumes nécessaires.

D’un point de vue plus général, le report de dispositifs de microfluidique en utilisant
les propriétés de conformation du PDMS reste également limitée dans le cas d’appli-
cations ou les pressions des fluides transportés est trop élevée [167]. Typiquement, si
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Greffage Reversible ou Lame de
Irréversible verre
a) l b) l
// Remplissage
Injection de la o /E
. Ll — [ . s— >
solution _’

|

Fic. A.2 — Schéma illustrant les deux procédures de remplissage utilisées lors de nos
expériences. (a) Dans le cas de micro-chambres fermées, le remplissage est effectué en
utilisant deux capillaires introduits au travers des parois dans la cavité. Un des capil-
laires est connecté a une micropipette qui permet l’injection successive de solutions. Le
deuzieme capillaire permet [’évacuation des solutions.(b) Dans le cas de micro-chambres
ouvertes, le remplissage est effectué directement en utilisant une micropipette.

aucune force extérieure de maintien n’est exercée sur les dispositifs, les Fressions maxi-
males utilisables ne peuvent dépasser une valeur critique d’environ 5psi *.

A.2.1.2 Greffage irréversible

Dans le cas d’applications nécessitant des pressions plus élevées (jusqu'a 30 a 50
psi), un greffage irréversible du PDMS sur la surface est envisageable. Celui-ci peut étre
facilement obtenu en effectuant un traitement simultané par plasma O, des surfaces
du PDMS [168] et du substrat sur lequel seront reportés les structures [167, 164, 169,
170]. Ces traitements de surfaces permettent de créer des liaisons covalentes entre le
PDMS et des substrats de nature tres variées (Si, SiOs, verre, quartz, nitrure de silicium,
etc ). Dans notre cas, nous avons utilisé un traitement plasma Oy dont la durée est
comprise entre 20 et 30 s pour des puissances de l'ordre de 400W (Equipement LFE).
Immédiatement apres le traitement une goutte d’éthanol est déposée sur le substrat de
silicium avant le report des micro-chambres en PDMS [171]. Cette procédure permet
d’éviter un greffage instantané du PDMS sur le substrat et facilite I'alignement du
dispositif sur les électrodes (cette opération a été menée sous microscope optique). Le
greffage est achevé en plagant le dispositif dans une étuve a 60°C' pendant 12 heures. A
I’issu de ce traitement, le démontage des micro-chambres est impossible sans occasionner
une rupture des structures en PDMS.

Dans la plupart des expériences utilisant ce protocole, nous avons préféré utiliser des
micro-chambres fermées. Une fois reportées sur la surface leur remplissage a été effectué

11 psi = 0,068 94 bar
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en utilisant deux capillaires métalliques introduits de part et d’autre de la cavité au
travers des parois . Un des capillaires est ensuite relié a une micropipette. Ce montage
permet un remplissage simple de la cavité et autorise des protocoles plus complexes
intégrant plusieurs étapes d’incubation et de greffage.

Cette méthode a été mise au point dans ’objectif principal de démontrer la compati-
bilité des dispositifs et du protocole de détection avec une intégration dans un dispositif
plus complexe de type laboratoires sur puce. En particulier, nous avons démontré la
possibilité de réaliser un protocole complet de détection immunologique par cette voie
(immobilisation d’un anticorps sonde, incubation d’un anticorps cible, incubation de la
solution de nanoparticules fonctionnalisées par des molécules d’anti-biotine et lavages).
Cette approche est particulierement intéressante pour des applications dans le domaine
de la protéomique [172] car elle permet de limiter considérablement les volumes réac-
tionnels et confirme la possibilité d’intégration de dispositifs complets de traitement et
de détection. Cette méthode a également été utilisée avec succes au laboratoire pour des
applications de détection en solution avec des dispositifs de type ISFET [173].
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Le modele DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) a été développé dans le
but de décrire les interactions de courte portée existantes entre des surfaces placées
en solution. Son principe repose sur la prise en compte des forces électrostatiques liées
aux phénomenes d’apparition de charges sur les surfaces ainsi que des forces de Van
der Waals. Ce modele est particulierement bien adapté a la description de solution
colloidales telles que les solutions de nanoparticules que nous avons utilisées dans nos
expériences|129]

B.1 Interactions électrostatiques

En solution, plusieurs phénomenes peuvent étre a 1’origine de I'apparition de charges
sur une surface. Outre la polarisation électrique de la surface comme dans le cas d’une
électrode, ce phénomene peut résulter de mécanismes d’ionisation ou de dissociation de
groupes fonctionnels présents a la surface (ex : groupes acides carboxyliques COOH —
COO™+H™) ou encore d’adsorption d’especes ioniques constituant I’électrolyte.

Quelque soit le mécanisme qui conduit a son apparition, cette charge de surface est
systématiquement compensée par une modification de la répartition des especes ioniques
(des contre-ions) en solution résultant en une zone de charge opposée située a proximité
de la surface. Cette répartition des charges peut étre décrite au travers du modele de
Stern. La figure [B.1 donne une description schématique de la répartition de ions &
proximité de la surface.

SLfrFac;e chargée Contre-ion adsorbé
négativement /
-® Ion chargé po_s.itivement
_ ® (contre-ion)
® ad ®
1 o
® 2 *
® Ion chargé
Z négativement
V (co-ion)
_® ® @ ©
e © ®
-® ® ©
T Double coucke diffuse )

Couches de Stern " PEH
et Helmoltz

Fic. B.1 — [llustration de la distribution spatiale des espéces ioniques a proximaité d’une
surface chargée en solution. Le plan externe d’Helmoltz délimite les couches de Stern et

Helmoltz de la double couche diffuse.

Pres de la surface, les contre-ions sont majoritaires et permettent de contre-balancer
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la charge de surface. Certains d’entre eux sont adsorbés temporairement tandis qu’en
solution, d’autres ions tendent a se ressembler sous l'influence de la charge de surface
pour former une atmosphere ionique appelée double couche électrique diffuse. Ces deux
régions sont délimitées par un plan appelé plan externe d’Helmoltz (PEH). La région
comprise entre la surface et le plan externe d’Helmoltz regroupe les couches dites de
stern et d’Helmoltz. Au dela du plan d’Helmoltz, les ions évoluent en solution et leur
distribution est modifiée par la charge de surface.

Evolution de la concentration des espéeces en solution
Le potentiel chimique u; d’une espece ionique i présente en solution peut s’exprimer
sous la forme :

pi = ziey + kpTlog(C;) (B.1)

ou z et C; représentent respectivement la charge et la concentration (en nombre
d’ions par m? de solution) d’une espece ionique i, ¥ le potentiel électrostatique et e la
charge de 1’électron.

La distribution des contre-ions en solution peut étre décrite par une distribution de
Boltzmann. A une distance x de la surface, nous pouvons exprimer la concentration C, ;
d’une espece ionique i présente en solution par la relation :

Coi=Cooy € 7V/ksT (B.2)

olt Cy; (en nombre d’ions par m* de solution) représente la concentration en espece
i a une distance infinie de la surface.

La figure [B.2/ nous donne un exemple d’évolution des concentrations des especes
ioniques obtenue dans le cas d’un électrolyte symétrique (ions ayant des charges de
meéme valeur absolue) composé seulement de deux especes ioniques.

