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Micro et nanosystemes électromécaniques : problématiques
afférentes a leur réduction en taille pour des applications dans le
domaine de la chimie et de la biologie

Résumé

Dans la premicre partie de ce mémoire, nous proposons un état de I’art dans le
domaine des micro et nanosystémes ¢électromécaniques en mettant en exergue les
problématiques afférentes a leur réduction en taille en termes de technologies de fabrication,
d’¢électronique associée, de sources de bruit extrinséques et intrinseques, de rapport signal sur
bruit... Plus spécifiquement, nous évaluons la pertinence d’une miniaturisation des dispositifs
¢lectromécaniques pour des applications dans le domaine de la chimie ou de la biologie en
soulignant le réle prépondérant des effets de surface et d’interface par rapport aux effets de
volume: pertes énergétiques, équilibres thermodynamiques, cinétiques de réaction... Le cas
particulier des biopuces et des biocapteurs est ensuite abordé : dynamique de mesure, domaine
de linéarité, sensibilité, résolution ultime.

Cet état de I’art nous permet de positionner, sur le plan national et international, nos
activités de recherche, dont le bilan est dressé¢ dans la deuxiéme partie. Il a également pour
objectif de justifier le choix de nos orientations thématiques a plus long terme vers le domaine
des nanobiotechnologies, ces orientations faisant 1’objet d’une derniére partie.

Mots clés: microsystétmes et nanosystemes ¢électromécaniques, microtechnologies,
nanotechnologies, actionneur, capteur, biocapteur, biopuce, nanobiotechnologies, sensibilité,
résolution ultime.

Micro and nano-electromechanical systems: problems related to
their reduction in size in view of applications in chemistry and
biology

Summary

In the first part of this document, a state of the art in the field of micro and nano-
electromechanical systems is proposed with emphasis on problems related to their reduction in
size in terms of fabrication technologies, associated electronics, extrinsic and intrinsic sources
of noise, signal-to-noise ratio... More specifically, the relevance of a miniaturization of
electromechanical devices devoted to chemical or biological applications is evaluated by
highlighting the prevailing role of surface and interface effects with respect to volume effects:
energetic losses, thermodynamic equilibria, reaction kinetics... The particular case of biochips
and biosensors is then presented: dynamic range of measurement, linear range, sensitivity,
ultimate resolution.

This state of the art enables us to establish, on the national and international level, the
relative position our research activities, whose survey is drawn up in the second part. It is also
aimed at justifying the choice of our long-term thematic orientations towards the field of
nanobiotechnologies, these orientations being presented in the last part.

Key words: micro-electromechanical systems, nano-electromechanical systems,

microtechnologies, nanotechnologies, actuator, sensor, biosensor, biochip,
nanobiotechnologies, sensitivity, ultimate resolution.
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Avant-propos

Mes activités de recherche ont débuté en 1991 avec ma thése de doctorat qui portait
sur la formation de jonctions p+/n ultra-minces par implantation ionique de bore dans du
silicium préamorphisé. Je ne détaillerai pas cette étude dans ce mémoire car c’est une
thématique que j’ai abandonnée aprés ma theése. Je soulignerai simplement que les
problématiques associées a la réduction en taille des zones actives dans les composants
CMOS 0,25um constituait déja le fil conducteur des mes travaux, ce fil conducteur étant
vraisemblablement ce qui définit le mieux le cheminement de mes activités de recherche aux
cours de ces dernieéres années. Nous verrons d’ailleurs que les études que j’avais menées
pendant ma theése ont été mises a profit dans le cadre de mes activités de recherche pour
I’¢laboration de couches piézorésistives ultra-minces.

Mes ¢études post-doctorales au LIMMS/CNRS-IIS a I’Université de Tokyo ont porté sur
I’optimisation de I’interface entre micro et nanostructures pour la mise au point de nouvelles
techniques de caractérisation physique a 1’échelle du nanomeétre. Mon recrutement au CNRS
en Janvier 1997 m’aura permis de poursuivre cette activité en 1’enrichissant grace a de
nombreuses collaborations tant d’un point de vue des technologies de fabrication mises en
ceuvre, des études théoriques et expérimentales que d’un point de vue des applications
(électronique moléculaire, champ proche optique...).

Les champs d’applications se sont ensuite ¢élargis aux domaines de la chimie et de la
biologie. Ce changement thématique a constitué une prise de risques trés importante dans la
mesure ou aucune activité de ce type n’était développée au LAAS et peu d’équipes en France
s’étaient engagées dans cette voie si 1’on excepte le CEA-Leti avec I’équipe de Thierry
Livache (qui a donné naissance a la start-up « Sysbio » devenue « Apibio » depuis) et I’Ecole
Centrale de Lyon avec 1I’équipe d’Eliane Souteyrand (Projet Rosa et start-up Rosatech).

Chronologiquement, c’est Francis Galibert, responsable du programme Génome du
CNRS et du programme Puces a ADN, et Dany Vandromme, chargé de mission du
département SPI, qui lors d’une visite au LAAS en septembre 1998, m’auront mis le pied a
I’étrier pour cette nouvelle aventure en m’accordant un financement pour un projet que
j’avais proposé sur la fabrication de puces a ADN en utilisant des microleviers en silicium.
Des collaborations se sont ensuite mises en place avec ’ESPCI notamment et en particulier
les équipes de Claude Boccara (Laboratoire d’Optique Physique) et de Marie-Claude Potier
(Laboratoire de Neurobiologie et Diversité Cellulaire dirigé par Jean Rossier). Ce sera
finalement la création du Génopole Toulouse Midi-Pyrénées en 1999 qui aura permis de
renforcer cette activité grace a des financements conséquents et la mise en place d’un réseau
de collaborations entre laboratoires publics et privés de la région Midi-Pyrénées dont les
activités relevaient pour la plupart du domaine de la chimie et de la biologie.

Finalement, avec le recul, il est indéniable que ce changement thématique se justifiait
a travers les différentes collaborations engagées depuis lors en particulier dans le cadre de
deux projets européens retenus dans le 6™ PCRD en mars 2004, mais également en
considérant la production scientifique et les dépots de brevet s’y rapportant.

Le développement de mes activités de recherche a coincidé avec 1I’émergence des
biopuces, en particulier des puces a ADN a la fin des années 90. L’introduction des micro et
nanotechnologies dans ce domaine a constitué une véritable révolution. Parmi toutes les
approches développées dans ce domaine, deux illustrent parfaitement notre changement
thématique et ’ont méme probablement conditionné. Il s’agit d’une part, de la technique
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« Dip-pen » initialement proposée par le groupe de H.J. Butt de I’Université de Mayence' et
reprise avec succés par C. Mirkin de I’Université de Northwestern aux Etats-Unis” et d’autre
part, des micro et nanosystémes mécaniques utilisés a des fins de détection. Ces deux
approches reposent dans la plupart des cas sur I’utilisation de microleviers en silicium ou en
matériaux dérivés et étaient donc parfaitement compatibles avec les activités que je
développais jusqu’alors. Je pouvais donc aborder le domaine de la chimie et de la biologie
sans modifier radicalement mes activités de recherche mais plutot en les enrichissant par la
confrontation a de nouvelles problématiques.

Je reparlerai de ces nouvelles approches dans ce mémoire qu’elles concernent 1’état de
I’art ou mes propres activités de recherche. En revanche, je n’aborderai pas les retombées
¢conomiques des micro et nanotechnologies encore balbutiantes concernant le domaine des
biopuces et des biocapteurs — la lecture des documents édités par la société Yole
Développement” est conseillé pour cela —, et je ne débattrai pas non plus du bien fondé
technique ou technologique de certaines approches développées actuellement dans ce
domaine, I’Observatoire des Micro et Nanotechnologies éditant régulierement de trés bons
documents de synthése sur ces différents aspects. Je restreindrai mon propos aux
problématiques scientifiques du domaine des micro et nanosystémes mécaniques en
privilégiant la description d’approches simples permettant d’appréhender de maniere
rigoureuse des phénomenes complexes plutot que le recours a des systémes sophistiqués qui
est une voie trop souvent choisie lorsque les micro et nanotechnologies sont mises au service
de la biologie.

Ce mémoire est composé€ de trois parties. La premiere est consacrée a un état de 1’art
non exhaustif sur les micro et nanosystémes mécaniques et les problématiques afférentes a la
réduction en taille et aux interfaces en vue de leur utilisation dans le domaine de la chimie et
de la biologie. En définissant aussi précisément que possible les problématiques associées a
cette thématique, il s’agit non seulement de positionner nos travaux de recherche par rapport a
1’état de I’art mais également de justifier le choix de nos orientations scientifiques a plus long
terme.

La deuxiéme partie intitulée « Travaux et Résultats » qui constitue le coeur de ce
mémoire est exclusivement consacrée a mes travaux de recherche. Je me référerai a I’état de
I’art de la premiére partie le cas échéant mais j’ai voulu éviter la juxtaposition disparates de
parties « Etat de I’art » et « Résultats » qui n’aurait pas permis de faire apparaitre clairement
le fil conducteur de mes activités. Enfin, une dernicre partie plus courte sera dédiée au bilan et
aux prospectives de mes activités de recherche.

Deux annexes a la fin de ce mémoire permettent, pour la premiére, de resituer dans un
contexte plus général les approches techniques et technologiques conventionnelles et
émergentes pour la fabrication de nanostructures et pour la seconde, de présenter plus en
détail quelques stratégies que nous avons privilégi€es pour le greffage chimique, biochimique
et les traitements de surface.

! M. Jaschke and H.J. Butt, “Deposition of organic material by the tip of a scanning force microscope”, Langmuir

1995, 11, 1061-1064.
? http://www.chem.northwestern.edu/~mkngrp/
? http://www.yole.f/
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PARTIE 1

MICRO ET NANOSYSTEMES ELECTROMECANIQUES :
ETAT DE L’ART







Introduction

Précisons tout d’abord avant d’aborder cette partie qu’une miniaturisation extréme ne
constitue pas une fin en soi pour certains microsystétmes comme c’est le cas pour la
microélectronique. La vocation premiere des microsystémes restant d’interagir directement
avec leur environnement en isolant certains phénomenes physiques du monde macroscopique
(pression, inertie, lumiére, etc.), il existe des frontieres en dec¢a desquelles la miniaturisation
peut leur étre défavorable. Il s’agit en particulier des microsystémes dont le principe de
fonctionnement repose sur 1’exploitation de phénomenes inertiels.

En revanche, tous les systémes dont les principes de fonctionnement reposent sur
I’exploitation de phénomenes de surface gagnent a étre réduit en taille.

Nous devrons également garder a 1’esprit, lorsque nous aborderons le domaine de la
chimie et de la biologie, que la réduction en taille ne doit pas étre considérée comme une
finalité pour bien des applications. Le micrométre, voire le millimetre, reste des ordres de
grandeur qu’il faudra trés souvent privilégier pour le diagnostic médical, le criblage, les
¢tudes de toxicologie ou de pharmacologie, etc.

Ajoutons enfin que la diversité des micro et nanosystemes mécaniques que ce soit
dans les techniques et technologies de fabrication (conventionnelles ou non) qui leur sont
associées, leurs principes de fonctionnement ou plus généralement encore leurs champs
d’applications, interdit a ces quelques pages toute prétention a I’exhaustivité. Toutefois, pour
positionner notre projet et justifier nos choix, nous avons ajouté en fin a la fin de ce document
deux annexes ou sont présentées de maniére succincte différentes stratégies ou techniques
envisageables dans les domaines que nous avons abordés ou que nous serons amenés a
aborder dans le cadre de notre prospective de recherche.

I. Les micro et nanosystémes électromécaniques

C’est sans aucun doute 1’invention du microscope a force atomique (AFM : Atomic
Force Microscope en anglais) en 1986 [1], en parall¢le avec la sophistication des techniques
de microfabrication collective développées grace a I’émergence des microsystémes dans les
années 80, qui aura permis au domaine des capteurs micromécaniques de connaitre un regain
d’intérét soudain pour des applications en chimie et en biologie, en particulier tous les
capteurs dont le principe de fonctionnement repose sur 'utilisation de structures mécaniques
cantilever déformables ou mobiles. En effet, si I’on excepte les composants piézoélectriques a
ondes de surface ou de volume développés depuis plusieurs décennies maintenant pour étre
utilisés majoritairement comme capteurs chimiques ou biologiques, peu d’études visant a
utiliser des structures mécaniques mobiles comme corps d’épreuve pour des reconnaissances
chimiques ou biochimiques ont été développées jusqu’a I’apparition de I’AFM [2]. La raison
en est simple: les techniques de détection développées pour ’AFM en mode contact
(détection en mode statique) ou résonant (détection en mode dynamique) ont permis de
repousser considérablement les limites de sensibilité et de résolution tout en améliorant
fortement la stabilité¢ du signal mesuré et donc la reproductibilité¢ de la mesure, propriétés qui
faisaient souvent défaut auparavant a ce type de capteurs. Il n’est donc pas étonnant de
constater que toutes les techniques de détection développées pour les capteurs mécaniques
chimiques ou biochimiques ont été initiées en utilisant la configuration d’un microscope a
force atomique dont le principe de fonctionnement repose sur la mesure de la déflexion d’un
faisceau laser réfléchi sur la structure mécanique mobile.



Précisons toutefois que les effets physiques ou physico-chimiques a 1’origine des
variations de propriétés mécaniques des structures mécaniques mobiles dans le cas d’un
microscope a force atomique — ou les interactions sont localisées au niveau de la pointe a
I’extrémité du microlevier —, et d’un capteur chimique ou biochimique — ou les interactions
sont dans la plupart des cas reparties sur toute la surface de la structure mécanique — sont
sensiblement différents.

Cette remarque est importante car nos activités de recherche sont, pour une partie,
étroitement liées aux techniques de microscopie a force atomique, a leur développement
(techniques dérivées), a 1I’optimisation de 1’interface entre micro- et nano-objets et enfin au
développement de capteurs chimiques ou biochimiques. Cette distinction apparaitra d’ailleurs
clairement au fur et & mesure de I’évolution de nos thématiques.

Dans cette partie qui situe le contexte général de nos activités de recherche que nous
allons exposer dans la deuxiéme partie de ce mémoire, il apparaitra qu’une grande partie des
problématiques concernant la microélectronique restent tout a fait pertinentes en ce qui
concerne les micro et nanosystemes mécaniques. Néanmoins, une hiérarchisation des
problématiques sera possible dans notre cas lorsque nous aborderons le domaine tres
spécifique de la chimie et de la biologie. En effet, nous verrons par exemple qu’une tres forte
intégration en termes de nombre de composants sur une surface donnée n’est pas
obligatoirement pertinente lorsqu’on parle de biopuces ce qui fera passer au second plan les
problémes li¢es a la connectique électrique ou fluidique ou méme I’électronique de contrdle
et le multiplexage; pour nos applications, des approches trés conventionnelles s’avereront trés
souvent tout a fait satisfaisantes. En d’autres termes, actuellement la tendance forte qui
prévaut dans le domaine des micro et nanosystémes dédiés a des applications en chimie ou en
biologie, c’est la réduction en taille associée a une augmentation de la sensibilité et de la
résolution avec une tres excellente intégrité du signal plutdt que la densité d’intégration. Dans
un contexte plus général, nous verrons que les problématiques liées aux surfaces et interfaces
deviennent alors particulierement marquées lors d’une réduction en taille des dispositifs.

I.1. Miniaturisation des systémes mécaniques

Dans un article de revue intitulé « Nanoelectromechanical Systems », M.L. Roukes de
I’Institut de Technologie de Californie (Caltech) décrit de maniére trés convaincante le
bénéfice d’une réduction en taille des systémes électromécaniques vers des dimensions
submicroniques en privilégiant dans ce cas une approche descendante (top-down) [3]. Une
telle réduction permet d’atteindre des fréquences de résonance mécaniques tres élevées
(plusieurs centaines de MHz voire quelques GHz) avec une sensibilit¢ de détection extréme.
A cela s’ajoute une réduction de la puissance consommée qui va de pair avec une réduction
des dimensions et la possibilit¢ d’utiliser avantageusement des non-linéarités sans avoir
recours a des excitations externes de fortes amplitudes.

Toutefois, I’énumération de ces avantages, inhérents a une réduction en taille des
microsystémes, fait apparaitre trés clairement plusieurs difficultés. La premiere concerne les
technologies qu’il faut mettre en ceuvre pour fabriquer de tels systémes. La seconde a trait a
la taille extrémement réduite de ces systémes par rapport aux circuits de commande et de
mesure qui conduisent a faire face a de véritables goulots d’étranglement au niveau des
interfaces électroniques et des connectiques associées. La méme difficulté se posera pour
les connectiques fluidiques. La troisieéme difficulté est liée au rapport surface/volume qui tend
a s’accroitre avec la réduction des systémes ce qui génére une prédominance des effets de
surface par rapport aux effets de volume sur les réponses mécaniques qu’ils soient
intrinséques (dissipation d’énergie par exemple) ou extrinseques au systéme (phénomenes de



surface comme la capillarité par exemple ou encore l’adsorption et la désorption de
molécules). Enfin, la derniére difficulté concerne les caractéristiques opératoires non
conventionnelles (fréquences de fonctionnement extrémement élevées, bandes-passantes
fortement réduites, larges dynamiques de mesure, rapports signal/bruit trés faibles...) qu’il
faut parfaitement maitriser.