Concentration

L
\

. Contre-ions
AN

—
T

— Co-ions

Fic. B.2 — Exemples de courbes décrivant [’évolution des concentrations des espeéces
ioniques en solution en fonction de la distance x dans le cas d’un €électrolyte symé-
trique [129]. Les concentrations des contre-ions et des co-ions suivent une distribution
de Boltzmann et évoluent vers une valeur limite Cy, lorsque x — o0
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Nous voyons que la concentration des contre-ions, majoritaires a proximité de la
surface, décroit exponentiellement pour atteindre une valeur limite C,, pour laquelle
I'influence de la charge de surface devient négligeable. Au contraire, la concentration de
co-ions augmente pour atteindre elle aussi une valeur limite C,, qui dans le cas de I’élec-
trolyte symétrique que nous avons considéré, correspond également a la concentration
des contre-ions.

L’utilisation de I’équation de Poisson nous permet d’exprimer la densité de charge
en fonction de la distance x de la surface :

senle) =~z (55 (.3)

da?

ou p(x) désigne la densité de charge en x, ¢ le potentiel électrostatique et e la permit-
tivité relative de la solution.

Cette densité de charge s’exprime également a partir des concentrations des diffé-
rentes especes en solution (Cf. Equation B.2) :

,o(x) = Z zieC’i = Z zieC’oo,i €7ziew/kBT <B4>
La combinaison des équations|B.3 et B.4 nous permet d’écrire ’équation de Poisson-
Boltzmann :

d21/1 zep zep »
_ _ o0 —zeyp/kpT B.5
dx? €€y €€ ¢ (B.5)

Equation de Grahame
Nous pouvons donner une expression de la charge de surface o a partir des conditions
aux limites (dy)/dx),—o = 0 (champ électrostatique nul pour z — oo) et d’électroneu-

tralité o = — [ zeCyda
d
(%)0 = 0 /eg (B.6)

La combinaison de la relation B.6 et nous permet de définir I’équation dite de
Grahame :

;pOZ Zpooz W (B-7)

Longueur de Debye
Si nous considérons le cas de surfaces faiblement chargées (potentiel inférieur a 25mV),
I’équation de Grahame se simplifie suivant I’expression :

o = ecgky (B.8)
avec

> i Poci€’ 21 1/2 (B.9)
eeokpT ’
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Nous voyons dans ce cas que le potentiel devient proportionnel a la charge de surface.
Nous pouvons constater également que 1’équation est similaire a I'expression de la
charge dans un condensateur plan dont les deux armatures seraient séparées par une
distance 1/k de charges +o. Cette analogie avec un condensateur plan est a l'origine
de terme de double couche électrique qui décrit la répartition des especes ioniques entre
deux surfaces chargées. Cette distribution a pour longueur caractéristique la longueur
de Debye 1/k qui définie la région dans laquelle la distribution des espéces ioniques peut
étre décrite par le modele de la double couche.

Cette grandeur 1/k est indépendante de la nature des surfaces et ne dépend que
des propriétés de la solution et pas de la charge des surfaces. Plus la force ionique de la
solution est élevée plus la longueur de Debye sera faible correspondant a des interactions
électrostatiques de plus courte portée.

Evolution du potentiel électrostatique loin de la surface

Pour de faibles valeurs de potentiels, la théorie de Gouy-Chapman [129] nous permet
de donner une expression approchée du potentiel d’interaction électrostatique connue
sous le nom d’équation de Debye-Huckel :

Y(x) ~ hoe™™ (B.10)

Nous voyons que la longueur de Debye permet de caractériser la décroissance expo-
nentielle du potentiel dans la double couche diffuse.

Pour des valeurs de x supérieures a cette longueur 1/k, le terme kT devient prédo-
minant dans l’expression. L’agitation thermique est alors le facteur prédominant dans
la répartition des especes ioniques et masque 'influence de la charge de surface sur la
distributions des ions en solution. Cet effet est particulierement présent dans le cas de
solutions de forces ioniques élevées c’est a dire de faibles longueurs de Debye.

I1 nous est possible de donner un profil de I’évolution du potentiel 1)(z) en solution
dans le cas d’une surface chargée négativement (Cf. FigureB.3).

Nous retrouvons sur ce graphe la zone de décroissance exponentielle du potentiel
correspondant a la double couche diffuse. Les variations du potentiel au sein des couches
de Stern et Helmoltz sont affectée par la présence des contre-ions adsorbés sur la surface
qui engendre une augmentation du potentiel jusqu’au plan externe d’Helmoltz.

Potentiel d’interaction électrostatique

A partir de 'expression du potentiel chimique, il est possible de donner une expression
de la force de répulsion qualifiée de pression de répulsion P entre les deux surfaces. Celle-
ci s’exprime a partir du potentiel chimique p par la relation :

oP B o
), (3,

Cette relation nous permet de donner une expression de P a partir de laquelle nous
pouvons déduire I'expression du potentiel d’interaction électrostatique W;.
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Y(x)

) Distance x

PEH

Fi1G. B.3 — lllustration de [’évolution du potentiel 1, électrostatique en fonction de x. Le
potentiel présente un mazrima au niveau du plan externe d’Helmoltz.

En particulier, dans le cas de deux plans paralleles de dimensions infinies, nous
avons :

4kpT
W = <—6 5 ”"07”2)6“1? (B.12)

K

ou D représente la distance séparant les deux surfaces, v; = tanh(zey;/4kpT) s’ex-
prime a partir du potentiel de la surface i considérée. Cette expression a été utilisée dans
ce manuscript en nous servant d’expression de base pour décrire l'interaction entre un
élément de surfaces d’une particule et de sa projection sur le substrat. Nous voyons que
dans le cas de deux surfaces chargées de méme signe, la nature de 'interaction entre les
deux surfaces est répulsive. Ce phénomene permet a deux nanoparticules identiques en
solution de se repousser et globalement de garantir la stabilité de la solution colloidale.
Dans le cas contraire, comme dans le cas de 'interaction entre les nanoparticules fonc-
tionnalisées par des groupements citrate et un substrat fonctionnalisé par de ’APTMS,
I'interaction est attractive et favorise I'immobilisation des nanoparticules.

B.2 Forces de Van der Waals

Les forces de Van der Waals jouent un role central dans les phénomenes faisant
intervenir des interaction moléculaires. Ces forces sont toujours de nature attractive.
Elles sont omniprésentes et bien qu’elles soient généralement de tres courte portée, elles
peuvent étre considérées dans certains systemes étendus comme des forces a longue
distance.
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L’interaction de Van der Waals entre deux atomes peut étre décrite par un potentiel
Waaw s’exprimant sous la forme

Woan(d) = () (B.13)

ou r représente la distance entre les deux entités considérées et C une constante.

Dans le cas de corps massifs en interaction il est possible d’utiliser cette loi simple
et de la généraliser en définissant un parametre caractéristique A appelé constante de
Hamaker qui peut s’exprimer a partir de la constante C par la relation :

A= chppo(J) (B14)

oll p; et po sont les densité respective des deux molécules considérées.

Il est ensuite possible d’appliquer cette relation pour déterminer lénergie d’interac-
tion entre deux surfaces en tenant compte de leur géométrie [129]. Par exemple, dans
le cas de deux plans paralleles de dimensions infinies, un calcul par intégration nous
permet de donner une expression simple du potentiel d’interaction par unité de surface :

A
127 D?

ou D représente la distance séparant les deux plans.

Il est également possible de donner une expression simple de ce potentiel d'interaction
par unité de surface W4, pour des géométries simples de corps en interaction telles que
sphere-plan, cylindre-plan, sphere-sphere, etc [129].

Les valeurs du parameétre A sont comprises entre 0.4 et 50.107° J. Elles dépendent
essentiellement de la nature des matériaux en interaction, de la nature du milieu les
séparant.

Wodw = (B.15)

B.3 Le modele DLVO

Le modele DLVO est né des contributions de Derjaguin et Landau en 1941 [127]
qui ont été complétées par Verwey et Overbeek en 1948 [128]. Ce modele permet de
décrire les intéractions entre deux surfaces placées en solution en prenant en compte
simultanément de I'influence des forces électrostatiques et des forces de Van der Waals.
Dans ce paragraphe nous nous proposons de discuter de fagon qualitative I’évolution du
potentiel en fonction de la charge de surface et de la force ionique de la solution [129] et
de son influence sur le comportement d’une solution colloidale telle que celle que nous
avons utilisée.

A la différence des forces électrostatiques, les forces de Van der Waals sont, comme
nous l'avons vu, tres peu sensibles aux variations de concentrations des especes dans
I’électrolyte et seront donc considérées comme fixes en premiere approximation. La fi-
gure B.4 montre un exemple typique de variation du potentiel d’interaction entre deux
surfaces soumises a la combinaison de ces deux forces.

Dans cet exemple, nous voyons que pour de faibles distances, les forces de Van der
Waals dont le potentiel d’interaction résultant varie en 1/z° restent prédominantes.
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Fic. B.4 — lllustration de la variation du potentiel d’interaction entre deux surfaces
chargées de méme signe en solution. Le modeéle utilisé est basé sur la prise en compte
des forces électrostatiques et des forces de Van der Waals. [129]

Leur influence se traduit par une forte baisse du potentiel qualifié de minimum pri-
maire. Lorsque 'on augmente la distance entre les deux surfaces, I'influence des forces
de répulsion électrostatique augmente et se traduit dans cet exemple par une forte bar-
riere de potentiel pour des valeurs de distances généralement de 1'ordre de 5nm. pour
des distances supérieures a la longueur de Debye, les forces de Van der Waals rede-
viennent prédominantes et se traduisent généralement par I'apparition d’un minimum
de potentiel appelé minimum secondaire.

L’exemple que nous venons de choisir nous a permis d’illustrer les variations relatives
de l'intensité des forces de Van der Waals et d’interaction électrostatiques. Toutefois,
I'influence de chacune de ces forces dépend étroitement des propriétés de la solution
ainsi que de la charge de la surface. La figure B.5 illustre I'influence de ces parametres
sur 1’évolution du potentiel total d’interaction.

Dans le cas de figure (a), correspondant a une surface tres fortement chargée placée
dans un électrolyte de faible force ionique, les forces de répulsion électrostatiques restent
prédominantes sauf pour de tres faibles valeurs de x.

Lorsque la force ionique de la solution augmente, impliquant une diminution de la
longueur de Debye, la courbe laisse apparaitre un minimum secondaire. Ce cas de fi-
gure correspond a celui que nous avons traité précédemment. Dans le cas d'une solution
colloidale, la barriere séparant le minimum secondaire du minimum primaire est géné-
ralement trop grande pour que les particules entrent en contact. Ainsi, les particules
se trouvent majoritairement dispersées en solution. Certaines particules subissent 'effet
d’attraction de ce minimum secondaire et forment des agrégats par un phénomene dit
de floculation. Toutefois, le puits de potentiel étant de faible intensité, ce phénomene de
floculation reste réversible et permet aux nanoparticules d’étre redispersées.
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Potentiel

Distance x

Augmentation de la force ionique,
diminution du potentiel de surface

Fi1c. B.5 — Hllustration de linfluence de la charge de surface et de la force ionique de la
solution sur la répartition spatiale du potentiel électrostatique [129].

Si la charge de surface décroit encore ou que la force ionique de la solution augmente
encore, nous voyons que la hauteur de la barriere de potentiel diminue progressivement
(courbe c et d).

Dans une cas extréme (courbe d), cette barriere disparait. Les interactions de Van der
Waals prédominent et engendrent une agrégation rapide et irréversible des particules.

Alinsi, nous voyons au travers de ces différents exemples que le controle de la force
ionique de la solution ainsi que le potentiel des surfaces sont deux parametres critiques
dans la mise en oeuvre de solutions de nanoparticules et dans leur immobilisation sur
un substrat chargé.
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Notre analyse des phénomenes de transport électrique entre les nanoparticules et
nanoélectrodes s’est appuyée sur une description du contact par une jonction tunnel de
type métal-isolant-métal (MIM). En utilisant ce modele, il nous est possible d’exprimer
la densité de courant J traversant une telle jonction polarisée sous une tension V' en
utilisant le modele de Stratton [137] :

drm*q e™™ e kgT
h3 ¢t sin(meikpT)
ou ¢ représente la charge d’'un électron, m* la masse effective d'un électron dans
Iisolant. Les coefficient c1 et bl sont définis par rapport aux caractéristiques de la jonc-

tion (hauteur de barriere, épaisseur de la jonction, masse effective de I’électron dans
l'isolant) et de la tension de polarisation.

JV,T) =

(1 —exp(—1V))) (C.1)

A température ambiante il est possible de donner une expression approchée de cette
équation [174, 30]. En particulier, pour des fortes tensions de polarisation V' supérieures
a Py la hauteur de barriere de la jonction tunnel considérée, on obtient :

2 2 .. 13/2
q V —2a%s¢,
JV)=—" : _ C.2
V)= 529, &P ( 3V ) (C.2)
avec
2 * *
by = ;Vs-q)g/Q et 01:_048_(1)(1)/2
et
* 2(2 1/2
O =all et a= 22moq) =10.25 (eV~Y2pm™)
mo h

Dans ces expressions, s représente la largeur de la barriere tunnel considérée et m* la

masse effective de 1’électron dans l'isolant. Dans nos calculs, nous avons utilisé m* = 0.4
130].

Cette équation nous montre que pour des fortes polarisations, le terme In(J/V?)
dépend linéairement de 1/V. Nous nous trouvons ici dans le cas du régime de Fowler-
Nordheim. Ce comportement nous permet donc d’identifier au travers des caractéris-
tiques électriques obtenues lors de nos mesures les propriétés d’une jonction métal-
isolant-métal équivalente. En particulier, le tracé de la fonction In(J/V?) en fonction
de 1/V nous permet de proposer une estimations des termes s et ®y qui sont deux
grandeurs caractéristiques de la jonction et dont les valeurs pourront nous permettre de
valider la description du transport électrique entre les nanoparticules et les électrodes
par ce modele.
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Ce chapitre est destiné a présenter sommairement d’une part le role des anticorps
dans le systeme immunitaire chez les especes animales mais surtout les relations entre
la structure de la molécule d’anticorps et sa réactivité.

La fin de cette annexe regroupe un glossaire des termes spécifiques a I'immunologie
employés tout au long du manuscript.