Si ’on veut s’affranchir de ces difficultés, des transducteurs ultrasensibles avec des
fréquences de fonctionnement extrémement élevées et des dynamiques de mesure
étendues sont nécessaires. Il faut d’autre part un contréle parfait de la qualité de la surface
de ces systémes mécaniques réduits en taille en ayant recours éventuellement des couches
auto-assemblées ou adsorbées (physisorption, chimisorption...) qui permettront de
fonctionnaliser leur surface en vue d’une interaction ultérieure dans des conditions optimales
avec un milieu a analyser. Des modes d’actionnement efficaces a I’échelle du nanométre
doivent étre également envisagés. De nouvelles approches de nanofabrication (usinages de
surface et de volume) permettant de fabriquer ces nanosystémes mécaniques de manicre
simple, robuste et parfaitement reproductible doivent étre développées. Enfin, pour tous ces
aspects, hormis peut-étre 1’aspect technologique, il faudra avoir recours a des outils de
modélisation et de simulation.
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Fig. 1: Représentation schématique d’un systeme électromécanique comprenant un signal
d’entrée, un signal de sortie et une modulation mécanique. D apres [3]

Un schéma de principe d’un systeéme électromécanique est présenté Fig.1. Il comprend
un étage d’entrée qui permet de traduire un signal électrique en une variation mécanique, un
¢tage de sortie qui assure la fonction inverse puisqu’il permet de traduire une variation
mécanique en un signal électrique et enfin une modulation électromécanique. Cette
modulation permet de générer des perturbations électriques quasi-statiques ou variant dans le
temps qui sont converties en perturbations mécaniques via une transduction
¢lectromécanique. On retrouve ici le schéma de principe d’un transistor ou la partie
¢lectronique (canal) est remplacée par une partie mécanique. On notera qu’excepté la
perturbation mécanique controlée qui apparait sur ce schéma de principe, les perturbations
extérieures non controlées qui modifient la réponse statique et/ou dynamique du systéme
mécanique ne sont pas représentées. Cette perturbation peut étre indésirable (interactions
parasites, variation de température, modification de la viscosité...) ou désirée dans le cas ou
le systtme mécanique est utilisé comme capteur (pression, accélération, adsorption de
molécules en phase liquide ou gazeuse...).

La fonction d’un micro ou nanosystéme électromécanique étant d’agir en tant que
capteur ou actionneur, son fonctionnement repose sur un principe de transduction



¢lectromécanique. Les transducteurs sont des dispositifs qui transforment une forme d’énergie
en une autre forme. Dans le cas des systémes €lectromécaniques, c’est 1’énergie électrique qui
est transformée en énergic mécanique (ou acoustique) et vice-versa [4]. Ce caractére de
réversibilité n’est pas systématique : certains types de transduction comme celui basé sur le
phénomene piézoélectrique permettront d’utiliser le systéme en tant que capteur et actionneur
(en s’appuyant toutefois dans certains cas sur une conception spécifique permettant de
découpler efficacement les deux phénomenes); dans le cas de la piézorésistivité, seule la
fonction de capteur est envisageable.

I.2. Lois d’échelle pour quelques grandeurs physiques

Comme le souligne fort justement Patrick Tabeling dans son ouvrage « Introduction a la
microfluidique », on peut raisonnablement parler de physique a I’échelle micrométrique [5].
En toute rigueur, il s’agira surtout de rendre compte d’un nouvel équilibre de forces car la
force de gravité qui prévaut a notre échelle peut étre souvent négligée dans le bilan des forces
s’appliquant a un objet de taille micrométrique. Ainsi, a I’échelle des microsystémes et a
fortiori a celle des nanosystémes, les forces de surface telles que la capillarité, le mouillage,
I’adhésion contribuent largement a instaurer de nouveaux €quilibres (ce nouvel équilibre de
forces est d’ailleurs essentiel a la formation de suspension colloidale lors de la mise en
solution de nanoparticules). La description macroscopique de tels systémes devra donc étre
amendée voire dans certains cas purement et simplement abandonnée. Dans le cas des micro
et nanosystémes mécaniques, il s’agira en particulier de prendre en compte les effets du bruit
thermique (mouvement brownien) sur la sensibilité, la résolution ultime ou bien encore les
conséquences des pertes dissipatives via la surface sur la réponse du systéme.

Lorsque I’on veut analyser I’équilibre des forces qui prévaut a une échelle
micrométrique ou nanométrique, il est utile d’introduire la notion de loi d’échelle. Il s’agit
tout simplement d’une loi de variation de grandeurs physiques avec la taille / du systéme. Les
lois d’échelle de quelques grandeurs physiques sont présentées dans le tableau I.

Grandeur physique Loi d’échelle
Force de Van der Waals intermoléculaire I’
Force de Van der Waals entre interfaces I
Force capillaire 1!
Vitesse d’écoulement I
Puissance thermique transférée par conduction 1!
Force électrostatique 12
Temps de diffusion 12
Volume Iy
Masse I?
Force de gravité I
Force magnétique sous champ extérieur I?
Force magnétique sans champ extérieur 1*
Force centrifuge 1*
Force électrique motrice I’

Tableau I : Lois d’échelle pour quelques grandeurs physiques [5]

Une conséquence positive d’une réduction en taille concerne en particulier
I’optimisation de dispositifs dont le principe de fonctionnement repose sur 1’utilisation d’un




champ électrique. Un des avantages que 1’on peut souligner, si on sait s’affranchir des
phénomenes de non-linéarités, a trait aux champs électriques trés élevés que 'on peut
atteindre avec des tensions appliquées du plus en plus faibles via la réduction des distances
inter-¢lectrodes. De plus, la miniaturisation des dispositifs électriques permet de réduire
I’¢élévation de température résultant de la production de chaleur par effet Joule [6]. En effet,
du fait de I’augmentation du rapport surface/volume, les échanges thermiques avec le milieu
environnant sont favorisés ce qui limite I’augmentation de température a champ équivalent.

Plus généralement, d’un point de vue énergétique, la valeur critique pour un systéme
correspond a I’agitation thermique, elle est de I’ordre de k7 = 4,21 x 10™*' J. Cette valeur met
en jeu majoritairement des interactions électrostatiques et de Van der Waals, elle définit
d’ailleurs le domaine de la matiére molle ou les systémes ont une énergie de cohésion de cet
ordre de grandeur. De la méme facon, 1'énergie typique des phénomeénes biologiques est
donnée par 1’agitation thermique, tandis que la distance d'action est le nanomeétre. Le rapport
de ces deux quantités correspond a une force de quelques picoNewtons, c'est typiquement
cette force qu’il faut développer pour étirer une molécule d’ADN. Cette valeur, extrémement
faible, est difficilement détectable avec les dispositifs de mesure classiques : on a souvent
recours dans ce cas a la microscopie a force atomique, aux pinces optiques ou magnétiques.

Nous évoquerons plus précisément ces nouveaux équilibres de forces générés par une
réduction en taille dans un paragraphe consacré au cas particulier des micro et nanosystémes
mécaniques utilisés dans le domaine de la chimie et de la biologie.

1.3. Modélisation et simulation

Dans bien des cas, en régime dynamique, nous nous bornerons a étudier un systéme
discret a un degré de liberté ce qui nous permettra de privilégier des approches analytiques en
premier lieu (oscillateurs harmonique ou anharmonique en vibration libre ou forcée, amortie
ou non amortie). Ces approches peuvent conduire a une résolution directe dans quelques cas
(rares il faut en convenir). Dans la plupart des cas, des logiciels de résolution d’un systéme
d’équations comme MATLAB, MATHCAD, MATHEMATICA nous permettront d’obtenir
une solution numérique approchée parfois aprés quelques simplifications le plus souvent
obtenues grace a des procédures de linéarisation ou en définissant des conditions de
fonctionnement linéaire en s’affranchissant par exemple des non-linéarités a fortes amplitudes
de vibration : effet « Hard Spring» ou « Soft Spring » [7]. Nous aurons recours assez
rarement & des simulations numériques de type éléments finis avec les logiciels FEMLAB' ou
COVENTORWARE? par exemple sauf si le probléme se simplifie difficilement (c’est le cas
parfois pour 1’é¢tude de phénomenes couplés: thermomécanique, piézoélectrique,
¢lectrochimique...) ou si I’on veut étudier le comportement du systéme pour des conditions
aux limites trés particulieres ou bien encore lorsque les procédures de linéarisation sont
inexploitables a moins de perdre toute réalité physique pour les phénoménes mis en jeu. Quoi
qu’il en soit, avant toute simulation numérique par ¢éléments finis, on prendra soin d’avoir
défini approximativement un domaine de convergence qui corresponde a une réalité
physique.

Soulignons également que les systémes discrets peuvent étre modélisés au moyen de
circuits équivalents basés sur l’analogie avec les systémes électriques. H.A. Tilmans a

! http://www.comsol.com
? http://www.coventor.com



exploité cette approche trés puissante pour les microsystémes mécaniques dans un article de
référence [8-10]. Cette approche est a privilégier pour I’étude et la conception du systéme
complet dans la mesure ou elle permet de modéliser sous forme d’équivalents circuits les
parties mécaniques et ainsi de faciliter 1’étude et la conception du systeéme complet par
I’utilisation d’'un méme type de représentation.

II. Déformations statiques et modes résonants: cas
particulier des poutres et des ponts

Deux aspects doivent étre pris en compte concernant le comportement mécanique des
micro et nanosystémes. Un régime statique ou le comportement du systéme est intimement 1ié
a la raideur mécanique de sa partic mécanique mobile. Un régime dynamique ou le
comportement du systeme est dépendant non seulement de la raideur mais également de la
masse effective de la partie mécanique mobile. Ces deux aspects seront illustrés lorsque nous
aborderons la partie de ce mémoire consacrée aux capteurs mécaniques.

Comme le montre le Tableau II, si I’on considére I’aspect dynamique, la réduction en
taille des microsystemes mécaniques permet d’atteindre aisément des fréquences de
résonance de plusieurs centaines de MHz voire de quelques GHz pour des dimensions
nanométriques relativement accessibles en utilisant des techniques de nanofabrication bien
maitrisées actuellement. Ces valeurs ont ét¢ obtenues pour des structures en silicium
monocristallin sans tenir compte des phénoménes d’amortissement et, dans le cas particulier
des ponts, en I’absence de contrainte interne. Nous verrons que cette hypothese est erronée
puisque dans la plupart des cas, les micro et nanosystémes, constitués généralement d’un
empilement de plusieurs couches, sont le siege de contraintes internes résiduelles (gradient ou
contrainte moyenne) qui modifient trés fortement leur comportement mécanique tant d’un
point de vue statique que dynamique. Cette influence peut toutefois Etre utilisée
avantageusement pour augmenter la sensibilité¢ de résonateurs mécaniques de type pont. Nous
verrons ¢également que 1’on peut tirer profit de contraintes de surface générées lors
d’interactions biospécifiques dans des configurations bien particuliéres pour concevoir des
capteurs meécaniques extrémement sensibles dans le cas d’applications en chimie et en
biologie.

Dimension du résonateur (Longueur x Largeur x Epaisseur en ,um3)

100x3x0,1 10x0,2x0,1 1x0,05x0,05 0,1x0,01x0,01
Poutre 12 kHz 1,2 MHz 60 MHz 1,2 GHz
Pont 77 kHz 7,7 MHz 380 MHz 7,7 GHz

Tableau II: Fréquences de résonance pour le mode fondamental d’une poutre ou d’un pont
en silicium monocristallin en fonction de leurs dimensions. Ces valeurs ont été obtenues en
considérant une valeur de 2330 kg/m’ pour la densité et une valeur de 130 GPa pour le
module d’Young. D apres [3].

I1.1. Déformations statiques

En I’absence de forces externes (gravitationnelles, ¢électrostatiques ou magnétiques), la
déformation d’une poutre peut étre reliée sans ambiguité a un gradient de contraintes
mécaniques généré en surface ou dans le volume de la structure. En fonction de I’origine
particuliére de ces contraintes, des modeles analytiques permettant une analyse quantitative



de la réponse de la structure seront exploitables ou non. A titre d’exemple, des mode¢les
simples reliant contraintes et déformations sont exploitables dans le cas d’une contrainte
thermomécanique induite par une réaction chimique ou biochimique exothermique (réaction
enzymatique dans la plupart des cas) a la surface d’une structure mécanique composée de
deux matériaux dont les coefficients de dilatation thermique sont différents (effet bilame)
[11]. En mettant a profit cet effet, Barnes et al. [12] ont obtenu des sensibilités de 1’ordre du
femtojoule en utilisant des microleviers pour microscopie a force atomique comme
calorimeétres.

I1 est cependant difficile de séparer les effets thermomécaniques des effets de gradients
de contraintes pures, dans la mesure ou une couche adsorbée sur une surface libre génere
¢galement un changement de contrainte en surface [13, 14]. C’est d’ailleurs cet effet de
contrainte pure qui est privilégié lorsque I’adsorption d’especes en surface ne génere pas de
variation thermique ou que celle-ci est négligeable. L’adsorption de molécules sur une surface
modifie en effet I’énergie libre de surface (aussi appelée tension de surface), la conséquence
mécanique observée est alors une flexion due a la contrainte en surface.

Cependant, ces deux notions d’énergie libre de surface et de contrainte surfacique sont bien
distinctes [15]. Il faut en effet différencier 1’énergie libre de surface y qui est le travail
réversible par unité d’aire nécessaire pour créer de maniére plastique une nouvelle surface,
c’est-a-dire exposer de nouveaux atomes en surface, et la contrainte de surface o, travail
réversible par unité d’aire nécessaire pour créer par une déformation élastique une nouvelle
surface, c’est-a-dire changer la densité d’atomes en surface [16].

L’¢équation de Shuttleworth permet de relier la contrainte de surface o a I’énergie de surface
libre y [17]:

oc=y+ or (1)
oe,
avec g, déformation élastique de la surface :
AS
& =—+= 2
e =7 (2)

ou AS. est la variation de la surface S due a la déformation élastique.
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Le terme 8—7/ est nul pour une interface entre deux fluides (liquide ou gazeux), en
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effet quand un fluide est étiré, de nouveaux atomes ou molécules se déplacent de telle sorte
que le nombre d’atomes par unité d’aire demeure constant. De ce fait, 1’énergie libre de
surface y est égale a la contrainte de surface 6, on la nomme en général dans ce cas tension de
surface.

Dans le cas des solides, ce terme traduit le fait que la surface est élastiquement
déformée ce qui modifie la distance inter-atomique qui n’est plus celle qui minimisait
initialement 1’énergie de surface y: une modification de I’énergie de surface est donc
nécessaire pour passer d’une surface non contrainte a une surface contrainte. Dans ce cas de
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figure, 6—7 est de "ordre de grandeur de 1’énergie de surface, la contrainte pouvant étre

positive (tension) ou négative (compression). Obtenir une relation entre I’énergie libre de
surface y et la déformation élastique n’est pas trivial du fait des multiples possibilités de
reconstruction de la surface. Il n’est pas aisé en effet d’estimer rigoureusement la contrainte
générée par la variation de 1’énergie de surface [16] et par conséquent de prédire le
comportement d’une structure mécanique libre lors d’une absorption en surface.

NB : 1l est important de souligner que, quelle que soit [’origine de la contrainte de surface,
dans le cas des microleviers utilisés comme capteurs chimiques ou biochimiques, une des
faces doit étre passivée pour réduire au maximum les réactions avec la molécule a détecter,
[’autre face étant quant a elle fonctionnalisée de maniere a étre tres réactive et tres sélective.
On voit par la 'importance des traitements de surface qui doivent étre localisés dans ce cas
preécis sous peine de voir la réponse du capteur completement inhibée par [’apparition de
contraintes de méme intensité mais de signe contraire sur les deux faces opposées.

Pour tenter d’appréhender finement les mécanismes physico-chimiques qui entrent en
jeu lors de la sorption d’une espéce chimique ou biochimique sur une surface et qui
conduisent a une variation de la réponse d’une structure mécanique de type poutre en mode
statique, il convient de considérer trois modeles distincts correspondant a des configurations
bien particuliéres.

-Un premier modéle sera considéré lorsque les interactions entre la surface de la
structure et 1’environnement impliquent majoritairement des phénoménes de surface. Une
espece chimique ou biochimique interagissant avec une surface peut étre simplement
physisorbée (faibles énergies de liaison < 0,1 eV) ou chimisorbée (fortes énergies de liaison >
0,3 eV). La physisorption est en général associée a des interactions ¢lectrostatiques,
interactions de polarisation mutuelle et liaisons hydrogeéne entre 1’adsorbat et la surface
adsorbante ce qui peut conduire a la formation de plusieurs couches. La chimisorption est
associée quant a elle a des interactions plus fortes a caractére covalent, ionique ou métallique.
Dans ce cas, il y a en général saturation pour des quantités de 1’ordre d’une couche
monoatomique.

De maniére générale, les variations de la contrainte de surface peuvent étre attribuées a
des variations de 1’énergie libre de Gibbs associée au processus d’adsorption. Ainsi, dans la
mesure ou le processus d’adsorption spontané est généré par un excés d’énergie libre de
surface, il est généralement accompagné d’une réduction de la contrainte de surface. En
d’autres termes, une surface tend généralement a s’accroitre lorsqu’elle est le siége d’un
phénoméne d’adsorption. Ce type de contrainte de surface est défini comme étant compressif
car il conduirait a un état compressif si la surface revenait dans sa configuration initiale (cf.
Fig. 2).

I1 apparait donc que plus 1’énergie surfacique initiale d’une structure est grande, plus le
changement de contrainte surfacique induit par une adsorption spontanée sur sa surface est
important [18].

Dans ce cas de figure, I’équation de Stoney est généralement utilisée pour exprimer la
relation entre la courbure de la structure et les contraintes dans la couche sensible [19] :

1_6(-v)

g2 (Aoi—A0) 3)
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ou R représente le rayon de courbure de la microstructure, E le module d’Young, v le
coefficient de Poisson, t 1’épaisseur et Ac; et Aoc; sont respectivement la variation de
contrainte de surface entre la face supérieure et la face inférieure de la microstructure.

Fig. 2 : Représentation schématique d’une chemisorption de molécules a base de radicaux
thiols sur la surface d’une poutre recouverte d’or. Le processus d’adsorption spontané est
généré par un exces d’énergie libre de surface, il est généralement accompagné d’une
réduction de la contrainte de surface qui se traduit ici par [’apparition d’une contrainte
compressive. D apres [2].

A partir de cette expression de la courbure, il devient possible de déterminer la flexion en
tout point de la poutre et en particulier la fleche Az__ (flexion de I’extrémité) :

max

317 (1-v)
max :—2

Et

Az (Ao, —Ac,) 4)

ou | représente la longueur de la micropoutre.

NB : Il faut noter que cette équation n’est théoriquement valable que si la contrainte est
uniforme dans le plan et I’épaisseur de la couche sensible. Ceci suppose que l’épaisseur de la
couche sensible est faible par rapport a l’épaisseur de la structure et que ses dimensions
latérales sont importantes par rapport a son épaisseur.

- Un second modele sera pris en compte lorsque la surface de la structure mécanique
est modifiée avec une couche active dont 1’épaisseur est supérieure a celle de quelques
monocouches. Dans ce cas, le mécanisme prédominant qui est a I’origine de la flexion de la
structure mécanique peut étre décrit comme une déformation due a un gonflement de la
couche active sous I’effet de I’interaction avec les molécules présentes dans le milieu
environnant (cf Fig. 3). Ce type de gonflement peut étre décrit en s’appuyant sur des
approches développées en science des polymeres et des colloides ou des phénomeénes de
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contraintes ou de pression générées par des forces électrostatiques, stériques, osmotiques, de
solvatation... agissent de maniére concomitante. Pour simplifier le modéle développé pour de
telles approches, il peut étre opportun de considérer si la couche active se comporte comme
un solide, dans ce cas les effets de contraintes seront prépondérants, ou comme un gel, dans
ce cas ce sont les effets de pression qui prédomineront [20]. Le comportement des matériaux
a empreinte moléculaire, qui connaissent un essor trés important actuellement, correspond a
ce type de description [21, 22].

Fig. 3 : Représentation schématique de la déformation d’un microlevier induite par
[’adsorption d’un analyte dans une couche perméable préalablement déposée sur la surface
du microlevier. D’apres [2].

Précisons que la contrainte résultant de I’ensemble de ces forces dans le plan multipli¢e
par 1’épaisseur de la couche active donne une variation apparente de la contrainte de surface
qui est compatible avec le modele proposé par Stoney. On notera ainsi que la variation
apparente de cette contrainte de surface augmente avec 1’épaisseur de la couche active.

-Le troisieme modéle est plus approprié lorsque la surface de la structure mécanique a
¢té préalablement nanostructurée, par exemple avec une couche de nanoparticules ou de
colloides. Pour une surface projetée équivalente, cette approche s’avere étre extrémement
pertinente pour augmenter la réponse du capteur avec une surface active beaucoup plus
importante. Cette configuration facilite en effet une conversion efficace de I’énergie libérée
lors de I’interaction chimique ou biochimique en énergie mécanique qui se traduit par une
flexion de la structure mécanique. Des études récentes ont montré que la réponse mécanique
pouvait étre augmentée de deux ordres de grandeur quand la couche active est déposée sur
une surface nanostructurée plutdt que sur une surface parfaitement plane [23]. Cette
nanostructuration peut consister en une étape de gravure de la surface par faisceau d’ions par
exemple ou en un dépot de monocouches de nanoparticules sphériques sur la surface du
microlevier.

De manicre générale, les amplitudes de flexion de la structure mécanique induites par
de telles couches (ou des couches de type gel) lors des interactions avec les molécules du
milieu environnant sont difficilement quantifiables de maniére rigoureuse en s’appuyant sur
les modeles mentionnés précédemment. Toutefois, il est toujours judicieux de raisonner en
terme d’énergie en considérant une valeur maximale de 1’énergie disponible aprés une
interaction via les différences forces qui entrent en jeu et en multipliant cette énergie par le
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nombre de sites potentiels d’interaction. La conversion de cette énergie en énergie mécanique
sera alors obtenue en considérant qu’il y a conservation de 1’énergie totale [24].

Fig. 4 : Representation schématique de la déformation d’un microlevier induite par
l"adsorption d’un analyte dans une couche préalablement structurée a la surface du
microlevier. Dans ce cas, la déformation est due a une combinaison d’effets de surface et de
volume. D apres [2].

I1.2. Modes résonants

Nous n’aborderons pas ici les équations différentielles aux dérivées partielles
permettant de décrire le mouvement de vibration libre d’un systéme continu a n degrés de
libert¢ dans le cas d’une poutre, nous limiterons notre propos a une description de type
oscillateur a un degré de liberté. Cette approche permet en effet d’obtenir de maniere tres
directe des estimations des fréquences propres de résonance d’un systéme a masse répartie et
s’avere extrémement pertinente pour rendre compte des effets induits par I’adsorption d’une
couche de molécules sur les propriétés mécaniques d’un systéme oscillant.

La pulsation propre de résonance pour le mode fondamental d’une poutre homogeéne
encastrée-libre en oscillation libre non amortie est donnée par :

()

ou k=3EI/I’ et B = E/(1-v?), module d’Young effectif, I=bh*/12 le moment d’aire
quadratique, ou E est le module d’Young, v le coefficient de Poisson, 1 la longueur, b la

largeur de la poutre, h son épaisseur et m = p lbh, sa masse.
Si une masse supplémentaire m; est ajoutée en bout de poutre, I’expression de la

fréquence de résonance devient :

k
_ < 6
o (0,24m +m ) ©)
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Si la masse supplémentaire m, est ajoutée de fagcon répartie sur toute la poutre,
I’expression de la fréquence de résonance devient :

k
0 =\02am s m) @)

Cette approche suppose qu’on néglige toute modification de la raideur de la structure
mécanique lors de I’interaction ce qui n’est pas toujours justifié [25-27].

I1.2.1. Paramétres caractéristiques d’un résonateur mécanique

a. Domaine de linéaritée

Dans le cas d’un résonateur mécanique utilisé a des fins de détection, le résonateur est
excité¢ a une amplitude donnée et les variations de fréquence ou d’amplitude du résonateur
sont mesurées en présence de perturbations extérieures. Pour maximiser le rapport signal sur
bruit, il faut appliquer une amplitude d’excitation maximale sans donner naissance a des
phénomenes non linéaires trop importants. On définit en général une amplitude moyenne rms

de Vibration<xc> qui permet de rester dans le domaine linéaire. Par exemple, dans le cas d’un

levier encastré-encastré (pont), on peut obtenir la relation suivante a partir du critére
d’instabilité de Duffing [28] :

_ d2
J0,528Q(1-v?)

(xc) 8)

ou d est I’épaisseur du levier, Q le facteur de qualité et v le coefficient de Poisson. On montre
aisément que dans le cas d’un nanotube de carbone mono-feuillet, cette valeur critique est
inférieure au nanomeétre ce qui est problématique si on veut rester en régime linéaire avec un
rapport signal sur bruit important.

b. Dynamique de mesure

La dynamique de mesure d’un capteur est donnée par le rapport du signal maximal
exploitable (sans qu’il ait apparition de phénomene de saturation) et le signal minimal
mesurable supérieur a son bruit propre. Plus précisément, elle se définit en décibel comme le
rapport entre 1’énergie maximale de commande utilisable pour mettre le résonateur en
oscillation sans phénomeéne de saturation et 1’énergie thermomécanique kgT :

DR(dB) = 10log(E. /k,T) (9)

avecE . = Meff(o(2)<xi>, (x¢) est 'amplitude de vibration rms du résonateur. On prend en

général en considération 1I’amplitude maximale qui permet de s’affranchir des effets non
linéaires.
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Il apparait ainsi que la réduction en taille des nanosystémes mécaniques permet
d’obtenir des dynamiques de mesure trés importantes de plusieurs dizaines de dB en régime
linéaire.

c. Bande-passante

Pour un résonateur en fonctionnement en boucle ouverte, la bande passante est
d’autant plus étroite que le facteur de qualité est élevé. En revanche, dans le cas d’un
fonctionnement en boucle fermée dans un circuit de type oscillateur, la bande passante n’est
plus limitée par la réponse mécanique du résonateur mais par celle de 1’électronique
d’amplification.

d. Sensibilite en masse

La sensibilit¢ S d’un capteur est son aptitude a détecter et a amplifier de faibles
variations d’une grandeur physique. Dans le cas d’un résonateur mécanique pour la détection
de masse, elle peut se définir de la fagon suivante :

®
dw, ¥ —

SM =S M (10)

eff

Cette relation implique que le facteur de qualité et la raideur du résonateur ne sont pas
affectés par la masse ajoutée. Cette hypothese est acceptable dans la mesure ou SM << Myt

Dans 1’absolu, on considére que la sensibilité du capteur est donnée par la masse
détectable dMmin obtenu pour un glissement de la fréquence égal a la moiti¢ de la bande
passante de mesure, c’est-a-dire lorsque dmy est égal a y/2Q.

On obtient alors la relation suivante pour la sensibilité S du capteur :

® 2
S~ (-2 2. Q
2M ;" o, M

(11)

Il apparait donc que la sensibilité en masse d’un résonateur mécanique augmente
quand le facteur de qualit¢ augmente et quand la masse effective du résonateur diminue,
c’est-a-dire lorsqu’on diminue ses dimensions. Nous avons vu en revanche que le facteur de
qualité tend a diminuer lorsque I’on diminue les dimensions du résonateur. Il s’agira donc de
trouver un compromis entre diminution de la masse effective et diminution du facteur de
qualité.

e. Résolution — masse minimum detectable

La résolution du capteur se définit en considérant le glissement de fréquence minimal que
I’on peut mesurer dans un environnement bruité. La limite fondamentale intrinséque est

imposée par le bruit thermomécanique.
L . . . 1/2
Pour des opérations a bande passante finie B et pour une amplitude d’oscillation <w2 > ,

0sc

Albrecht et al. [29] ont montré que Afy,;, peut s’écrire :
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1 k;T B f,
27z<w2 >1/2 k Q

osc

(Moin) = (12)

On peut ainsi de définir une masse minimum détectable théorique pour le mode
fondamental de résonance donnée par 1’expression :

1 4kk,T B
Am,, )= s (13)
() 024(27.£,)" (w2,)" 0

osc

Cette relation est valable dans le cas d’une masse ajoutée uniformément répartie sur la
surface de la poutre. Le calcul montre ainsi que I’on peut aisément atteindre une masse
minimum détectable de I’ordre du femtogramme pour des fréquences de résonance de 1’ordre
du MHz et des amplitudes de vibration de 1’ordre de 50 nm [30].

Cependant, en regle générale, cette masse minimum détectable théorique n’est pas
atteinte car d’autres sources de bruit sont a considérer dans le cas des nanorésonateurs
notamment celles dues aux fluctuations thermiques (la faible capacité calorifique des
nanorésonateurs les rend trés sensibles a la moindre variation de température ce qui géneére
des variations de fréquence de résonance), celles dues aux phénomenes d’adsorption-
désorption, au bruit de phase ou encore celles générées par les chocs aléatoires de molécules
dans le gaz environnant a la surface du nanorésonateur [31-34]. Quelle que soit la source de
bruit prépondérante, on définit ainsi une limite intrinséque ultime associée au résonateur et a
son environnement physique.

La limite réelle sera finalement imposée par la résolution de I’appareil de mesure qui
donne la valeur minimale du glissement de fréquence mesurable et également par le bruit de
[’électronique associée au capteur. Cette limite réelle permet de définir la résolution du
capteur consideré dans sa globalité. Pour des résonateurs en SiC de type pont, Ekinci et al.
ont obtenu des sensibilités expérimentales de I’ordre de quelques Hz/attogramme [35].

I1.2.2. Pertes énergétiques dans un systeme mécanique
oscillant

Les relations précédentes (cf. § 11.2.1) sont couramment utilisées pour estimer la
sensibilit¢ en masse d’une poutre en oscillation non amortie, c’est-a-dire oscillant dans le
vide. D’un point de vue énergétique, la réponse dynamique d’un microlevier en vibration
transversale libre et non-amortie que nous venons d’examiner auparavant se traduit par la
transformation cyclique de la totalité¢ de 1’énergie potentielle du systéme en énergie cinétique
et inversement, ce qui correspond a un comportement dynamique idéal [36].

Cependant, dans le cas ou le systéme est en oscillation dans un liquide, il convient de
prendre en compte, dans la dynamique réelle du systeme, les mécanismes d’amortissement
qui sont responsables de pertes énergétiques pendant la vibration et qui peuvent entrainer un
décalage des pulsations de résonance vers des valeurs plus faibles en méme temps que la
diminution des amplitudes de vibration.
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De maniére générale, dans le cas de micro et nanosystémes mécaniques, les
mécanismes d’amortissement peuvent avoir cing sources potentielles :

- I’amortissement de compression (squeeze damping en anglais) ;

- P’amortissement visqueux di aux interactions avec le milieu environnant ;

- P’amortissement viscoélastique dii aux frictions internes structurales ;

- I’amortissement di a la dissipation de 1’énergie a la surface de la structure ;

- enfin, 'amortissement d(i aux pertes énergétiques dans le support de la structure.

Des cinq mécanismes d’amortissement cités, seul ’amortissement visqueux sera
considéré comme dominant dans le comportement dynamique des microleviers en oscillation
dans un milieu liquide ou dans I’air dans la mesure ou I’amortissement de compression peut
étre négligé si  D’espace microlevier — substrat est suffisamment important.
Expérimentalement, cette configuration est obtenue aisément dans le cas des micro et
nanorésonateurs utilisés a des fins de détection. Dans le vide, en reavanche, I’amortissement
de compression et I’amortissement visqueux pourront étre négligés.

a. Caractéristiques opératoires d 'un point de vue énergétique

On peut obtenir la puissance énergétique minimale Py, nécessaire au fonctionnement
d’un résonateur mécanique en divisant I’énergie thermomécanique kgT par le temps
caractéristique t du transfert énergétique entre le mode considéré a la pulsation wy et le milieu
environnant. T est €¢gal a Q/ ®y. On obtient ainsi I’expression suivante :

3 k;To,

Pmin
Q

(14)

Cette valeur représente la puissance minimale qu’il faut injecter dans le systéme pour
obtenir une amplitude de vibration égale a celle engendrée par les fluctuations thermiques.
Pour des dimensions submicroniques facilement accessibles avec les techniques de
nanofabrication actuelles, il apparait que cette puissance est extrémement faible, de I’ordre de
quelques attowatts. Si on prend en considération un facteur de 10° d’amplification pour
obtenir un trés bon rapport signal sur bruit et un ensemble de 10° résonateurs en paralléle, la
puissance nécessaire n’est que de quelques uwatts !

b. Amortissement dii aux frictions internes structurales :
amortissement thermo-élastique

Ce mécanisme d’amortissement gouverne le comportement dynamique de toute
structure soumise a une contrainte cyclique (mouvement de vibration transversale, par
exemple). La flexion d’un microlevier provoque la compression de tous les plans xy
positionnés au-dessus du plan longitudinal contenant I’axe central de la structure et la
dilatation de tous les plans xy situés en dessous de ce méme plan central. Or, une structure qui
subit un effort compressif voit sa température augmenter. Inversement, un effort de traction
provoque une baisse de température.