D.1 Role des anticorps dans la réponse immunolo-
gique

Le systeme immunitaire, par définition, est un systéeme qui protege un hote contre
les infections. Une réponse "immune” est une réponse de 1’hote pour se défendre lui-
méme contre un (micro-organisme) pathogene responsable de I'infection qui sera qualifié
d’immunogene. Dans 1’étude des mécanismes spécifiques de la réponse immunitaire,
les anticorps ont été les premieres molécules a etre caractérisées et impliquées dans la
reconnaissance spécifique de I'immunité.

On distingue de I'immunité innée ou naturelle , 'immunité adaptative (ou immunité
acquise) qui est induite lorsque I'immunité naturelle échoue dans I’élimination d’un agent
infectieux. Cette immunité adaptative est caractérisée par la production d’anticorps
spécifiques contre un pathogene . Les anticorps jouent, comme nous allons le voir, un
role prépondérant dans 'immunité adaptative.

D.1.1 Role des Lymphocytes (ou cellules) B

La réponse du systeme immunitaire se traduit par la production de lymphocytes
(appartenant a la famille des leucocytes ou globules blancs). Ces lymphocytes sont
dotés de récepteurs qui permettent au systéeme immunitaire de reconnaitre tout élément
étranger a 'organisme. Ces sites de reconnaissance sont dits spécifiques d'un antigene.
La diversité des spécificités est telle que 1’on considere qu’il existe toujours des récepteurs
lymphocytaires capables de se lier a un antigene donné. L’ensemble de ces lymphocytes
constitue le répertoire de récepteurs lymphocytaire d'un individu.

Les molécules qui permettent aux lymphocytes B de reconnaitre un antigene sont
les immunoglobulines ou Ig. Ces protéines sont fixées a la surface des lymphocytes et
possedent toutes la méme spécificité. Lorsqu’un lymphocyte B reconnait 'antigéne qui
correspond a son anticorps, il va se diviser en cellules filles. Les cellules filles qui résultent
de la division d’un seul lymphocyte B sont appelées des clones. Les cellules filles vont
alors se différencier des lymphocytes et sécréter des immunoglobulines particulieres : les
anticorps. Les anticorps synthétisés seront tous de la méme spécificité que les Ig présents
a la surface du lymphocyte. Il reconnaitront donc spécifiquement 'antigene qui est a
I'origine de la réponse du systéeme immunitaire.

D.1.2 Le role des anticorps

La sécrétion des anticorps est la principale fonction effectrice” des cellules B dans
I'immunité dite adaptative. Cette réponse immune est donc adaptative car les méca-
nismes qu’elle implique sont liés spécifiquement a un antigene. Elle va conduire a 1’éli-
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mination du pathogene et dans le méme temps va permettre de générer des lymphocytes
qui serviront de mémoire lors de prochaines infections.

La molécule d’anticorps a deux fonctions distinctes dans la réponse immune : 'une
est de se fixer spécifiquement aux molécules des pathogenes qui ont suscité la réponse im-
munitaire, 'autre est de recruter d’autres cellules et d’autres molécules qui vont pouvoir
détruire le pathogene une fois ’anticorps fixé dessus.

D.2 Structure des anticorps IgG

Les anticorps sont des macromolécules complexes qui appartiennent a la famille des
immunoglobulines (Ig) qui est commune a ’ensemble de la famille des vertébrés. Ces
protéines sont constituées par un assemblage de quatre chaines polypeptidiques reliées
entre elles par des liaisons (ou ponts) disulfure.

Une description schématisée de la structure d’un anticorps est donné dans la figure

Chaine légére
L

Ponts disulfure

[l Région Variable

[Z] Région Constante

Chaine lourde (H)

Fi1c. D.1 — Structure simplifiée d’un anticorps de type IgG. Cet anticorps présente une
structure en Y composée de deux chaines lourdes (H) liées par deux ponts disulfures sur
lesquelles deuz chaines légéres (L) sont liées par un pont disulfure. Chaque chaine H et
L présente une région "variable”. Les parties variables de H et L s’associent pour former
le site de liaison a [’antigéne

La famille des immunoglobulines est caractérisée par une structure composée de deux
chaines dites lourdes (H) et deux chaines dites légeres (L). Ces chaines sont liées entre
elles par des liaisons disulfure et conferent a I’anticorps une structure en Y. Les deux bras
de I'anticorps sont terminés par des régions appelées régions variables qui constituent les
sites de liaison a I’antigene ou paratope. La structure reconnue par ’anticorps est appelée
épitope ou déterminant antigénique. Cette région est tres différente d’un anticorps a
I’autre et permet a un individu de pouvoir assurer la reconnaissance de n’importe quelle
structure. La variabilité de ces régions permet a chaque anticorps de se fixer a un antigene
spécifique différent.

Remarque : il est fréquent de rencontrer dans la littérature des anticorps de type
(H+L). Cette dénomination indique que la molécule considérée est un anticorps complet
possédant les chaines H et L (Cf. Notion de fragment)
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La "queue” de I'Y quant a elle, détermine les propriétés fonctionnelles de I'anticorps
c’est a ’ensemble des mécanismes dits "effecteurs” qui vont conduire a I’élimination de
I’antigene apres reconnaissance et fixation de I’anticorps. Suivant le type de chaine lourde
qui la constitue, on distingue 5 classes d’Ig. Les cinq classes principales sont IgM, IgA,
IgD, IgE, IgG. Les immunoglobulines de classe G sont de loin les immunoglobulines les
plus abondantes et nous prendrons I'I[gG comme modele pour notre description générale
des Ig. Dans le cas des anticorps, la chaine lourde est hydrophile ce qui facilite sa
sécrétion et sa solubilisation.

D.2.1 Taille des anticorps

Les deux chaines lourdes ou H présentent une masse d’environ 50kDa et deux chaines
légeres ou L de masse 925kDal. Le masse moléculaire globale de I'lgG est d’environ
150kDa. En ce qui concerne les dimensions des anticorps en solution, on assimile géné-
ralement les anticorps a des disques de 10 a 14 nm de diametre et de quelques nanometres
d’épaisseur [147]...

D.2.2 Notion de fragment

La répétition des séquences d’acides aminés dans un anticorps permet de distinguer
plusieurs régions peptidiques. Chaque chaine légere est constituée de deux domaines
appelés domaines d’'immunoglobulines, alors que la chaine lourde en contient quatre.

La figure [D.2 nous donne un apercu plus précis de la structure d’un anticorps au
travers de la représentation de sa structure en ruban (chaque ruban représentant une
chaine peptidique).

Chaines légéres

Chaines lourdes

/ *)

Fic. D.2 — Ezemple d’une représentation en ruban d’un anticorps

L’utilisation de certains enzymes (protéases) permet de cliver un anticorps. Il est
possible de cliver un anticorps pour donner trois fragments. Deux fragments identiques
conservent les sites de liaison a 'antigene. Ces fragments sont appelé Fab ("Fragment
Antigen Binding”) et, bien qu’isolés, conservent leur activité vis a vis des anticorps (Cf
figure [D.3). Le troisieme fragment, nommé Fe, est lui incapable de se lier & Pantigene.

!Dalton : 1 Da=1,67.10-24 g, soit la masse d’un atome d’hydrogene



D.2 Structure des anticorps IgG 207

F(ab"),

B Région Variable Fc pFc’

[ Région Constante D D

(a) (b)

Fic. D.3 — Représentation schématique des motions de fragments Fab, Fc et F(ab’)
obtenus a partir d’un anticorps aprés clivage par un enyme

Comme nous 'avons vu, il est a ’origine des interactions avec les molécules et les cellules
effectrices.

Certaines enzymes permettent également de cliver uniquement la partie constante
de l'anticorps pour obtenir un fragment et conserver intacte la partie supérieure de
Ianticorps. Le fragment généré est appelé F(ab’)s.

D.2.3 Anticorps polyclonaux-monoclonaux

Comme nous 'avons dit précédemment, les anticorps sont produits par les lympho-
cytes B apres une étape de différenciation. Chaque lymphocyte porte des récepteurs
antigéniques de spécificité unique. Lorsqu’un antigene est reconnu par un lymphocyte,
une phase d’activation puis de clonage des lymphocytes a lieu. Celle-ci conduit a une
multiplication du lymphocyte initial ou expansion clonale.

Un antigene comporte généralement plusieurs régions appelées épitopes qui vont
chacune étre reconnue par un lymphocyte. Lors de la réponse adaptative, il y aura donc
production de plusieurs clones et donc d’anticorps différents chacun étant spécifique d’un
épitope donné mais reconnaissant tous ’élément pathogene initial. Ces anticorps seront
qualifiés de polyclonaux. Au contraire, on parlera d’anticorps monoclonaux lorsque ces
derniers seront obtenus a partir de la division d’un seul lymphocyte et donc par des
clones tous identiques.

D’un point de vue pratique, les anticorps monoclonaux sont moins sensibles que les
anticorps polyclonaux vis a vis d’un antigene. En effet, ils ne reconnaissent qu’un seul
épitope de celui-ci. Toutefois, ils sont aussi beaucoup plus précis, sélectifs et sont par
conséquent largement utilisés dans les expériences de diagnostics.

D.2.4 Anticorps Anti-Immunoglobuline

Il s’agit d’anticorps spécifiques des immunoglobulines elles-mémes. Ces immunoglo-
bulines sont des éléments immunogenes (qui déclenchent une réponse immunitaire) pour
les autres especes qui synthétisent des anticorps en réponse. La majorité des anticorps
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anti-immunoglobulines reconnaissent les régions constantes communes a toutes les mo-
lécules d’immunoglobulines d’une espece animale donnée.

D.2.5 Anticorps primaires / secondaires

On parle en général d’anticorps ”secondaire” pour des anticorps dirigés contre un
premier anticorps dit "primaire”. Ces anticorps peuvent étre générés par le systeme
immunitaire d’une espece animale en réponse a l'introduction d’un premier anticorps
provenant d’une espece différente. Ce premier anticorps a déclenché une réponse im-
munitaire et constitue donc I'antigene de I'anticorps secondaire généré. Par exemple, un
anticorps de type anti-lapin du singe (que nous avons noté IgG(A) dans nos expéreinces)
a été obtenu du systeme immunitaire du singe en réaction a un anticorps provenant du
lapin

D.2.6 La liaison Antigéne-Anticorps

La variabilité des séquences aux sein des régions variables n’est pas également répar-
tie sur ’ensemble de la région. Elle se concentre en particulier dans des régions situées
a la surface de la molécule plus particulierement aux sommet de chaque bras de la
molécule : c’est le site de liaison antigénique (Cf. figure D.4).

B Région Variable
@ Région Constante
B Site de liaison a 'antigéne

F1G. D.4 — Représentation schématique des sites de liaisons d’un anticorps a un antigene

La fonction biologique des anticorps est de se fixer aux pathogenes et a leurs pro-
duits. La structure reconnue par 'anticorps ne représente en général qu’une petite région
de la surface de I'antigene et est nommée déterminant antigénique ou épitope. Un dé-
terminant peut étre soit conformationnel (ou épitope discontinu) s’il est composé de
fragments de chaines polypeptidiques soit continu ( ou linéaire) s’il est composé d'une
seule séquence polypeptidique. Dans tous les cas, la liaison antigéne-anticorps nécessite
une complémentarité structurelle des deux surfaces en interaction . La figure D.5 nous
donne trois représentations schématiques de la complémentarité entre sites de liaisons
[160].
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Fic. D.5 — Représentations schématiques de trois exemples d’interaction entre épitope
et paratope. Les sites de fization peuvent étre localisé (a) ou bien mettre en jeu une large
surface de la partie variable de l’anticorps (b),(c).

La réaction permettant la fixation de ’antigene sur ’anticorps n’est pas de nature
covalente et est réversible. En effet, les complexes antigenes-anticorps peuvent étre dis-
sociés par de fortes concentrations en sel, des pH élevés ou par la présence d’une quantité
importante d’épitope qui agit alors par compétition.

Plusieurs types d’interactions sont a considérer. Bien que leur participation a l'in-
teraction entre les deux partenaires varie d’un complexe a l'autre, les forces impliquées
sont des forces électrostatiques, des forces de Van der Waals, des liaisons hydrogenes et
des interactions de type hydrophobe qui sont particulierement présentes dans le
cas des anticorps.

Les interaction de Van der Waals et les interactions hydrophobes sont en général de
trés courte portée et nécessitent par conséquent une tres bonne complémentarité entre
les structures présentes sur I'antigene et sur I'anticorps. Les forces électrostatiques et
les liaisons hydrogene sont, quant a elles, liées aux groupements fonctionnels situés sur
I’anticorps.

La reconnaissance entre un anticorps et son antigene peut étre caractérisée par son
affinité. Elle mesure la force avec laquelle un site anticorps unique se lie a ’antigene.
L’affinité entre antigene et anticorps peut étre caractérisée par une constante appelée
constante d’affinité Ka qui caractérise I’équilibre de formation du complexe antigene-
anticorps. La détermination de cette constante est tres importante en immunologie : en
effet, plus l'affinité est grande moins il faut d’anticorps pour éliminer I'antigene.

Remarque : On utilise généralement le terme d’affinité lorsque I'anticorps ne se lie
qu’a un seul site de fixation sur 'antigene. La notion de valence permet de définir
le nombre de site de liaisons disponibles pour un anticorps (ou un antigene). Sa valeur
correspond au nombre de sites de liaisons disponibles sur un anticorps (ou, dans le cas de
I'antigene, au nombre d’anticorps pouvant se lier a ’antigene). Dans le cas ou plusieurs
sites de liaison interviennent dans la formation du complexe antigene anticorps, on ne
parlera plus d’affinité mais d’avidité qui caractérise la force totale d’interaction.

La constante d’association (ou constante d’affinité) K, définit 1’état d’équilibre de
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la réaction entre un anticorps Ab et son antigene Ag. Elle est définit par la relation :

_ [Ab:Ag]
Ko = {Zag)

ou [Ab :Ag], [Ab] et [Ag] définissent respectivement les concentrations du complexe
anticorps-antigene, de ’anticorps et de I’antigene. La constante de dissociation est K, =
1/K,.

Dans le cas de l'interaction antigene anticorps, cette constante varie généralement
entre 10* & 102L.mol .

D.3 Glossaire

Note : La plupart des définitions qui sons présentées dans ce glossaire sont extraites
du livre Immunobiologie (de Boeck) [160).

Anticorps : "Un anticorps est une protéine qui se fixe spécifiquement a une substance
particuliere, son antigene. Chaque molécule d’anticorps a une structure unique qui lui
permet de se lier spécifiquement a son antigene. Tous les anticorps partagent cependant
la méme structure générale et sont classés dans la famille des Immunoglobulines ou IgG.”