Une partie de I’énergie mécanique de vibration est donc irréversiblement transformée en
énergie thermique matérialisée par I’apparition d’un gradient de température dans la structure
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[37, 38]. Cet effet est d’autant plus marqué que la taille du systéme est faible [38] mais il peut
étre masqué par les effets de surface pour des dimensions submicroniques [39].

c. Amortissement du a la dissipation de [’énergie a la surface de la
structure

Il s’agit ici d’'un mécanisme d’amortissement qui rend compte d’éventuelles pertes
énergétiques par la surface de la structure et qui se manifeste lorsque le rapport
surface/volume est important (e.g. dans le cas de microleviers ultraminces [40]). Ce
phénomene est di a la redistribution des contraintes mécaniques en surface du microlevier,
provoquée par la présence d’une couche fine de contamination ou par 1’apparition de
dislocations structurelles treés localisées. Ainsi, comme la dissipation d’énergie en surface est
proportionnelle avec le carré de la déformation maximale intégrée sur toute la surface du
microlevier [39], il est clair que la redistribution de la contrainte peut influer sur le bilan
énergétique global du microlevier.

d. Amortissement dii aux pertes énergétiques aux encastrements

Ce type de pertes énergétiques doit étre pris en compte si la vibration du systéme étudié
est susceptible de provoquer la vibration du support. Cependant, cet amortissement peut étre
considéré comme négligeable lorsque ce méme support est rigidement fixé. Par ailleurs,
Hosaka ef al. [41] ont montré que, pour des configurations expérimentales ou les dimensions
du support sont trés importantes par rapport a celles de la structure en vibration, le fait de
négliger ce type d’amortissement est tout a fait justifié.

En résumé, il apparait donc que dans le cas d’une réduction en taille de systemes
mécaniques en oscillation dans le vide, la prépondérance des effets de surface va accroitre les
pertes énergétiques via la surface au détriment des effets de volume (frictions internes). On
observe ainsi une diminution du facteur de qualit¢ dans le vide qui peut étre corrélée avec
I’augmentation du rapport surface/volume comme le montre la Fig 5.

En revanche, dans le cas d’un systéme oscillant dans un liquide ou dans I’air, les pertes
par amortissement visqueux seront prépondérantes et masqueront tous les autres types de
pertes énergétiques. Dans ce cas, il est possible de relier la fréquence de résonance d’une
poutre en vibration avec le facteur de qualité Q :

] 1 k 42Q-1
0

Q = 532
277\ M Q

(15)

Une ¢tude détaillée a été publiée par Yasumura et al. sur les différents mécanismes de
pertes énergétiques pour des micropoutres en vibration [39]. Une étude concernant I’influence
de la température sur le facteur de qualité a également été proposée récemment [42].

Plus généralement, la stratégie a mettre en ceuvre pour obtenir un facteur de qualité
aussi €levé que possible dans le vide est de réduire au maximum les pertes énergétiques. Dans
le cas d’une réduction en taille des résonateurs, ces pertes se font préférentiellement via des
effets de surface. Un controle aussi parfait que possible de la qualité¢ de la surface (rugosité,
granulosité...) via ’optimisation des conditions de dépdt et de recuit de monocouches [39,
43-45] et une passivation des surfaces a 1’aide de couches auto-assemblées par exemple sont
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des méthodes tres efficaces pour réduire les pertes énergétiques via la surface [46-48]. En
outre, ces techniques s’averent particulierement pertinentes pour augmenter la durée de vie de
tels systémes et leur fiabilité.
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Fig. 5 : Variation du facteur de qualité dans le vide d’un résonateur mécanique en fonction
de son volume. On notera que le facteur de qualité diminue lorsque le volume du résonateur
diminue, c’est-a-dire lorsque le rapport surface/volume augmente. D aprés Roukes [3].

I1.3. Intégration de fonctions d’actionnement et de détection

I1.3.1. Actionnement

La technique la plus directe consiste a utiliser le bruit thermomécanique associé¢ au
mouvement brownien. Dans ce cas, aucune sollicitation extérieure n’est nécessaire car a
température non nulle, la microstructure mobile est le siége d’agitation thermique (effet
bilame de la couche en silicium (ou dérivés)/métal ou simplement agitation thermique des
atomes constituant le levier) qui génére un mouvement aléatoire comparable a un bruit blanc.
Malheureusement, cette approche ne permet pas d’obtenir un rapport signal/bruit exploitable
dans le plupart des configurations utilisées dans le domaine des capteurs chimiques.

Pour pallier cet inconvénient, plusieurs modes d’actionnement peuvent alors étre
employés pour générer le mouvement de la microstructure. Les plus répandus sont :
I’actionnement  piézoélectrique, 1’actionnement électromagnétique et 1’actionnement
électrostatique. Ces trois types d’actionnement intégrés sont des actionnements couramment
utilisés dans le domaine des microsystémes. Nous ne parlerons ici que de 1’actionnement
piézoélectrique puisque c’est celui que nous avons privilégié pour nos études, il présente en
outre 1’avantage d’étre facilement exploitable en milieu liquide ce qui n’est pas toujours le cas
d’une excitation électrostatique par exemple [49, 50].

Dans le cas de I’actionnement piézoélectrique, c’est I’effet inverse du phénomeéne
piézoélectrique qui est exploité. Il se traduit, pour les matériaux piézoélectriques, par une
déformation du matériau en présence d’une polarisation électrique. L’actionnement
piézoélectrique peut étre externe si l’excitation est obtenue a 1’aide d’un transducteur
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piézoélectrique sur lequel le dispositif est rapporté. C’est cette technique qui est privilégiée
dans la plupart des cas.

Il peut étre également intégré si le matériau piézoélectrique est partie intégrante de la
structure du microactionneur. Dans ce cas, I’actionnement d’une microstructure peut se faire
en appliquant une différence de potentiel aux bornes d’un matériau piézoélectrique (PZT,
AIN, etc.) déposé sur cette structure : la contraction de la couche piézoélectrique provoque
par effet bilame la flexion de la structure. Des nombreux exemples de capteurs chimiques et
biochimiques utilisant ce principe d’actionnement ont été proposés dans la littérature [34, 52-
54].

Signalons ¢galement une autre technique d’excitation prometteuse qui est basée sur un
phénoméne photothermique [55-57]. Une autre technique reposant sur I’utilisation d’ondes
acoustiques a été également proposée par Quate et al. [57, 58] pour exciter un microlevier
AFM en milieu liquide. Une technique comparable a été développée par R.H. Blick, elle
consiste a utiliser des ondes acoustiques de surface pour exciter le résonateur mécanique [59].

11.3.2. Détection

a. Mesure externe de la flexion

En ce qui concerne les micro et nanosystémes mécaniques de type poutre ou pont
utilisés en tant que biocapteurs, toutes les techniques de détection envisageables pour la
mesure de la flexion ont été développées initialement pour la microscopie a force atomique.
Dans la plupart des cas, on a recours a une détection optique externe de type déflexion laser
(Optical Beam Deflection OBD en anglais) dont le principe de fonctionnement consiste a
focaliser un faisceau laser sur la partie mécanique en mouvement, le faisceau est alors réfléchi
sur un photodétecteur de position comme illustré sur la figure 6. Les variations de I’amplitude
de flexion induisent une variation du photo-courant détecté [26, 35, 60-65]. Cette technique
permet de mesurer des amplitudes de 1’ordre de 1’Angstrom pour une bande passante de
plusieurs centaines de kHz. Elle suppose cependant de focaliser trés précisément le faisceau
laser a I’extrémité de la microstructure mobile. Ceci peut s’avérer rédhibitoire dans le cas ou
plusieurs capteurs sont utilisés en paralléle en milieu liquide.

De maniere générale, le probléme majeur que I’on rencontre avec les méthodes de
détection optiques externes quelles qu’elles soient, réside dans le fait qu’elles font intervenir
un ou plusieurs éléments physiques extérieurs au capteur afin de mesurer la flexion de la
structure mobile. Suivant la méthode utilisée, cet élément extérieur sera une fibre optique, une
diode laser, un photo-détecteur, etc. La réduction de I’encombrement du systéme complet
peut donc s’avérer problématique et reste difficilement compatible avec les tendances
actuelles en termes de miniaturisation et d’intégration des microsysteémes en particulier si un
systéme fluidique pour acheminer des gaz ou des liquides vers la partie sensible est associé au
capteur. Enfin, une détection optique externe ne permet pas de s’affranchir des artefacts
optiques liés par exemple a un changement de propriétés du milieu dans lequel se trouve le
capteur. Elle est de plus inutilisable en milieu non transparent ou fortement diffusif.

b. Mesure intégrée de la flexion

Pour pallier les problémes inhérents a 1’utilisation d’une détection optique externe, on
peut avoir recours dans certains cas a une détection intégrée. Comme nous 1’avons souligné
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dans I’introduction, les capteurs utilisés sont en général en silicium ou en matériaux dérivés.
Le développement des microtechnologies compatibles avec les procédés de fabrication de la
technologie CMOS a donc permis d’envisager tout naturellement I’intégration de fonctions de
détection sur des microstructures mécaniques. En intégrant la détection, 1’utilisation d’une
matrice de microcapteurs devient envisageable dans la mesure ou un signal électrique propre
a chaque capteur est exploitable. Les techniques de multiplexage permettent dans ce cas
d’optimiser les temps de réponse du systeme et le cas échéant de travailler en mesure
différentielle avec un capteur de référence.

Laset Photodiode

{ransducteur
pifzo-clectrique

Fig. 6 : Mesure de ’amplitude par déflexion optique.

Deux principaux types de détection intégrée sont en général privilégiés : la détection
piézoélectrique et la détection piézorésistive. Nous ne parlerons pas ici de la détection
capacitive que nous n’avons pas utilisée et qui n’est pas compatible avec des mesures en
milieu liquide.

- Détection piézoélectrique

L’effet piézoélectrique direct est un phénomene caractérisé par l'apparition de charges
¢lectriques a la surface de certains cristaux lorsqu'ils sont soumis a une contrainte mécanique.
Lorsqu’il est utilisé pour des capteurs a microstructures mobiles, cet effet permet de détecter
des déplacements de 1’ordre du nanometre [52, 66]. Pour ce type d’application, une couche
piézoélectrique (oxyde de zinc ZnO, Titano-Zirconate de Plomb PZT...) est déposée en film
mince sur la surface de la microstructure. La flexion de la structure mobile va générer une
contrainte dans le film piézoélectrique qui va se traduire par 1’apparition de charges.

Il faut noter que ce mode de détection est peu utilis€ pour les mesures statiques de
flexion a cause de courants de fuites importants mais est par contre bien adapté pour les
mesures en mode dynamique.

- Détection piézorésistive

L’approche consiste a intégrer une piézorésistance a la surface de la structure mobile.
La déformation de la microstructure engendre une contrainte qui se traduit par une variation
de la résistance. Cette approche est souvent privilégiée car elle est simple a mettre en ceuvre :
il s’agit en effet de réaliser une zone piézorésistive a la surface du silicium (par exemple par
dopage localis¢). La détection piézorésistive est trés largement utilisée pour les capteurs de
pression. Dans le domaine de la microscopie a force atomique, ce type de détection a été
initialement proposé par Tortonese et al. [67, 68]. Elle a été adaptée depuis avec succés au
domaine des capteurs a structure mobile notamment en intégrant la piézorésistance servant a
la mesure dans un pont de Wheatstone [69-73].
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De manicre générale, le probléme de la limite technologique et physique concernant la
taille des microleviers et des parties actives (effet de miniaturisation sur les propriétés
piézoélectriques ou piézorésistives en particulier) se pose inexorablement sachant que le
rapport surface/volume devient de plus en plus défavorable : les effets de surface deviennent
prépondérants par rapport aux effets de volume (interactions parasites avec le milieu extérieur
via la surface, augmentation du bruit, dépolarisation des couches piézoélectriques ...) [31].

III. Vers un systéme complet: notion d’adressage et
architecture générale

Dans un systéme complet, comme le montre I’exemple de la micro-¢lectronique, c’est la
performance de I’ensemble qui conditionne les caractéristiques du systeme et non celle de
chaque sous-partie considérée isolément. Cette remarque reste évidemment valable pour les
micro et nanosystémes mécaniques car ils font partie intégrante d’un systéme complet. Il faut
donc prendre en compte les modules d’assemblage et de conditionnement des le début de
I’étape de conception. Dans la mesure ou capteurs, actionneurs, interconnexions, acquisition
et traitement du signal, et systétme de commande sont associés, il faut concevoir I’architecture
interne, les entrées-sorties et la relation avec 1’environnement. Les contraintes liées aux
bandes passantes, a 1’utilisation de techniques de multiplexage, a 1’utilisation de systemes de
contrdle automatique et/ou robotique, aux faibles rapports signal/bruit et au bruit électronique
vont conditionner la réponse globale du systéme et ses potentialités d’utilisation pour des
applications bien spécifiques.

L’expérience récente montre en effet que le développement des micro et nanosystémes
est étroitement 1i¢ a la résolution des problémes de connectiques, d’assemblage et de
conditionnement. Plusieurs critéres peuvent étre utilisés pour définir les performances des
micro et nanosystemes mécaniques et leur compatibilité avec la chaine de mesure. Il s’agit de
caractéristiques purement mécaniques (impédance mécanique), ¢lectriques (impédance
électrique) ou optiques (adaptation d’indices) [4]. Nous avons été confrontés a ces problémes
lorsqu’une électronique rapprochée a été congue pour la lecture multiplexée de microleviers
piézorésistifs utilisés pour 1’élaboration de biopuces. En microscopie a force atomique, les
critéres d’adaptation d’impédance mécanique sont incontournables car ils conditionnent le
choix de la raideur de la pointe en fonction de la dureté de I’échantillon par exemple. Dans
d’autres cas au contraire, de fortes variations d’impédances mécaniques entre les parties fixes
et les parties oscillantes doivent étre privilégiées car elles permettent de limiter les pertes
énergétiques via les encastrements pour un systéme mécanique résonant.

De maniére plus générale, les propriétés mécaniques des systeémes que nous étudierons
devront étre compatibles avec celles de 1’objet caractérisé associées a celles du milieu
environnant (effets viscoélastiques associés a un milieu liquide par exemple). Ces problemes
d’adaptations mécaniques et électriques ont ét¢ abordés dans le cadre de nos activités en
particulier celles concernant les résonateurs piézoélectriques utilisés en milieu liquide.

Les limites intrinséques ultimes que nous avons évoquées précédemment liées au bruit
dans un systéme mécanique seront souvent masquées par le bruit électronique (notamment le
bruit en 1/f a basses fréquences) des composants et circuits utilisés pour ’acquisition du
signal utile. Par exemple, pour un montage électronique de type oscillateur, il est possible
d’exprimer le décalage en fréquence Af,,,, dii a une variation de phase A6 du montage

¢lectronique :
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f,AO
Afbruit ~ ;Q (16)

Ce bruit dépendant de la fréquence de résonance, un fonctionnement a haute fréquence
pour augmenter la sensibilit¢ du capteur peut avoir des répercussions néfastes sur la
résolution qui est directement liée au rapport du signal délivré par le capteur et du signal da
au bruit.

En revanche, I’ajout d’une contre-réaction ¢lectronique positive peut s’avérer
bénéfique car elle permet de controler le gain et le déphasage du signal entre I’étage d’entrée
(excitation) et 1’étage de sortie (détection), il est ainsi possible d’ajuster ces deux parameétres
pour augmenter le facteur de qualité [74-80].

On montre en effet aisément que pour une valeur de déphasage ¢ = /2 dans le cas
d’une contre-réaction positive, la fréquence propre de résonance et le gain statique de la
micropoutre restent inchangés. En revanche, le facteur de qualité Q est augmenté et devient :

Q

T "

Le réglage du gain Gy et du déphasage ¢ sont critiques pour obtenir une amplification
du facteur de qualité (Hy est le gain statique du systéme en boucle ouverte). En particulier,
une augmentation du gain permet de compenser I’amortissement visqueux subi par la
micropoutre mais il ne peut étre augmenté indéfiniment sous peine de rendre le systéme
instable. Soulignons également que I’augmentation notable du facteur de qualité que 1’on peut
obtenir avec cette méthode ne doit pas faire oublier que le montage électronique utilisé génére
un bruit supplémentaire qui limite les performances de I’ensemble du systeme. D’autre part,
cette approche reste pertinente seulement si la variation de masse lors de ’adsorption est
faible par rapport a la masse totale de la poutre. En effet, si la masse totale de la micropoutre
évolue sensiblement au cours du temps, I’hypothése de base de cette approche qui repose sur
une invariance de la fréquence de résonance pour un déphasage ¢ = /2 n’est plus valable.
Dans ce cas, on a recours a des rétroactions plus complexes qui peuvent limiter la pertinence
de ce type d’approche.

Enfin, pour que le systéme complet soit parfaitement optimis¢ d’un point de vue de son
fonctionnement, il conviendra de contrdler la température avec une précision de I’ordre du
dixiéme de degré voire du centiéme de degré (c’est la précision avec laquelle sont effectuées
les mesures avec le systéme Biacore’ou avec le systtme QCM de QSense’). Toutefois, un
controle de la température avec cette précision n’est pas simple a mettre en ceuvre et le
recours a une mesure en différentiel entre le capteur sensible et un capteur de référence est le
moyen le plus str de s’affranchir des variations de température. En outre, cette approche
permet de limiter les effets d’autres types d’interactions parasites notamment les interactions
non spécifiques dans le cas des biocapteurs.

? http://www.biacore.com
* http://www.qsense.com
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IV. Quelles stratégies et quelles applications pour les micro
et nanosystémes en chimie et en biologie ?

IV.1. Pertinence d’une réduction en taille en chimie et en
biologie

En chimie et en biologie, il est évident qu’une réduction en taille des systemes utilisés
va de pair avec une réduction du volume utile ce qui se traduit tout naturellement par une
réduction des colts. Cette évidence dont la pertinence sur le plan économique est irréfutable
ne peut bien évidemment pas justifier a elle seule le développement de nouvelles approches
scientifiques et techniques dans le domaine de la chimie et de la biologie.

En fait, 1’idée générale qui sous-tend [’utilisation des micro et nanosystémes
mécaniques en chimie et en biologie est qu’une réaction chimique (biochimique ou
biologique) peut modifier les caractéristiques mécaniques d’un transducteur mécanique de
telle sorte que le changement qui en résulte peut étre traduit en un signal électrique ou optique
mesurable. Comme nous I’avons souligné précédemment, une réduction en taille des
systemes mécaniques vers des dimensions nanométriques s’accompagne d’une augmentation
de la fréquence de résonance du systéme correspondant a des modes vibrationnels proches de
ceux d’un atome ou d’une molécule ce qui rend la détection de quelques atomes ou molécules
envisageable. Récemment par exemple, une masse minimum détectable de [’ordre de
I’attogramme a ¢été obtenue en utilisant un nanotube de carbone comme structure résonante
[81].

En statique, I’utilisation de microleviers a été trés largement développée pour la
détection de biomolécules en milieu liquide (brins d’ADN, protéines...) a des concentrations
inférieures au nM [14, 74, 82-87].

On est donc en droit d’attendre des sensibilités extrémes avec ce type d’approche.
Cependant, il est important de souligner que la détection a 1’échelle de la molécule unique
suppose de pouvoir s’affranchir des interactions non spécifiques de maniére exhaustive, c’est
donc avant tout les traitements de surface qui permettront de satisfaire cette condition qui est
un des aspects le plus limitant actuellement.

D’un point de vue du biophysicien, pourquoi étudier des molécules uniques ? L’idée
générale est d’avoir acces aux fluctuations qui sont noyées dans une mesure d’ensemble. Il y
a deux types de fluctuations auxquelles on peut avoir acces : les fluctuations statiques et les
fluctuations dynamiques. Les premiéres permettent de séparer des sous-populations dans un
¢chantillon non homogéne ce qui n’est pas possible quand on travaille sur un ensemble de
molécules. Les secondes permettent de suivre la dynamique de processus qui ne sont pas
synchronisés dans un méme échantillon. C’est important si I’on étudie par exemple un moteur
moléculaire ou une réaction enzymatique. On peut ainsi avoir acces aux différentes étapes du
processus : interactions, réactions, séparations...

Gardons a I’esprit que la détection d’'une molécule unique sera associée dans bien des
cas a des phénomenes stochastiques trés fortement aléatoires (hors équilibre) et non plus
statistiques, ce qui pose la question de la représentativité de la mesure [88] mais surtout rend
tres difficile I’acces a des cinétiques de réaction dans la mesure ou les conditions d’équilibre
thermodynamique ne sont plus satisfaites. Des artefacts liés aux appareils de mesure peuvent
¢galement perturber totalement le signal utile et conduire a des extractions de parameétres
entierement erronées [88].
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NB : Cette remarque prend toute sa pertinence pour les applications de type diagnostic
médical ou les tests sont effectués dans le cadre de normes tres strictes sur des volumes de
l"ordre du ml. La présence d’une seule bactérie dans ce volume rend le test positif car on
considere dans ce cas qu’il y a un risque de prolifération non négligeable. Si on réduit le
volume étudié a quelques nl ou fl, la probabilité de détecter cette bactérie devient tres faible
voire nulle et le test sera négatif. Des étapes préalables pour concentrer [’échantillon a
traiter seront donc nécessaires si [’on veut conserver la pertinence du test. Il apparait donc
que la détection d’une molécule unique avec des systemes ultra-sensibles ne permet pas de
s affranchir d’étapes d’amplification de type PCR ou de préconcentration en ayant recours a
des techniques beaucoup plus conventionnelles.

Pour un point de vue plus général, extrémement pertinent, mettant en avant la nécessité
de faire «du nano» sans oublier «le micro» lorsqu’on aborde le domaine des
nanobiotechnologies, nous recommandons vivement la lecture de D’article de Georges
Whitesides, « The right size in nanobiotechnology » publié dans le Journal Nature
Biotechnology en 2003.’

IV.2. Cas particulier des biopuces et biocapteurs

Dans le cas de la biologie, I’application visée définira un cadre assez strict
(biocompatibilité, traitements de surface spécifiques...). Dans le cas particulier des biopuces
et des biocapteurs, pour les applications de type diagnostic, les critéres de performances
(sensibilité, spécificité) et de colit seront prépondérants. Pour le criblage haut débit, la
rapidité du test pourra se révéler cruciale, alors que la portabilité du systéme sera accessoire.
Au contraire, certaines applications requierent des systémes portables (légers, peu
gourmands en énergie) destinés a étre utilisés sur le terrain (contréle de I'environnement,
défense,...).

Quel que soit le type d’application visée, pour la fabrication de puces a ADN, a
peptides, a protéines, etc., la premicre étape consiste a structurer la surface utilisée afin de
définir des régions fonctionnalisées ou seront localisées les interactions biospécifiques. La
surface peut étre structurée préalablement a la formation de la couche auto-assemblée ou bien
la surface est uniformément recouverte du méme matériau et le dépot s’effectue localement
sur la surface pour former une couche auto-assemblée sur une région particuliére.

L’environnement d’un site de reconnaissance d’une molécule active greffée sur une
surface est fortement anisotrope et de ce fait, les propriétés de reconnaissance sont fortement
altérées par la présence de la surface. Ainsi, la constante d’association « locale » a laquelle on
peut accéder va différer substantiellement de la constante d’association « intrinséque »
obtenue en milieu isotrope, c’est-a-dire en solution a 1’équilibre thermodynamique. La
détermination de la constante d’association d’une paire ligand-récepteur sur une surface
nécessite donc de parfaitement maitriser la structuration de D’interface a une échelle
moléculaire. Ceci est d’autant plus vrai que la surface active du capteur est faible [89].

Trois propriétés fondamentales de cette interface doivent E&tre impérativement
controlée : (a) la densité de sites de reconnaissance actifs sur la surface ; (b) I’accessibilité a

> Georges Whitesides, « The right size in nanobiotechnology », Nature Biotechnology, 21, 10, pp. 1161-1165,
2003.
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ces sites de reconnaissance qui est en général fortement dépendante de la densité de sites ; (¢)
I’homogénéité de la couche de sites actifs dans le plan de la surface dans le sens ou chaque
site doit avoir le méme environnement.

Un autre aspect qui n’est pas intimement li¢ aux propriétés de reconnaissance des sites
actifs mais qui peut jouer un role non négligeable quant a la détermination des constantes
d’association, est le contrdle de sites de reconnaissance non spécifiques sur la surface. De
maniére générale, les biomolécules interagissent au niveau des interfaces via différents types
d’interactions non spécifiques comme les forces électrostatiques, de Van der Waals,
hydrophobes, stériques, entropiques. Ces forces peuvent étre a 1’origine de reconnaissances
non spécifiques ou causer un enrichissement du nombre de sites de reconnaissance a
proximité de la surface. Dans la mesure ou il n’est pas possible de supprimer totalement ce
type d’interactions non spécifiques, 1’introduction au niveau de la surface de forces de
répulsion pour contrebalancer ces effets d’attractions est une technique trés pertinente. A cette
fin, des couches de polymeres comme les PEG (polyéthylene glycol) sont souvent utilisées
mais cela ne doit pas perturber les propriétés de reconnaissances des sites actifs sur la surface.
On voit ici toute I’importance du contrdle de la chimie de surface sans lequel aucune étude
rigoureuse n’est envisageable. En annexe II, nous donnons a ce propos quelques stratégies
que nous avons mises en ceuvre dans le cadre de certaines de nos études.

9

IV.2.1. Structuration chimique et biochimique sur surface avec
motifs prédéfinis

La photolithographie. La premic¢re des techniques envisageables, et la plus classique,
est la photolithographie. Elle permet de structurer des surfaces avec des motifs de taille
micrométrique de nature différente de celle du matériau constituant la surface offrant ainsi la
possibilité¢ de réaliser des plots d’or sur une surface d’oxyde de silicium sur lesquels il sera
possible de greffer spécifiquement des objets fonctionnalisés via la chimie de greffage
adéquate. Cette méthode permet d’obtenir simplement et avec une excellente reproductibilité
des réseaux de plots. Pour cette raison, elle est incontournable et peut étre utilisée, le cas
échéant, pour des études préliminaires afin de définir, dans les étapes de greffage, la
spécificité d’interaction sur 1’or par rapport a 1’oxyde de silicium par exemple. Toutefois,
cette approche nécessite des équipements particuliers en salle blanche, ce qui constitue un
frein a leur mise en ceuvre dans des laboratoires de biologie notamment. C’est pour cette
raison que d’autres techniques sont actuellement privilégiées: la lithographie douce et la
lithographie « dip-pen ».

IV.2.2. Structuration chimique et biochimique par dépot localisé sur
surface uniforme

La lithographie douce. [90] [91] [92]. Cette seconde technique offre la possibilité
d’imprimer directement par contact avec une résolution submicronique (Fig. 7). Cette
technique est basée sur I’utilisation d’un polymére malléable : le polydimethylsiloxane ou
PDMS qui a une longue durée de vie (réutilisable plus de 100 fois), est biocompatible et
transparent jusqu’a 300 nm. Apres la réalisation d’un masque mere de silicium par des
techniques de gravure classiques, la surface est recouverte de PDMS qui est ensuite démoulé
afin de réaliser un tampon. L’étape d’impression se fait alors directement par contact.
L’avantage le plus important et non négligeable de cette méthode est sa facilité de mise en
ceuvre, son faible colit de revient pour des résolutions submicroniques. Elle peut étre
avantageusement utilisée en vue de réaliser des puces destinées a 1’analyse de 1’interaction
récepteur-ligand avec un des composants du complexe greffé sur la surface.
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Fig. 7 : lllustration de la méthode de lithographie douce. Une surface d’or est au préalable
modifiée par la présence de SAM mixtes présentant des fonctions hydrophiles et hydrophobes
(A). La proportion de chacune de deux molécules a été optimisée afin de faciliter le transfert
des protéines du tampon de PDMS (B) vers la surface (C). D apres Chen [93].

Une technique dérivée de celle-ci consiste a utiliser des tampons en PDMS pour
former des canaux fluidiques en surface de 1’échantillon, le contact entre le tampon et la
surface est donc permanent dans ce cas. Le passage de solutions différentes dans ces canaux
permet de déposer localement des molécules de nature diverse et ce, indépendamment des
régions définies par les canaux adjacents [94].

La « dip-pen » lithographie. [95] [91] [96]. L’ utilisation d’une troisiéme technique
automatisable peut étre ¢également envisagée afin de réaliser des réseaux de plots
fonctionnalisés indépendamment les uns des autres : il s’agit du dépot de type « crayon-
plume » ou « dip-pen lithographie ». Ce mode de dépot, qui a été initialement proposé par H.
Butt [95], a été développé par Mirkin et al. [96] [97-99], utilise de maniére détournée les
microleviers utilis€és pour la microscopie a force atomique (Fig. 8). La pointe du microlevier
est initialement trempée dans la solution a déposer puis positionnée sur la surface; dans une
enceinte a atmosphere controlée, la condensation qui se forme entre la pointe et la surface
permet un dépdt trés localisé. Les puces de faible densités (une centaine de spots) ainsi
obtenues sont utilisées pour tester I’action d’un substrat vis-a-vis d’un grand nombre de
protéines greffées. Cette approche permet de développer des techniques de criblage qui ne
peuvent étre abordées avec la technique précédente. Des techniques dérivées sont apparues
depuis, notamment celles consistant a appliquer un champ entre la pointe et la surface pour
effectuer des dépodts assistés par champ [100] [101]. L ¢lectrospray de protéines a partir de
ces techniques est également envisageable dans la mesure ou le champ appliqué dépasse le
champ critique pour obtenir une nébulisation et une atomisation du liquide sous forme de
gouttelettes.
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Comme nous 1’avons déja précisé, c’est cette approche que nous avons privilégiée
avec des améliorations notables notamment en ce qui concerne 1’optimisation du chargement
du liquide.

Sens d'écriture
Transport moléculaire

Ménisque d'eau

Fig. 8 : lllustration de la méthode « crayon-plume » ou « dip pen » lithographie. Une pointe
de microscope a force atomique est initialement trempée dans la solution a déposer puis
positionnée sur la surface dans une enceinte a atmosphere controlée, la condensation qui se
forme entre la pointe et la surface permet un dépot tres localisé. D aprés Mirkin et al. [96].

D’autres approches ont été développées notamment celle basée sur 1’utilisation de la
technique «jet d’encre » mais elles ont montré leur limite en particulier a cause de la
complexité des systémes fluidiques qui leur sont associés. En outre, ces approches ne sont pas
compatibles avec une réduction en taille. Il est en effet impossible d’éjecter des gouttes de
diametre inférieur au micron du fait de la limite imposée par la pression de Laplace (AP =y
/2R) qui conduirait a appliquer des pressions énormes que ne supporterait pas la buse
contenant le liquide.

Soulignons pour conclure cette partie, que dans le domaine des biopuces en particulier
pour le criblage, la tendance qui prévaut actuellement est la conception et la fabrication de
nanoarrays en utilisant les techniques décrites précédemment [102].

IV.3. Micro et nanofluidique

Nous ne détaillerons pas dans ce mémoire le domaine de la micro et nanofluidique
bien trop vaste et qui n’est pas notre thématique principale. Il reste toutefois incontournable
pour nos applications, nous donnerons donc quelques exemples illustrant I’importance de
phénoménes de surface lors d’une réduction en taille sur les propriétés fluidiques dans le cas
de géométries confinées. Nous insisterons également sur I’importance que revét la conception
d’une fluidique parfaitement adaptée au type de micro et nanosystémes que 1’on étudie en
particulier pour la détermination des constantes d’association et de dissociation.
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IV.3.1. Ecoulements fluidiques en géométries confinées : influence
des propriétés de surface

Lorsqu’un diélectrique est immergé dans un ¢€lectrolyte, une charge de surface peut
apparaitre spontanément s’il y a protonisation des terminaisons silanes Si-O-H en surface du
di¢lectrique. En fluidique, 1’existence de ces charges de surface a des répercutions d’autant
plus importantes que le diamétre du canal est faible du fait de 1’augmentation du rapport
surface sur volume. Il faudra donc veiller a prendre en compte I’influence de ces charges sur
les propriétés d’écoulement d’une solution tampon ou d’un électrolyte dans des géométries
confinées [5]. En particulier, la présence de ces charges fixes induit une réorganisation des
charges mobiles dans un électrolyte sous forme d’une double couche a proximité de la surface
chargée dont I’épaisseur est donnée par la longueur de Debye. La présence de cette double
couche est d’ailleurs utilisée a profit pour générer un mouvement du fluide par électro-
osmose avec des profils de vitesse a I’intérieur du canal qui sont trés fortement influencés par
le rapport entre le diametre du canal et 1’épaisseur de la double couche.

Ces effets sont ¢galement exacerbés dans le cas de I’¢lectromouillage et de la
diélectrophorése® [89, 103-111]. Nous y avons eu recours pour optimiser les propriétés de
mouillage de la surface de microleviers lors de leur utilisation pour la fabrication de biopuces.
Soulignons également que des phénoménes d’écrantage peuvent apparaitre du fait de la
présence de cette double couche et perturber les propriétés de reconnaissance de sites actifs
sur une surface dans le cas des biocapteurs.

IV.3.2. Détermination des constantes cinétiques d’association et de
dissociation : cas particulier ou la réaction est limitée par le
transfert de masse

Pour accéder aux valeurs des constantes cinétiques intrinséques (constantes
d’association et de dissociation) a partir de mesures obtenues aprés interaction avec une
surface, il est primordial de déterminer si la cinétique d’interaction est limitée par la diffusion
(transfert de masse) ou par la réaction en surface. En effet, si la cinétique est limitée par la
diffusion — c’est le cas lorsque la constante de diffusion est plus faible que les constantes
cinétiques de réaction ou que le nombre de molécules dans la solution est trop faible ou
s’appauvrit au cours du temps — les constantes cinétiques globales auxquelles ont a acces
seront une valeur moyenne incluant les effets de diffusion et de réaction comme illustré sur la
figure suivante.