Anticorps Anti-IgG : 7 Ces anticorps sont dirigés contre les domaines constants
des immunoglobulines.

Antigene : "On appelle antigene toute molécule qui se fixe spécifiquement a un
anticorps. Leur nom provient de leur capacité a générer des anticorps.”

Epitope : ”Site d’un antigene reconnu par un anticorps ou un récepteur a ’antigene.
Les épitopes sont aussi appelés déterminants antigéniques.”

Immunité : "Capacité a résister a une infection.”

Immunoglobuline (Ig) : ” Famille de protéines a laquelle appartiennent les molé-
cules d’anticorps. Les immunoglobulines de membrane servent de récepteur a I’antigene
a la surface des cellules B.”

IgG : "Classe d'immunoglobulines caractérisée par une chaine lourde. C’est la classe
la plus abondante des immunoglobulines présentes dans le plasma.”

Immunologie : "Etude de tous les aspects de la défense de I’hote contre l'infection
et des conséquences nocives des réactions immunitaires.”

Lymphocytes : ” Toutes les réponses immunes adaptatives dépendent des lympho-
cytes. Les lymphocytes forment une classe de leucocytes qui portent différents récepteurs
de surface a 'antigene. Ces récepteurs sont codés par des segments de genes réarran-
gés. On distingue deux types principaux de lymphocytes : les lymphocytes B (cellules
B) et les lymphocytes T (cellules T), qui assurent respectivement I'immunité humorale
(humeur = liquide de I'organisme) et 'immunité cellulaire. Lors de la reconnaissance
de I'antigene, le lymphocyte grossit pour devenir un lymphoblaste, il prolifere puis se
différencie en une cellule effectrice spécifique de I'antigene. Dans le cas des cellules B,
les cellules se différencient en cellules productrices d’anticorps de la méme spécificité
antigénique que son récepteur de surface.”

Mécanismes effecteurs : processus par lesquels les éléments pathogenes sont dé-
truits et éliminés de I'organisme.



D.3 Glossaire 211

Micro-organismes Pathogeénes : Organismes microscopiques généralement uni-
cellulaires, qui peuvent causer des maladies lorsqu’elles infectent un hote.

Paratope : Partie de I'anticorps qui se lie a I’épitope.

Protéine : Les protéines sont les produits de I'expression des genes. Elles constituent
les agents d’exécution de la cellule. Ce sont des polymeres d’acides aminés, donc des
macromolécules.

Réponse immune adaptative ou immunité adaptative : "Réponse des lympho-
cytes spécifiques a un antigene y compris le développement de la mémoire immunitaire.
Les réponses immunes adaptatives sont générées par sélection clonale des lymphocytes.”
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Dans cette annexe, nous nous proposons de donner une description synthétique des
principaux développements et résultats menés dans le cadre de cette these autour de la
technique de Nanolmpression et de son utilisation pour la fabrication de nanoélectrodes.
Ces travaux ont fait 'objet d’une publication [175] et principalement d’un chapitre d’ou-
vrage [165] auquel le lecteur pourra se réferrer pour trouver des informations techniques
plus détaillées (nature des polymeres utilisés, les conditions opératoires, les diverses
traitements chimiques mis en oeuvre,...).

E.1 Utilisation du PDMS pour la Nanolmpression

E.1.1 Présentation du procédé

Comme nous I’avons vu dans le chapitre II de ce manuscrit, 'utilisation de la litho-
graphie électronique reste, bien que tres performante en terme de résolution, tres limitée
pour la fabrication de dispositifs & haut rendement et a bas cotut. Dans un cadre plus
général, le développement de techniques de nanostructuration combinant haute résolu-
tion, bas cotlit et haut rendement constitue un des verrous technologiques majeurs dans
le développement des nanosciences.

Dans ce contexte, de nombreuses recherche ont été dédiées a la mise au point de
techniques alternatives aux techniques lourdes existantes (lithographie électronique, li-
thographie EUV, ...). Parmi elles, la technique appelée Nanolmpression (Nano Imprint
Lithography - NIL) semble particulierement bien adaptée a la nanostructuration. Cette
technique a été proposée en 1995 par S. Chou [176]. Son principe repose sur la réplication
des structures présentes a la surface d’'un moule dans une couche de polymere déposée
sur un substrat. Le moule est en général fabriqué en silicium et structuré par lithographie
et gravure. Le parametre critique de la technique réside principalement dans le choix du
polymere. En effet, la réplication des structures par moulage implique un écoulement du
polymere entre les structures présentes sur le moule et le substrat. Les propriétés rhéo-
logiques du polymere conditionnent donc en grande partie la réplication. Les premiers
développement de la technique de Nanolmpression se sont faits autour de matériaux
de type thermoplastiques dont le PMMA est I'exemple le plus représentatif. Toutefois,
méme si ces matériaux ont permis de démontrer la réplication de structures avec une
tres forte résolution ( ~10nm), leur utilisation dans la technique de Nanolmpression
reste problématique. Premierement, ces matériaux nécessitent, pour étre moulés, d’étre
chauffés a des températures supérieures a leur température de transition vitreuse T,
(T, ~ 140°C pour le PMMA). Deuxiemement, méme chauffés bien au dela au dela de
leur 7, ces matériaux restent tres visqueux et leur moulage requiert généralement des
temps d’impression longs (> 1H) et des pressions élevées (50 a 100 bars).

L’approche que nous avons développé permet de réduire les contraintes technolo-
giques de pression et de température lors du moulage. Son principe repose non plus sur
I'utilisation de matériaux thermoplastiques mais sur ’emploi de matériaux réticulables.
Ces matériaux sont obtenus a partir de solutions de prépolymere fluides qui peuvent
ensuite étre réticulées par exemple par une augmentation de température ou une irra-
diation UV. Nous nous sommes appuyés sur I’expérience acquise autour d’un matériau
particulier, désormais bien connu dans le domaine du Microcontact Printing ou de la
Microfluidique : le PolyDiméthylSiloxane (PDMS). Nos premiéres expériences ont été
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menées en utilisant une formulation commerciale du PDMS connue sous la référence
Sylgard 184 et distribuée par la société Dow Corning. Plusieurs reformulations de la
solution de prépolymere (modifications des poids moléculaires, du taux de réticulation,
...) ont ensuite été mises au point en particulier pour modifier les propriétés mécaniques
du matériau réticulé.

D’un point de vue général les avantages du PDMS pour des applications de moulage
sont nombreux. Ils reposent en partie sur la tres faible tension de surface du prépolymere
(~ 21mN/m) qui permet un tres bon mouillage des surfaces et donc, apres réticulation,
une réplication fidele des structures du moule. Par ailleurs, la solution de prepolymere
est tres fluide (5.5 Pa.s contre 400 Pa.s pour le PMMA & 230°C') et permet donc de
réduire les pressions nécessaires a la réplication. Enfin, la réaction de réticulation peut
étre facilement controlée pour modifier la température et le temps nécessaires au mou-
lage.

Le protocole expérimental développé autour du PDMS est décrit dans le schéma de
la figure [E.1.