Pour s’affranchir de ce type de phénomenes, deux approches sont possibles. La
premicre est purement technique ou technologique, elle consiste d’une part a concevoir de
manicre optimale le circuit microfluidique qui permet d’acheminer les molécules en solution
vers la surface du capteur et d’autre part a réduire la densité de sites actifs sur cette surface.
En effet, les effets de transfert de masse sont particulierement marqués dans la couche
intermédiaire entre la surface et le volume du canal (cf. Fig. 9), I’épaisseur de cette couche
sera d’autant plus faible que le flux du liquide sera important. En outre, il a été montré qu’en
réduisant le nombre de sites de greffage sur la surface on diminuait fortement la probabilité
de ré-association apres dissociation qui peut conduire a une surestimation de la constante
d’association. Tous ces aspects ont ¢té¢ parfaitement identifiés et maitrisés par la société
BIACORE qui commercialise un systeéme de détection basée sur le phénomene de résonance

® http://www.ece.rochester.edu/users/jones/
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de plasmon. C’est d’ailleurs ces aspects qui ont été brevetés et non pas le principe de
détection qui a été mis au point bien avant’.

La seconde solution consiste a prendre en compte dans le modéle mathématique
décrivant le processus d’interaction les effets de diffusion pour extraire les valeurs
intrinséques des constantes cinétiques. Dans le cas des écoulements et interactions en
géométries confinées, cette solution sera incontournable dans bien des cas méme en
optimisant la conception de la cellule fluidique.

Ce type d’optimisation, qu’il soit d’ordre technologique ou mathématique, revét une
importance capitale pour extraire les paramétres d’intérét de manicre fiable et ainsi repousser
les limites de résolution des nanobiocapteurs [112].

Ka f \ Kq Couche
fixe

Ao

A
0 A, Ag

Flux

Ao
A
A, 0
Fig. 9 : Représentation schématique mettant en évidence les phénomenes d’interaction qui
entrent en jeu a la surface d’un biocapteur. Le ligand (B) est immobilisé sur la surface du
capteur. Durant la phase d’association, [’analyte (Ay) se déplace a proximité de la surface.
kn est le coefficient de transfert de masse utilisé pour décrire le phénomene de diffusion de
l"analyte a travers la couche stagnante. k, et k; sont les constantes d’association et de
dissociation intrinseques qui décrivent la formation du complexe (AB). D’apres Article
Cammann [89].

Ajoutons que dans le cas d’auto-organisation de biomolécules ou de nanoparticules
sur une surface sans avoir recours a un flux via un systéme microfluidique, c’est-a-dire
lorsque la surface sensible est positionnée dans un cellule liquide faisant office de réservoir
sans entrée-sortie, un phénoméne supplémentaire li¢ a la réduction des sites accessibles au
cours du temps apparait ce qui donne naissance a des cinétiques d’adsorption fortement non
linéaires [113]. Différents modeles peuvent étre utilisés dans ce cas notamment le modele
RSA (Random Sequential Adsorption) qui permet de rendre compte de cet effet [114].

7 http://www.biacore.com
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V. Vers les nanobiotechnologies : domaine ou les surfaces
et les interfaces jouent un role prépondérant

Nous avons souligné dans la partie précédente I’importance du controle de la qualité
de la surface et des traitements de surface pour I’optimisation de la réponse mécanique des
micro et nanosystémes d’un point de vue énergétique. Dans cette partie, nous parlerons plutot
d’interfaces dont le role est d’autant plus marqué que les particules ou molécules sont de
petites tailles et en trés grand nombre dans une solution liquide [115]. Nous avons vu dans la
partie concernant la détection par microlevier en mode statique que 1’on pouvait mettre a
profit cette influence des interfaces en nanostructurant la surface du capteur (en utilisant par
exemple une monocouche de nanoparticules pour augmenter la sensibilité du capteur). Il faut
cependant bien garder a ’esprit que les états d’équilibre qui s’instaurent en présence de
nanoparticules sont en général fortement instables car ils dépendent fortement des énergies de
surface et donc des propriétés du milieu environnant (pH, température, concentration
ionique...). Nous allons donc aborder les lois d’échelle en milieu liquide en définissant
quelques longueurs caractéristiques qui conditionnent ces états d’équilibre.

11 existe une échelle de longueur k™' en deca de laquelle la gravité devient négligeable.
Cette longueur s’appelle la longueur capillaire. Elle est estimée en comparant la pression de
Laplace y/«' & la pression hydrostatique pgk™. Cette longueur, de I’ordre de 2 mm, permet
de définir une limite en deca de laquelle les effets capillaires sont dominants, un nouvel
équilibre de forces s’instaure [116].

La longueur de Debye est également une longueur caractéristique trés importante car
elle définit la longueur de portée des interactions entre entités chargées dans un milieu liquide
en présence de phénomenes d’écrantage [117]. Cette longueur est I’inverse de la constante de
Debye k qui est donnée par la relation suivante :

2 € 2
ekT = "' (18)

ou e est la charge élémentaire de 1’électron, ¢ la permittivité du milieu, et n; et z; sont
respectivement la concentration (en molécules par m’) et la valence des espéces ioniques i
présentes dans la solution. Il est important de noter que cette longueur k' décroit avec la
concentration en ions d’autant plus rapidement que la valence des ions est élevée. Cette
longueur vaut 960 nm pour de ’eau pure (en présence uniquement des ions H;O" et OH"), de
30,4 nm pour une solution de 10 M de NaCl et de 0,96 nm pour une solution de 0,1 M de
NaCI [118].

Une autre grandeur caractéristique trés importante en fluidique, puisqu’elle définit
I’épaisseur de la double couche de contre-ions qui se forme lorsqu’un diélectrique est
immergé dans un électrolyte, est la longueur de Debye-Huckel qui est donnée par la relation
suivante :

Ap =.]— (19)
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ou o est la conductivité électrique, e la permittivité diélectrique et D le coefficient de
diffusion des ions de la double couche. L’épaisseur de cette couche est de I"ordre de 10
nanometres pour une solution ionique de sel de 1 mM.

De la méme facon, il existe une taille critique en deca de laquelle la gravité, et donc la
sédimentation, devient négligeable par rapport au mouvement brownien di a I’agitation
thermique dont I’ordre de grandeur est kT. Cette taille critique permet de définir dans le cas
des nanoparticules la limite colloidale et peut s’écrire sous la forme [118] :

R, =T (20)

3g2

ou k est la constante de Boltzmann, T la température, n la viscosité, p la masse
volumique et g I’accélération due a la pesanteur.

On obtient une valeur de I'ordre de 1 pm pour des valeurs courantes de masse
volumique et de viscosité (kT =4 x 102! J, =107 Pa, p = 10’ kg/m’, g = 10 m/s?).

Pour des particules dont la taille est supérieure au micron, on parlera de suspensions.
Pour une taille inférieure, on parlera de dispersions colloidales. Elles ne sédimentent pas
spontanément (il faut des accélérations supérieures a 10000 g pour séparer phase liquide et
phase solide) sauf en cas de floculation lorsque les phénoménes de répulsion électrostatique
entre particules sont écrantés (on retrouve ici I’importance de la longueur de Debye telle que
nous 1’avons définie précédemment) car I’énorme quantité¢ d’interfaces qu’elles contiennent
(de I’ordre de 100 m* par gramme de matiére) les rend trés sensibles a tout phénoméne qui
modifie les interactions entre interfaces. On passe ainsi facilement d’un état liquide a divers
états pateux, gélifiés, granulaires : les dispersions colloidales présentent donc des propriétés
qui ne sont ni celles de la phase solide ni celles de la phase liquide [119].

Différentes stratégies peuvent étre utilisées pour éviter que les particules ne s’agrégent
(ou floculent) sous I’effet de I’interaction de Van der Waals. Il s’agit de s’affranchir des
phénoménes d’écrantage en conservant les effets de répulsion électrostatique entre particules
de manicre directe (charges en surface) ou via 'utilisation de polymeres chargés (dans les
deux cas on parle de stabilisation par répulsion ¢électrostatique DLVO du nom de la théorie
proposée par Deryaguin, Landau, Verwey, Overbeek) ou bien en isolant « physiquement » les
particules les unes des autres a ’aide de polymeéres, adsorbés ou greffés sur leur surface, qui
jouent le role d’espaceurs [118]. Pour illustrer notre propos, signalons que ce phénomene de
précipitation lors d’interaction spécifique entre brins d’ADN complémentaires greffés sur des
colloides a ét¢ mis a profit par I’équipe de Chad Mirkin pour la détection de réaction
d’hybridation. On passe en effet d’un couleur rose-rouge si la solution reste disperse c’est-a-
dire s’il n’y pas de réaction d’hybridation; elle devient gris-noir s’il y a agrégation
(floculation), c’est-a-dire s’il y a réaction d’hybridation [54].

Il sera impératif de garder a I’esprit ces tailles caractéristiques qui conditionnent les
¢tats d’équilibre de solutions contenant des nanoparticules. Nous avons €té confrontés a ces
phénomenes pour toutes les études effectuées en milieu liquide et basées sur I'utilisation de
colloides métalliques, nanoparticules, quantum dots...
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Conclusion

Dans cette premiere partie, nous avons proposé un ¢état de I’art dans le domaine des
micro et nanosystémes ¢lectromécaniques en mettant en exergue les problématiques afférentes
a leur réduction en taille en termes de technologies de fabrication, d’électronique associée, de
sources de bruit extrinseques et intrinseques, de rapport signal sur bruit... Plus spécifiquement,
nous avons évalué la pertinence d’une miniaturisation des dispositifs électromécaniques pour
des applications dans le domaine de la chimie ou de la biologie en soulignant le role
prépondérant des effets de surface et d’interface par rapport aux effets de volume: pertes
énergétiques, équilibres thermodynamiques, cinétiques de réaction... Le cas particulier des
biopuces et des biocapteurs a été ensuite abordé : dynamique de mesure, domaine de linéarité,
sensibilité, résolution ultime.

Cet état de I’art nous permet de positionner, sur le plan national et international, nos
activités de recherche, dont le bilan est dressé dans la deuxiéme partie. Il a également pour
objectif de justifier le choix de nos orientations thématiques vers le domaine des
nanobiotechnologies a plus long terme, ces orientations faisant I’objet d’une derniére partie. Il
apparait en effet que les potentialités des nanotechnologies et nanosciences dans le domaine
de la chimie et de la biologie sont énormes mais elles ne doivent pas nous faire oublier, que
tout n’est pas nano, comme 1’a tres bien décrit Georges Whitesides dans son article « The right
size in nanobiotechnolgy ».* En effet, dans certains cas, I’échelle « micro » reste et restera plus
pertinente. On songe en particulier aux études concernant les cellules vivantes qui ont des
dimensions de quelques microns au minimum ou encore aux outils de diagnostic dont la
sensibilit¢ de détection extréme ne doit pas faire oublier le temps d’analyse requis et la
représentativité de la mesure lorsque celle-ci est effectuée sur une tres faible quantité de
solution.
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Introduction

Nos études ont porté sur la conception, la réalisation et la caractérisation de
microsystémes mécaniques piézorésistifs ou piézoélectriques et s’inscrivent dans le sous-
théme « Micro et nanotechnologies, matériaux fonctionnels, instrumentation » de la section 8
du comité national. Les applications visées ont concerné dans un premier temps la
caractérisation physique (mécanique, optique et électrique) de nanostructures a 1’aide de
micro-instruments dédiés. Nous avons ensuite ¢largi nos applications aux domaines de la
chimie et de la biologie en particulier en nous consacrant a 1’étude de biopuces de nouvelles
générations. Les activités de recherche développées dans le cadre de ces applications
s’inscrivent dans le sous-théme « Capteurs et actionneurs, micro et nanosystémes,
microrobotique, biopuces et systemes « on chip » de la section 8 du comité national.

Nos travaux se déclinent selon les trois aspects suivants : (a) la technologie ; (b) la
caractérisation et la modélisation ; (c) enfin les applications en prenant en compte 1’aspect
systeme dans sa globalité.

- Les technologies de fabrication :

- La maitrise des techniques de fabrication de micropointes en silicium ou dérivés du
silicium.

- L’optimisation des conditions d’obtention de structures mécaniques (poutres, ponts,
membranes)

- Le développement de procédés de fabrication compatibles avec la technologie
silicium permettant d’intégrer des fonctions d’actionnement piézoélectrique et de
détection piézo-¢électrique ou piézorésistive sur des microstructures en silicium.

- La caractérisation et la modélisation :

- En statique : Modé¢le énergétique du flambement spécifique aux ponts micro-usinés,
précontraints en compression

- En dynamique : Fréquences de résonance de ponts bicouches en flambement et
facteur de qualité de poutres et ponts multicouches en milieux gazeux et liquide.

- Caractérisations ¢électromécaniques de membranes piézo-¢lectriques : extraction du
coefficient piézoélectrique

- Mesures en bruit de microleviers piézorésistifs.

- Les applications :

\

- Caractérisation ¢lectrique de nanodispositifs a [’aide d’un testeur sous
pointes microfabriqué.

- Connexion optique dans le champ proche avec des microleviers en nitrure de silicium
- Viscosimetre a microleviers

- Résonateurs mécaniques de type pont ou poutre : effet induit par 1’adsorption de
nanoparticules d’or sur les propriétés mécaniques en régime dynamique

- Résonateurs piézoélectriques en milieu liquide : application a la détection de
I’adsorption de nanoparticules d’or a une interface liquide/solide

- Fabrication de biopuces a ADN et a protéines a 1’aide de microleviers
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- Electronique rapprochée pour microleviers piézorésistifs: applications a la
microscopie a force atomique et a la fabrication de biopuces
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I. La technologie : de la fabrication de structures test a la
conception de capteurs et actionneurs élaborés

Nos activités n’auraient pu voir le jour sans consacrer un effort particulier au
développement de procédés technologiques dédiés a la fabrication de microsystémes
mécaniques. Ces procédés concernent tout d’abord la réalisation de structures simples (des
pointes, des poutres, des ponts ou bien encore des membranes), passage obligé pour une
maitrise parfaite d’un procédé technologique — il s’agit de briques de base incontournables —
mais surtout pour des études mécaniques rigourecuses avant d’aborder la conception de
structures plus élaborées. En effet, I’¢laboration parfaitement contrdlée de ce type de structures
test revét une importance toute particuliere car elles permettent I’extraction de parametres
mécaniques comme le module d’Young, les contraintes résiduelles dans les couches, etc. en
s’appuyant sur des approches analytiques ou semi-analytiques relativement simples. Dans ce
cas, le controle de la qualité des états de surface et d’interface, de la rugosité, de I’idéalité des
encastrements, etc. est primordial si I’on veut accéder de manicre fiable a ce type de
paramétres notamment lors de la réduction en taille de systemes mécaniques. Cette approche
s’avérera par ailleurs extrémement pertinente lorsque nous aborderons les études concernant
les résonateurs mécaniques de type poutre ou pont utilisés comme détecteur lors de
I’adsorption de nanoparticules a une interface solide-liquide. En outre, des ¢&tudes
systématiques concernant les propriétés mécaniques de ces structures nous ont permis de
concevoir et de réaliser des microleviers parfaitement adaptés a 1’adressage mécanique,
¢lectrique ou optique de nanostructures comme nous le verrons dans la partie « Applications ».

I.1. Structures test et micropointes

Nous avons donc développé dans un premier temps des structures cantilever simples de
type pont ou poutre n’intégrant pas de fonctions d’actionnement et/ou de détection. Ces
microstructures mono-couches ou multicouches sont a base de silicium ou de matériaux
dérivés du silicium (Si0,, SiNy) ou de couches métalliques (Ti, Au) déposées en film mince,
ou d’une combinaison des deux.

Nous ne détaillerons pas ici les procédés de fabrication développés pour élaborer ce
type de structures, ils sont décrits de maniére exhaustive dans la thése de Liviu Nicu’. Nous
mettrons en exergue simplement deux points particuliers concernant d’une part les contraintes
résiduelles (gradient et contrainte moyenne) dans les couches en film mince et d’autre part les
opérations de rincage et séchage des microstructures libérées. Ces deux aspects deviennent
extrémement critiques lors d’une réduction en taille de dispositifs a structure mécanique
mobile et ont fait ’objet d’études particulieres lors de la mise au point des différents procédés
de fabrication. Nous avons retrouvé ces problématiques, en particulier celle liée aux
contraintes dans les couches, de maniére encore plus marquées lors de I’élaboration de
microdispositifs piézoélectriques.

Pour certaines applications, nous pensons en particulier a la microscopie a force
atomique et a ses techniques dérivées, nous avons di développer une ou plusieurs étapes
technologiques pour 1’¢laboration de micropointes (cf. Fig.1) qui permettent d’assurer une
interface idéale entre la surface d’un échantillon a caractériser et le microlevier.