Traitement de surface du moule (OctadécylTrichlorosilane)

“ Enduction du PDMS et dégazage sous vide
"‘-\
FrET s
I | p < 10 bars
t=10~60 min
Réticulation
| nommommm | -
I —

Fic. E.1 — Schéma de description du procédé de Nanolmpression basé sur [utilisation

du PDMS (PolyDiMéthylSilozane)

La premiere étape du procédé que nous avons utilisé consiste en la fabrication d’un
moule rigide, en silicium, par lithographie et gravure ionique réactive. Ce moule subit
ensuite un traitement chimique de surface anti-adhésif (formation d’'une monocouche
auto-assemblée d’octadécyltrichlorosilane). Ce traitement permet de passiver la surface
du moule et d’éviter toute réaction de greffage du PDMS sur le moule qui compromet-
trait le démoulage. Le moule est ensuite mis en contact avec une couche de prépolymere
déposée sur un substrat de silicium. Une pression faible (< 10 bars) est exercée alors sur
le moule. L’ensemble est ensuite placé a des températures comprises entre 20 et 200°C'
pour réticuler le matériau. Le démoulage est effectué a température ambiante.
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E.1.2 Résultats expérimentaux

Les premieres expériences ont concerné la réplication de structures de dimensions
micrométriques. Ces premiers essais nous ont permis de mettre en évidence les capacités
de moulage du PDMS et la possibilité de développer des protocoles de transfert autour
de ce matériau. Dans un deuxieme temps, la réalisation de moules nanométriques par
lithographie électronique nous a permis de déterminer de la résolution offerte par le
PDMS et de procéder aux premiers tests de réplication de nanoélectrodes.

E.1.2.1 Versatilité du procédé

Quelques exemples de résultats de moulage de structures micrométriques sont repor-
tées A la figure [E.2

apag 2eKU
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2080 38KV ¥1,50@ 18ve WD39 Be@a 18KU  ¥1,58@ 18Pm ND39

ool
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@ @ [ oficlo

8608  38KU 4588 18V WD39 B8R 1BKU 4588 18Km WD39

Fi1Gc. E.2 — Colonne de gauche : Images MEB de moules en silicium réalisés par lithogra-
phie optique et gravure ionique réactive (profondeur 2.2um). Colonne de droite : Images
MEB des structures en PDMS répliquée sur le substrat.

Comme nous pouvons le voir, les structures répliquées ne présentent pas de défauts
et reproduisent tres fidelement les structures du moule. Les mesures des dimensions des
structures indiquent que les écarts relatifs par rapport aux dimensions du moule sont
généralement inférieurs a 1%. Par ailleurs, les images MEB témoignent du tres bon état
de surface apres moulage et ce de fagon homogene sur la totalité de la surface imprimée.
A T’échelle de structures micrométriques, nous n’avons observé aucune limitation due
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aux dimensions et aux formes des structures répliquées ce qui corrobore l'intérét d’un
prépolymere de faible viscosité.

Un parametre technologique important dans la procédure de Nanolmpression, en
particulier en ce qui conerne les étapes de transfert, concerne 1’épaisseur résiduelle de
polymere présente dans le fond des motifs apres moulage. En effet, il reste tres difficile,
méme en appliquant des pressions tres élevées, de chasser la totalité du polymere entre
le moule et le substrat. Cette épaisseur "résiduelle” limite les étapes de transfert en
particulier dans le cas du lift-off. La faible viscosité du prépolymere utilisé dans notre
cas est un avantage tres important car elle permet d’obtenir des couches résiduelles
de tres faible épaisseur (<50nm). Une étape de gravure chimique (acide sulfurique) ou
RIE permet de supprimer cette couche en minimisant les dommages sur les structures
moulées.

E.1.2.2 Utilisation en tant que résine épaisse

Les bonnes propriétés de moulage du PDMS (faible viscosité du prépolymere, pro-
priétés de mouillage) nous ont également permis de mettre en évidence les capacités de
ce matériau pour une utilisation en tant que résine épaisse.

La figure E.3 présente quelques résultats de moulages obtenus avec des moules mi-
crométriques profonds présentant des structures gravées de 100um de hauteurs.

0Eee 38KV R3T7

oees 38KV r4ne IEIL'; Hoz? geege 30KV

Fia. E.3 — Images MEB de structures moulées (colonne de droite) a partir de moules
en silicium profonds de 100um (colonne de gauche).

Des tests complémentaires ont également été réalisés en utilisant des structures mi-
crométriques de plus faibles dimension reproduites en utilisant un moule de 30um de
profondeur (Cf. Figure/E.4). Ces expériences nous ont permis de montrer la réplication de
structures micrométriques présentant des rapports de formes (rapport hauteur/largeur)
pouvant atteindre un facteur 15.
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Fic. E4 — Images MEB de structures en PDMS obtenues en utilisant un moule en
silicium profond de 30 um.

E.1.2.3 Transfert par Lift-Off

Dans un premier temps, nous avons souhaité tester les capacités de transfert offertes
par le PDMS au travers de la technique de Lift-Off qui constitue une étape clef de la
fabrication des nanoélectrodes planaires. La réussite du procédé repose principalement
sur I’étape de dissolution de la résine apres le dépot d’un film métallique sur les structures
moulées. Dans notre cas, le PDMS est un matériau réticulé. Méme si ses propriétés
mécaniques restent tres sensibles a ’absorption de solvants tels que ’acétone, le toluene,
I’hexane, il n’est pas possible de procéder au lift-off par dissolution. Nous avons donc
utilisé un procédé d’attaque chimique du PDMS par une solution acide. Plus exactement,
nous avons employé un mélange d’acide sulfurique a 50%. Les échantillons sont placés
pendant 10 minutes dans la solution acide en utilisant une agitation par sous ultrasons
qui permet de favoriser le transfert des structures.

La figure E.5 donne deux exemples de structures obtenues apreés moulage dans du
PDMS et lift-off.

Nous voyons sur les images que le transfert des structures reste tres fidele au moule
et que les contours des structures ne présentent que tres peu de défauts. L’état de surface
apres le lift-off reste tres bon lui aussi.

E.1.2.4 Transfert par Gravure Ionique Réactive

Nous avons également procédé a des tests de transfert des structures moulées dans
un substrat de silicium par gravure ionique réactive. La figure [E.6, nous donne quelques
exemples de structures transférées dans un substrat de silicium en utilisant un procédé
de gravure de type BOSCH.

Ces résultats ont permis de démontrer la versatilité du procédé de transfert qui
permet de produire des structures de formes et de dimensions a partir de moules positifs
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Fia. E.5 — Images SEM de deux structures obtenues aprés dépot métallique (Ti/Au
50/150nm) et lift-off dans une spolution d’acide sulfurique diluée (a droite). Les images

de la colnne de gauche correspondent aux moules utilisés (hauteur des structures :
2.2um).

K488 1@rn WD39

Fic. E.6 — Images MEB de structures micrométriques transférées dans un substrat de
Silicium par une gravure ionique réactive (Process BOSCH) de 3um de profondeur.

(pour lesquels la majorité de la surface du moule est en creux) ou négatifs (inversement).
Nous avons pu mettre également en évidence la tres grande sélectivité du procédé de
gravure du substrat par rapport au PDMS qui présente des vitesses de gravures 6 fois
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inférieures a celle du silicium.

E.1.2.5 Réplication de nanostructures

Bien que le PDMS semble tres bien adapté a la réplication de structures micromé-
triques et a leur transfert, l'utilisation de ce matériau pour la réplication de structures
nanométriques semblent par contre plus difficile. En effet, les résultats de moulage nous
ont montré que les structures nanométriques répliquées présentent des flancs arrondis.
Pour tenter d’améliorer les propriétés de moulage du PDMS, en particulier sa dureté,
nous avons mis au point plusieurs reformulations du matériau (diminution des poids
moléculaires des chaines, modification du taux de réticulation). Les meilleurs résultats
que nous avons obtenus en utilisant ces reformulations concernent des réseaux de lignes
de 400nm de période et de 200nm de pas [165].

E.2 Vers de nouveaux matériaux polymeres

Bien que les propriétés de moulage offertes par le PDMS nous soient apparues comme
insuffisantes pour la réplication de nanostructures, les avantages procurés par 1'utilisa-
tion de matériaux fluides réticulables semblent étre particulierement avantageuse car elle
permet de minimiser les problemes d’écoulements lors du moulage et par conséquent de
diminuer les contraintes technologiques (faible pression, faible température, ...).

Cette voie est toujours en développement au laboratoire et est appliquée actuellement
a la réplication des dispositifs a base de nanoélectrodes développées dans le cadre de
ces travaux de these. Depuis les premiers résultats obtenus avec le PDMS, de nouveaux
matériaux ont été développés au laboratoire. Ces matériaux polymeres présentent des
similitudes avec le PDMS puisqu’ils conservent une chaine polysiloxane mais integrent
désormais des groupements époxy qui permettent la réticulation des chaines|[177].

La figure|E.7/ rassemble deux exemples de résultats de réplication de structures cor-
respondant a des réseaux d’électrodes interdigitées.

La derniere étape vers le fabrication de dispositifs de nano-adressage électrique fonc-
tionnels reste ’étape de lift-off. Les derniers résultats menés au laboratoire confirment
cette possibilité et ont permis la fabrication de réseaux de lignes métalliques au pas de
300nm. Des travaux sont en cours pour démontrer la réplication de réseaux de nano-
électrodes métalliques fonctionnels.
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Fi1ac. E.7 — Ezemples de structures correspondants a des réseaux d’électrodes interdigitées
au pas de 200nm et de 60nm de large répliquées dans un matériau polymere de type
epoxy-siloxane [177]. Dans ces expériences, les moules ont été réalisés par lithographie

électronique et gravure RIE du substrat. La hauteur des structures fabriquée est d’environ
100nm.
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Dispositifs ultra-sensibles pour le
Nano-adressage électrique. Application & la détection de biomolécules

” Because technology provides the tools and biology the problems, the two should enjoy a happy marriage!” ! . Cette
phrase résume parfaitement ’esprit du projet qui a motivé ces travaux de these. En effet, le couplage des biotechnologies
et des micro et nano technologies, résumé sous le vocable ” Nanobiotechnologies ” est une activité en plein essor qui laisse
présager de nombreuses applications en particulier dans le domaine de la biodétection.

L’objectif principal de ces travaux est dédié au développement de stratégies d’adressage de biomolécules a 1’échelle
nanométrique pour des applications de biodétection. Le premier aspect de ce travail est d’ordre technologique. Il concerne
la fabrication de dispositifs d’adressage basés sur des réseaux de nanoélectrodes planaires. En utilisant un procédé reposant
sur Dutilisation de la lithographie électronique haute résolution sur un microscope TEM/STEM, nous avons pu démontrer
la fabrication de dispositifs & base de nanoélectrodes présentant des espaces inter-électrodes contrélables entre 100 et 15nm.
Une technique de lithographie alternative, la Nano-Impression est également présentée comme une solution possible a la
réplication de nanodispositifs fabriqués par lithographie électronique.

La deuxiéme partie des travaux est dédiée & la mise en place d’un schéma de détection de nanoparticules que
nous avons développé autour de dispositifs basés sur des réseaux d’électrodes inter-digitées. Avant de nous intéresser
a l'utilisation de ces dispositifs pour une application biologique, nous avons étudié leur réponse électrique vis-a-vis de
I’adsorption de nanoparticules d’Or par interaction électrostatique. Les premiers résultats obtenus montrent que le schéma
de détection permet d’atteindre un niveau de sensibilité ultime au travers d’une mesure directe de la conductance des
dispositifs. Certaines expériences montrent en effet la possibilité de mesurer électriquement ’adsorption d’une seule
nanoparticule.

Enfin, la derniére partie de ces travaux est dédiée a I’adaptation de ce protocole pour la détection de biomolécules
fonctionnalisées par des nanoparticules d’Or. Pour cela, nous avons employé une approche simple basée sur un systeme
de reconnaissance entre une molécule cible et une molécule sonde. Ce schéma a été appliqué a la détection d’interaction
antigéne/anticorps et nous a permis de transcrire la sélectivité de la reconnaissance entre les anticorps dans le dépot des
nanoparticules qui se traduit par une modification importante de la conductance du dispositif.

Les possibilités d’intégration ainsi que la compatibilité des dispositifs avec des systémes de microfluidique rendent
ce schéma de détection particulierement adapté pour le développement d’un systeme intégré de biodétection a tres haute
sensibilité.

s, Fields, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol 98, pp 10051-10054 (2001)

Mots-clés : Nanobiotechnologies, nanoélectrodes, détection électrique, biocapteur, nanoparticules, immunodétection,
Lithographie électronique, Nano-Impression

High Sensitivity Electrical Biodetection
using NanoElectrodes based devices. Towards the detection of biomolecules

” Because technology provides the tools and biology the problems, the two should enjoy a happy marriage! ” 1.
This sentence perfectly summarizes the spirit of the project underling this thesis. Indeed, the so-called "Nanobiotechno-
logies”, that couple Micro and Nanotechnologies with biotechnologies, is an emerging domain, potentially vector of many
applications as for example in the field of biodetection.

The main objective of this work is dedicated to the development of new strategies for addressing biomolecules at the
nanometer scale for the development of biodetection applications. The first aspect of this work is technological. Using
a planar process on silicon involving high-resolution electron beam lithography and lift-off, we have demonstrated the
possible fabrication of nanoelectrodes based devices presenting gaps with controlled dimensions ranging from 100nm down
to 15nm. An alternative method to electron beam lithography called Nanolmprint Lithography is also presented as a
possible way to replicate these devices.

The second part is dedicated to the implementation of a nanosystem capable to detect metallic nanoparticles using
interdigitated nanoelectrodes array based device. Before applying this procedure to a biodetection application, we have
studied the electrical response of these devices versus the immobilization of gold nanoparticles on their active surface.
The results indicate that the response is highly sensitive and that the detection of a single nanoparticle is possible using
a direct conductance measurement.

Finally, these devices were used to achieve the electrical detection of biomolecules labeled with gold nanoparticles.
This approach was successfully applied to the electrical detection of antigene/antibody interactions. Combining this
method with a conventional detection scheme based on the interaction between a target and a probe molecules, we have
demonstrated that the selectivity of the biomolecular recognition can be revealed by the immobilization of nanoparticles
on the surface and finally translated into a drastic modification of the electrical transport through the device.

The integration capacities and the compatibility of this detection schema with microfluidics open very interesting
perspectives for the development of high sensitive integrated biochips.

1. Fields, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol 98, pp 10051-10054 (2001)

Keywords : Nanobiotechnologies, nanoelectrodes, electrical biodetection, biosensor, nanoparticles, immunoassays,
Electron Beam Lithography, Nano-Imprint Lithography
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