9 Liviu Nicu, « Etudes théoriques et expérimentales du comportement mécanique de microstructures de type levier

ou pont. Applications a la mesure de la viscosité de liquides et a la caractérisation électrique de nanostructures »,
Université Paul Sabatier, Toulouse, 12 Octobre 2000.
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Fig.1 : Exemples de micropointes en silicium : attaque isotrope (a gauche), attaque
anisotrope (a droite).

I.2. Capteurs et actionneurs

Les étapes préliminaires concernant I’élaboration de pointes en silicium et de structures
passives de type pont et poutre étant maitrisées, nous nous sommes consacrés a la conception
et a la fabrication de deux types de dispositifs plus élaborés : les premiers intégrent un
actionnement piézo-électrique, les seconds une détection piézorésistive. Ces dispositifs seront
notamment utilisés pour des applications en milieu liquide et plus particuliérement pour la
biologie.

1.2.1. Dispositifs piézoélectriques

Ces dispositifs sont le fruit d’une collaboration opiniatre et efficace entre notre équipe
au LAAS et I’équipe de Eric Cattan et Denis Rémiens a 'IEMN. Ce fut un travail de longue
haleine initi¢ en 1998 mais les résultats obtenus nous ont permis de nous positionner en bonne
place sur la scéne internationale dans le domaine des microsystémes pié¢zoélectriques et plus
particulierement pour leurs utilisations comme capteurs en chimie et en biologie.

Les différents procédés de fabrication de dispositifs piézoélectriques sont détaillés
dans la thése de Matthieu Guirardel'’. Nous insisterons simplement sur quelques points
particuliers. Tout d’abord, concernant le matériau piézoélectrique, notre choix s’est porté sur le
Titanate de Plomb et de Zirconium (PZT : Pb(ZrTi; x)O;) dans la mesure ou il s’agit du
matériau piézoélectrique qui posséde la coefficient d’actionnement piézoélectrique le plus
¢levé, d’autres matériaux comme I’AIN ou le ZnO étant beaucoup moins intéressants de ce
point de vue. Dans notre cas, ce choix se trouve également justifi¢ par le fait que la couche de
PZT est déposée par pulvérisation cathodique sous radio-fréquence magnétron ce qui donne
des coefficients piézoélectriques plus élevés que lors d’un dépdt par technique sol-gel, par
ablation laser ou encore par MOCVD. Les caractéristiques piézo-¢lectriques de ces couches
déposées sur microleviers et micro-membranes sont tout a fait comparables a celles obtenues
lors de dépdts pleine plaque. Ces valeurs sont de plus similaires a celles publiées dans la
littérature pour des structures équivalentes.

De maniere plus générale, la mise au point de ces différents procédés est étroitement
liée a la compatibilité technologique de fabrication des différentes couches élaborées a partir

1 Matthieu Guirardel « Conception, réalisation et caractérisation de biocapteurs micromécaniques résonants en
silicium avec actionnement piézoélectrique intégrée : application a la détection de l’adsorption de nanoparticules
d’or». Université Paul Sabatier, Toulouse, le 9 octobre 2003.
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de matériaux de la filiere silicium et de matériaux ferroélectriques et piézoélectriques. Ce point
a ¢té¢ particulierement critique pour la fabrication de nos dispositifs nous obligeant a avoir
recours a des techniques de lift-off (pas moins de 3 étapes de lift-off pour le procédé complet)
pour structurer les couches piézoélectriques sans dégrader leurs propriétés ferroélectriques et
piézoélectriques. Nous avons abandonné au passage toutes les techniques de libération des
dispositifs reposant sur 1’utilisation d’attaques chimiques humides comme le TMAH ou le
KOH ; c’est I’acquisition d’un bati de gravure profonde (DRIE : Deep Reactive lon Etching)
dans la centrale de technologie du LAAS qui nous aura permis de finaliser un procédé de
fabrication de dispositifs piézoélectriques extrémement fiable (cf. Fig.2).

Une attention particuliére a été également consacrée a la maitrise de la sélectivité des
attaques chimiques entre les différents matériaux lors de la structuration des couches, a la
compatibilité thermique lors des recuits et a la réduction des contraintes résiduelles en utilisant
des techniques de couches tampons. L’influence de ces couches sur les propriétés électriques a
d’ailleurs été étudiée de manicre trés rigoureuse et systématique lorsque ces dispositifs ont été
utilisés non plus seulement en tant qu’actionneur mais également en tant que capteur. En outre,
la réduction des capacités parasites dans les lignes d’acceés associée a une optimisation de la
géométrie des électrodes a di étre envisagée pour que 1’acquisition du signal utile s’effectue
dans des conditions optimales. Ceci s’est traduit notamment par 1’ajout d’une couche tampon
en oxyde de zinc (ZnO) entre la couche piézoélectrique PZT et 1’électrode métallique
supérieure pour réduire les coruants de fuite.

Différents types de dispositifs piézoélectriques (poutre, pont et membrane) intégrant
des formes d’¢lectrodes variées ont ainsi €té fabriqués et caractérisés en vue de leur utilisation

pour des applications de type capteur et actionneur (cf. Fig 3).

A, A

7 sio & so: P e & so: P e
& - & s @ - @ PzT
(a) Oxydation (b) lift-oft 1/ Pt (e) lify-off PZT

anm

& so:  @P e & sios - TP = sio: . T/t
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Fig.2 : Procédé de fabrication de microstructures piézoélectriques.
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Fig. 3: Exemples de micromembranes piézoélectriques : (a gauche) Profilométrie
optique par interférométrie ; (a droite) Cliché optique d 'une matrice de 4 x 4 membranes.

1.2.2. Dispositifs piézorésistifs

Cette ¢tude a été initiée dans la perspective d’une réduction en taille des dispositifs
piézorésistifs en vue de leur utilisation en tant que capteur ultra-sensible.

Le développement de procédé de fabrication de dispositifs piézorésistifs nous aura
permis de mettre a profit ’expérience du LAAS dans le domaine de la technologie CMOS
ultimes et en particulier les résultats issus de mes travaux de thése qui portait sur 1’élaboration
et la caractérisation physique et électrique de jonctions p+/n ultra-minces. La technique
consistant a implanter du BF, dans du silicium préalablement amorphisé par implantation de
germanium associée a I’utilisation de recuits thermiques rapides s’est en effet avérée
particulicrement efficace pour I’obtention de nanopiézorésistances extrémement sensibles dont
I’épaisseur est inférieure a 90 nm (cf. Fig. 4). C’est dans le recours a cette technique que
repose 1’originalité de notre approche car elle nous a permis de réduire en conséquence les
dimensions des dispositifs piézorésistifs. Il s’agissait de trouver les conditions d’implantation
et de recuit optimales pour obtenir des jonctions ¢électriquement actives les plus fines possibles
présentant d’excellentes propriétés électriques. Toute la problématique réside en fait dans la
réduction voire la suppression des défauts étendus, des boucles de dislocations en 1’occurrence,
qui se forment sous 1’ancienne interface amorphe-cristal apres recristallisation de la couche
amorphisée. Ces défauts sont a I’origine de deux phénomenes trés critiques. Le premier a trait
a la diffusion hors équilibre anormalement ¢levée qui apparait lors du recuit thermique rapide
et dont I’origine est liée a la présence de gradients de défauts ponctuels générés par les défauts
étendus. La seconde concerne la dégradation des propriétés €lectriques lorsque ces défauts sont
positionnés dans la zone de charge d’espace de la jonction. Des mesures de bruit ont d’ailleurs
¢été effectuées pour caractériser tres finement les propriétés €lectriques de ces piézorésistances.
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Fig. 4. Optimisation des étapes d’implantation ionique et de recuit thermique pour
["obtention de couches piézorésistives ultra-minces : (a gauche) : Implantation de BF; dans du
silicium monocristallin ; (a droite) : Implantation de BF, dans du silicium préamorphisé. A
noter que les conditions de recuit sont les mémes dans les deux cas.

Le procédé de fabrication de dispositifs piézorésistifs a ét¢ développé dans le cadre de
la thése d’Emeline Cocheteau''. Ce procédé de fabrication a été repris et amélioré par Daisuke
Saya lors de son sé¢jour post-doctoral au LAAS (cf. Fig.5). Il est maintenant parfaitement

maitrisé et développé pour différents types d’applications comme nous le verrons dans la suite
(cf. Fig.6).

Preamorphisation Ge (60KeVY, 5x10"cm2)
Implantation of BF, (15 keV, 1x10' cm-?)
Rapid Thermal Anealing 950° C , 15 secondes
Conventional Anealiﬂg BEU" G 20rnin

Implantatlon 50 um

ﬁ i c) Al metallization for electrode

(a)Formation of p+ doped region
with less than 100nm

b)Deposition of LTO passivation
film and contact opening

}

(d)Definition of the cantilever shape

(e )DRIE for freestanding cantilever

Fig. 5 : Procédé de fabrication de microleviers piézorésistifs a jonctions p+/n ultra-minces (<
a 100 nm).

""" Emeline Cocheteau « Conception, réalisation et caractérisation de piézorésistances ultraminces pour des
applications microsystemes», INSA de Toulouse, le 18 mars 2002.
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Fig. 6 : Images obtenues par microscopie électronique a balayage de microleviers
piézorésistifs de forme différente.
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II. Caractérisation et modélisation

Nous avons mis en évidence dans notre introduction le fait qu’une étude rigoureuse et
systématique du comportement mécanique de microstructures était un passage obligé pour
appréhender ultérieurement le comportement mécanique de microsystemes plus complexes
lorsqu’ils sont soumis a des perturbations externes. Cette étude sera d’autant plus pertinente
que les moyens d’investigation mis en ceuvre perturberont le moins possible la réponse
spécifique du systéme ¢étudié. C’est la raison pour laquelle notre choix s’est porté sur une
méthode de caractérisation qui repose sur 'utilisation d’une excitation (piézo-¢lectrique) et
une détection (par déflexion optique) de vibration, toutes deux externes aux microstructures.
Pour notre banc expérimental, nous avons utilisé une configuration trés similaire a celle
utilisée pour un microscope a force atomique avec une détection synchrone dont la bande
passante est de 1’ordre du MHz. En outre, 1’acquisition d’un interférométre optique a décalage
de phase donnant acces a des topographies en mode statique et dynamique nous a permis de
parfaire notre connaissance des propriétés mécaniques de microstructures multi-couches.

D’un point de vue modélisation, des méthodes énergétiques ou analytiques directes ont
¢té utilisées. Dans certains cas, nous avons eu recours a MATLAB, MATHCAD et
MATHEMATICA, logiciels de résolution d’équations mathématiques.

II.1. Mode statique: modéle énergétique du flambement
spécifique aux ponts micro-usinés, précontraints en
compression

Cette étude, dédiée a I’analyse théorique et expérimentale du régime statique de
microponts soumis a une précontrainte compressive, a été développée en procédant tout
d’abord a I’analyse théorique du flambement d’un pont microfabriqué, précontraint en
compression. Une utilisation non conventionnelle d’un microscope a force atomique a ensuite
été mise en ceuvre pour la mesure de la déflexion statique de flambement des ponts en SiO; et
en SiO; —Au. Enfin, & partir des profils des déformées des ponts en régime de post-
flambement, la contrainte interne compressive du SiO; a partir des déflexions maximales de
flambement et a I’aide du mod¢le énergétique proposé a été déterminée.

Nous ne reprendrons pas ici ces différents points qui ont ét¢ abordées dans cette étude.
Nous donnerons simplement les discussions et les conclusions qui en sont issues. Tout
d’abord, la valeur moyenne de la contrainte interne compressive du SiO, obtenue avec le
modele énergétique proposé (cf. Fig. 7), est en trées bon accord, malgré une légere
surestimation, avec différentes valeurs théoriques et expérimentales rencontrées dans la
littérature ou le comportement statique non-linéaire de ponts précontraints en compression est
modélisé en prenant en compte les effets des imperfections de fabrication (encastrement non-
idéal, défauts induisant une répartition arbitraire de la contrainte, etc.).

On a pu noter également que la contrainte interne du SiO, calculée a I’aide de notre
modele énergétique se situe dans la gamme de valeurs rencontrées dans la littérature. Les
sources d’erreur potentielles de la méthode proposée ici se situeraient au niveau de 1’équation
de la déformation du pont z(x) et de la mesure de la déflexion maximale de flambement 4, .
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Fig. 7: La contrainte interne o du SiO, en fonction de la longueur des ponts pour une
épaisseur de (®) 0,62 um et (®) 0,45 um. Ainsi, la valeur moyenne mesurée de la contrainte
interne du SiO; est respectivement égale a 0 ,_g 45, = =247+ 8 MPa et 6)_y ¢, =—220%13

MPa.

Mais plus vraisemblablement, c’est le fait de ne pas tenir compte des imperfections de
fabrication des ponts dans notre modele énergétique qui a pu conduire, finalement, a une
légére surestimation de la contrainte interne compressive. D’autres sources potentielles
d’erreur concernent :

les procédés d’¢élaboration du SiO,,

les orientations des substrats utilisés,

les techniques de mesure de la contrainte,
- les épaisseurs des couches de SiO,,

Cependant, nous retiendrons la ressemblance des deux valeurs de contrainte calculées
par deux moyens différents comme premicre preuve a I’appui du modele énergétique proposé
ici.

Ainsi, la méthode énergétique des ponts en régime de post flambement représente une
alternative valable pour la détermination, a partir de la déflexion maximale de flambement, de
la contrainte interne des films minces précontraints en compression. De plus, cette approche
permet de calculer la contrainte interne autant de fois qu’il y a de ponts disponibles, pour le
méme film mince analysé. Ceci est, de point de vue statistique, 1’avantage crucial de la
méthode énergétique par rapport aux techniques classiques utilisées pour la mesure des
contraintes dans les films minces. Nous pouvons ainsi associer la méthode énergétique en toute
confiance a I’ensemble des méthodes de mesure de la contrainte a partir des déformations de
microstructures fabriquées dans le film mince a analyser.
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I1.2. Mode dynamique

I1.2.1. Fréquences de résonance de ponts bicouches SiO2/Au en
flambement

Le régime dynamique théorique des ponts précontraints en compression a été traité a
I’aide de la méthode directe analytique proposée dans la littérature. L application de cette
méthode aux ponts bicouches en SiO,—Au en régime de post-flambement et en vibration nous
a permis de prédire I’inversion des modes propres 1 et 2, mais également des modes 3 et 4, en
fonction des déflexions maximales de flambement. Nous avons mis en ¢évidence
expérimentalement, pour la premicre fois, I’inversion des deux premiers modes de vibration de
ponts micro-usinés bicouches en SiO, —Au, en régime de post-flambement.

La Fig. 8 illustre la réponse dynamique typique d’un pont bicouches SiO, —Au de
longueur égale a 200 um :
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Fig. 8 : Spectre de résonance d’un pont bicouches SiO;—Au en flambement.

D’un point de vue qualitatif, I’analyse des résultats expérimentaux obtenus montre que
I’inversion des deux premiers modes de résonance (fondamental et premier harmonique) a lieu
pour les ponts analysés dans notre étude.

Nous pouvons résumer cette étude en notant que :

- des déflexions maximales de flambement trés élevées,

- des encastrements presque idéaux,

- D’écart faible entre les deux premiers modes de vibration (forte probabilité d’interaction
modale),

- les défauts tres localisés dans la structure des ponts,
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constituent autant de facteurs perturbateurs dans la réponse dynamique de ponts micro-usinés,
précontraints globalement en compression et en régime de flambement non-linéaire.

Cependant, nous retiendrons le bon accord entre les fréquences de résonance
expérimentales associées aux deux premiers modes de vibration et celles calculées a 1’aide du
modéle analytique de Nayfeh et al.’? appliqué ici pour la premiére fois a I’investigation de la
réponse dynamique de microstructures.

I1.2.2. Facteurs de qualité

Nous nous sommes intéressés par la suite a 1’é¢tude expérimentale de 1’amortissement
visqueux di a I’air dans le cas de microleviers bicouches en mouvement de vibration. L’étude
de I’amortissement visqueux di a I’air repose sur I’analyse des facteurs de qualité Q; des pics
de résonance pour chaque mode i de vibration. Nous rappelons que le facteur de qualité est
défini comme le rapport entre 1’énergie totale emmagasinée dans la structure et 1’énergie totale
dissipée durant un cycle complet de vibration.

En premier lieu, une analyse qualitative rapide des données nous permet de remarquer
que les microleviers plus courts présentent les facteurs de qualité les plus élevés. De plus, les
valeurs des facteurs de qualité augmentent en méme temps que 1’ordre du mode de vibration.
Cela laisse supposer que I’amortissement visqueux dii a ’air est dépendant de la fréquence, ou
plus exactement que ses effets s’amplifient au fur et & mesure que la fréquence de vibration
augmente.

Un examen approfondi de ces résultats en utilisant le modele de la sphére équivalente
(oscillateur harmonique amorti) et le modéle de Sader' a été effectu¢. Nous avons ainsi pu
valider expérimentalement ce modéle qui permet de prendre en compte la géométrie exacte du
microlevier dans I’analyse de I’effet de I’amortissement visqueux di a 1’air sur la réponse
dynamique de la structure. Cette confirmation a été réalisée en utilisant une approche
bicouches (oxyde de silicium et or) pour le microlevier en vibration. Par ailleurs, les limites du
modele de la sphere équivalente ont été¢ formellement établies par I’analyse de 1’effet de cet
amortissement.

Cette étude sur I’influence de 1’amortissement visqueux sur la réponse dynamique de
microleviers fabriqués nous a permis d’optimiser la géométrie de ces derniers non seulement
pour des applications qui ont trait a la Microscopie a Force Atomique mais également pour
tout ce qui concerne les microcapteurs et les microactionneurs résonants a partie mécanique
principale de type microlevier.

En outre, toutes les études menées ici nous ont permis de considérer les effets de la
précontrainte sur le comportement mécanique de ponts micro-usinés de deux points de vue
radicalement opposés :

- soit en les exploitant, pour remonter a la valeur de la précontrainte a partir des déflexions
maximales de flambement (régime statique) ;

12 A. H. Nayfeh, W. Kreider and T. J. Anderson, AIAA J. 33, 1121 (1995).

13 J. E. Sader, J. Appl. Phys. 84, 64 (1998).
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- soit en mettant en évidence de phénoménes vibratoires spécifiques a la dynamique de
microstructures en régime de flambement non-linéaire, se manifestant a partir de tres
faibles niveaux de I’amplitude d’excitation (régime dynamique).

En conclusion, comme nous 1’avons souligné dans notre introduction, ce type d’études
sur des structures test de type poutre ou pont était un passage obligé pour une optimisation des
outils de caractérisation et de simulation que nous avons mis en ceuvre au sein du laboratoire.
Toutes ces études et les conclusions qui en sont issues, et plus particulicrement celles
concernant les domaines de validité de ces outils, nous ont permis d’aborder sereinement la
caractérisation et la modélisation de structures mécaniques beaucoup plus
complexes notamment celles des microstructures piézoélectriques.

IT .3. Caractérisations électromécaniques de membranes piézo-
électriques : extraction du coefficient piézoélectrique ds,

Le but de cette étude était de mettre a profit une caractérisation électromécanique
rigoureuse de membranes piézoé¢lectriques en vue de la conception et de la fabrication de
biocapteurs résonants que nous décrirons dans la partie Applications de ce mémoire. En outre,
cette ¢tude nous a permis de déterminer le coefficient ds; de couches piézoélectriques déposées
en films minces en fonction de la tension de polarisation continue appliquée a la couche
piézoélectrique. Nous avons également évalué D’efficacité d’actionnement en fonction de
plusieurs parametres : positionnement et dimensions de la couche piézoélectrique par rapport a
la membrane en silicium, tension de polarisation continue et alternative, non-linéarités dues
aux imperfections d’encastrement de la membrane...

Fig.9 : Modes de résonance de membranes piézoélectriques obtenus par interférométrie laser
(LAAS, IEF).

La caractérisation de micromembranes piézoélectriques a été effectuée en collaboration
avec 1’équipe de A. Bosseboeuf a I’'Institut d’Electronique Fondamentale (IEF) a Orsay dans
un premier temps a I’aide d’un interféromeétre optique a décalage de phase donnant acces a des
topographies en mode statique et dynamique (cf. Fig. 9 et Fig 10). Ce systeme ayant été
commercialisé par la société Fogale nous en avons fait 1’acquisition ce qui nous a permis de
finaliser cette étude au LAAS.
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Fig. 10 : Topographies obtenues en mode statique par interférométrie laser en fonction de
différentes tensions de polarisation.

Toute cette étude est décrite dans le mémoire de thése de Matthieu Guirardel'®. Les
conclusions que nous pouvons en tirer sont les suivantes :

- la méthode utilisée pour déterminer le coefficient d;; est purement statique et les
résultats obtenus sont vraisemblablement sous-estimés du fait de 1’effet de ’encastrement a la
circonférence de la membrane. En effet, la relation proposée par Steel "’ est basée sur
I’hypothése de bords libres qui n’est pas vérifiée dans notre cas et qui conduit a des variations
de contraintes internes lors de I’application d’une polarisation dans la structure non prises en
compte dans le mod¢le. Les valeurs obtenues sont néanmoins comprises entre 50 et 150 pm/V
ce qui est en bon accord avec les valeurs publiées dans la littérature.

- pour prendre en compte I’effet des contraintes, il serait intéressant d’effectuer des
mesures en dynamique pour extraire la contrainte résiduelle dans la couche et la réinjecter dans
la relation permettant la détermination en mode statique du coefficient piézoélectrique ds;.
Cette approche est cependant tres difficile @ mettre en ceuvre dans notre cas dans la mesure ou
nos sommes en présence de structures multicouches fortement contraintes (voire en
flambement pour certaines) ce qui rend trés délicat I’extraction d’une valeur de contrainte dans
la structure avec une précision satisfaisante. Pour mettre en ceuvre une telle approche, il
conviendrait de concevoir des structures tests dédiées exclusivement a ce type d’études.

- des conditions optimales d’utilisation en terme d’efficacité d’actionnement ont été
définies pour nos structures (Vpc = 5 V; Vpp = 500 mV). Ces conditions permettent de
s’affranchir de phénomeénes non-linéaires en particulier des effets de « hard spring » comme
illustré Fig. 11 :

- Les fréquences de résonance et leur mode de vibration associ¢ ont été répertoriés en
comparant les mesures obtenues par interférométrie laser 3D avec des résultats issus de la
simulation.

' Matthieu Guirardel « Conception, réalisation et caractérisation de biocapteurs micromécaniques résonants en
silicium avec actionnement piézoélectrique intégré : application a la détection de l’adsorption de nanoparticules
d’or». Université Paul Sabatier, Toulouse, le 9 octobre 2003.
'S M.R. Steel, F. Harrison, P.G. Harper, “The piezoelectric bimorph: an experimental and theoretical study of its
quasistatic response”, J. Phys.D: Appl. Phys. 11, 979, (1978)
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Il apparait au vu de I’ensemble des résultats obtenus que la maitrise technologique de
notre procéd¢é de fabrication n’est pas parfaite, tant d’un point de vue de I’¢laboration des
couches piézoélectriques (uniformité de 1’épaisseur, présence de joints de grain, contraintes
résiduelles...) que du point de vue de la conception et de la fabrication. En outre, une étude
rigoureuse sur les phénomeénes de vieillissement et de fatigue de ce type de structures devra
étre menée tant sur le plan de leurs propriétés €lectriques que mécaniques.
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Fig. 11 : Visualisation de non-linéarités (effet de hard-spring) dues a une trop forte amplitude
d’excitation, mode (1,2)+(2,1) sur membrane carrée de 600 um de coté et d’épaisseur 5 um.

Néanmoins, les résultats obtenus sont trés concluants et nous verrons qu’ils ont été mis
a profit pour concevoir et réaliser des biocapteurs résonants extrémement sensibles.

I1.4. Caractérisations en bruit de microleviers piézorésistifs

En ce qui concerne les microleviers piézorésistifs, des mesures en bruit ont été
effectuées et nous ont permis de mettre en évidence I’influence des recuits thermiques
(conventionnels et rapides) sur le bruit en 1/f, des états d’interfaces (passivation de la surface
du microlevier), des défauts étendus liées a 1’étape de préamorphisation, etc., sur les
caractéristiques électriques bas niveau en particulier lors d’une réduction en taille, ¢’est-a-dire
lorsque les effets de surface deviennent prépondérants. Cette étude a été¢ développée dans le
cadre de la thése de Emeline Cocheteau'®. Les résultats qui en sont issus nous ont permis
d’obtenir des piézorésistances ultra-minces (<100 nm) présentant d’excellentes propriétés
¢lectriques et des niveaux de bruit extrémement faibles tout a fait comparables a ceux obtenus
dans la littérature. L’ensemble de ces travaux a été a permis de débuter une étude tres
fructueuse concernant la conception et la réalisation de peignes de microleviers piézorésistifs
pour des applications de type microscopie a force atomique et pour 1’¢élaboration de biopuces
que nous présenterons dans la partie « Applications ».

' Emeline Cocheteau « Conception, réalisation et caractérisation de piézorésistances ultraminces pour des
applications microsystéemes», INSA Toulouse, le 18 mars 2002
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II1. Quelques applications

Nous allons aborder dans cette partie quelques applications que nous avons mises en
oeuvre dans le cadre de nos travaux. Toutes ces applications ont été développées en exploitant
au mieux les résultats issus de nos études théoriques et expérimentales menées au préalable sur
des structures tests.

II1.1. Connectique électrique, optique et mécanique

ITILI.1.1. Caractérisation électrique de nanodispositifs a I’aide d’un
microtesteur sous pointes

Nous sommes consacrés a la fabrication de deux générations de puces comprenant un
réseau de microleviers métalliques de dimensions trés faibles ainsi qu’a leur intégration dans
un dispositif expérimental spécifique afin de mettre en ceuvre un nouveau concept de testeur
dédié a la caractérisation électrique de nanocomposants.

Nous avons développé des procédés de fabrication de réseaux de microleviers en Au,
de largeurs respectivement égales a 20 um et 2 um. La fabrication des microleviers de largeur
¢gale a 20 um a servi essenticllement a la validation de I’approche technologique choisie.
Cette méme approche a été utilisée pour la fabrication des microleviers « 2 pm» qui s’est
avérée néanmoins tres délicate étant donné la réduction importante de leurs dimensions et de
I’espacement inter-microleviers, égal a 4 pum. L’assemblage des puces comprenant les
microleviers « 2 um » sur des circuits imprimés spécifiques et I’insertion de ces derniers dans
un dispositif expérimental original obtenu a partir d’un AFM commercial reconfiguré (cf. Fig

12 et Fig. 13).

CAmEra

sntiee § téte AFM
R

cirant - échantillon

mmprimeé

suppert

table de puce avee bras de leviers
nanopos fionnement

(@) (b)

Fig. 12 : (a) Photographie du montage expérimental de caractérisation électrique de nano-
composants. La téte de I’AFM n’est pas engagée sur la surface pour une meilleure vue de
[’ensemble ; (b) Schéma obtenu par CAO du porte-échantillon modifié et du support de la puce
comprenant les microleviers : A - le dispositif de déplacement de [’ensemble en x, y par deux
moteurs pas a pas,; B - un systeme d’approche grossiere réalisé a partir de 3 platines
Microcontrole®™ ; C - un élément rotatif Microcontrole® pour aligner les outils sur
’échantillon ; D - une table de nanopositionnement Queensgate” permettant des déplacements
en x, vy et z de 100um, 100 um et 15 um respectivement, avec une précision sub-
nanométrique ; E — le support des microleviers ; F — la puce supportant les microleviers
métalliques ; G — [’échantillon sur lequel sont lithographiés les nanocomposants a contacter.
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Fig. 13 : (A) Image d’un peigne de microleviers métalliques « 2 um » obtenue par microscopie
électronique a balayage; (B) Image en microscopie optique d’un nanocircuit contacté par
quatre microleviers métalliques (a gauche) et imagé par le microlevier de I’AFM (a droite).

Nous retiendrons les avantages spécifiques a 1’utilisation pour la caractérisation
¢lectrique de nanocomposants de ce type de microtesteur, dont la faisabilité et la fiabilité¢ ont
¢été prouvées ici :

- contrdle précis du positionnement et de la force d’appui des microleviers par rapport a la
structure testée, grace a la table de nanopositionnement intégrée dans la nouvelle
configuration de I’AFM ;

- possibilit¢ d’imager la structure testée en méme temps que la réalisation de sa
caractérisation ¢électrique ;

- trés faibles dimensions des microleviers, ce qui permet d’envisager des niveaux
d’intégration importants des nanostructures a caractériser.

Ce dernier avantage a permis, par exemple, la caractérisation individuelle de 100
nanojonctions fabriquées sur une surface de 1 mm®. Cette capacité d’intégration sera suffisante
pour la caractérisation statistique future d’un dépot de molécules. En particulier, cette
approche a ¢été utilisée avec succes pour la caractérisation €lectrique de nanotubes de carbone
(cf. Fig.14).

Une amélioration cruciale du micro-testeur que nous avons proposé ici pour réduire les
courants de fuite, consiste a passiver la surface de la puce comprenant le réseau de
microleviers. D’autre part, la réalisation des mesures électriques sous atmosphere controlée
devrait permettre de réduire de facon importante le bruit provenant d’agents contaminants
ambiants dont ’influence peut étre sensiblement significative par rapport a I’échelle et la

nature des nano-composants sous test.
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Fig. 14 : Image obtenue par microscopie a force atomique de nanotubes de carbone
positionnés sur des nanoélectrodes (a gauche) ; Mesures électriques obtenues avec le micro-
testeur sous pointe constitué d’'un peigne de microleviers métalliques de 2 um.

III.1.2. Connexion optique dans le champ proche avec des
microleviers en nitrure de silicium

Dans le méme esprit que pour le microtesteur sous pointe, une étude concernant la
connexion optique dans le champ proche en utilisant des mciroleviers en nitrure de silicium a
¢été développée en collaboration avec le Centre d'Electronique et de Micro-optoélectronique de
Montpellier. Cette étude trés prometteuse a fait 1’objet d’une partie de la thése de Benoit
Belier'’ et a été publiée dans Applied Physics Letters et le Journal of Microscopy (cf. § IIL3).
Elle ouvre des voies trés intéressantes pour des mesures de fluorescence avec des résolutions
submicroniques notamment pour des applications dans le domaine des biopuces. Cette étude
n’a malheureusement pas été poursuivie apres la fin de la thése de Benoit Belier mais elle reste
d’actualité de par sa pertinence pour les nombreux domaines ou se posent les problématiques
de connectique optique a des échelles sub-longueur d’onde.

II1.1.3. Microviscosimeétre

Comme nous avons pu le constater en effectuant un état de I’art dans le domaine de la
viscosimétrie, 1’ensemble des viscosimétres rencontrés dans la littérature nécessite des
volumes de liquide supérieurs au millilitre. Par conséquent, ces appareils sont inadaptés au
domaine de la micro-fluidique ou les volumes de liquide en écoulement dans des réseaux de
canaux de dimensions micrométriques ne dépassent pas le micro-litre, voire le nano-litre, d’ou
la nécessité du développement d’outils d’investigation réduits a cette échelle.

C’est la raison pour laquelle nous avons développé un micro-viscosimétre a partie
mécanique active de type microlevier parfaitement adapté a la mesure de viscosité dans des
volumes de 1’ordre du microlitre. A partir du décalage entre les valeurs des fréquences de
résonance des microleviers dans un liquide et les fréquences de résonance des mémes
microleviers dans I’air, on remonte a la valeur de la viscosit¢é du liquide analysé par
I’intermédiaire de modeles théoriques issus de la littérature.

17 Benoit Bélier "Développement de micro-leviers d fonctions optiques intégrées pour la microscopie a effet
tunnel photonique et la microconnexion optique", Université de Montpellier, 3 décembre 1999.
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Le dispositif expérimental utilis€ pour I’investigation de la réponse dynamique des
microleviers en vibration dans différents liquides n’est autre que celui que nous avons
développé pour la caractérisation mécanique de microstructures. Le principe de la procédure
expérimentale mise en ceuvre est illustré Fig. 15.

Diode laser Photodétecteur

Werre horosiicate . _
Eéservoir

Transducteur piézo-électrique Echantillon

Fig. 15 : Principe de fonctionnement du micro-viscosimeétre : le réservoir en Si est posé sur le
transducteur piézo-électrique externe. Une polarisation alternative de ce dernier provoquera
la vibration de [’ensemble réservoir - réseau de microleviers.

Au cours des mesures, des micro-viscosimetres remplis respectivement avec de ’eau
désionisée, de 1’éthanol ultrapur (Merck, 983) et de I’huile silicone (Rhodorsil, 47V50) se
succéderont sur le transducteur piézo-¢électrique. Le verre borosilicate ultra-mince (0,1 pm) est
placé sur la surface du liquide pour éviter la formation d’ondes de surface qui peuvent
perturber la réflexion du faisceau laser utilisé pour la mesure de la réponse dynamique des
microleviers.

Nous avons ainsi pu étudier expérimentalement la réponse dynamique des microleviers
en vibration dans différents fluides. Dans un premier temps, les fréquences de résonance des
microleviers dans ’eau désionisée ont ét¢é mesurées et sont en bon accord avec les valeurs
théoriques obtenues en utilisant le modéle développé par ’équipe de J. Sader.'®

Par la suite, les valeurs mesurées des fréquences de résonance pour des microleviers en
vibration dans 1’éthanol ont permis, par I’intermédiaire du modéle théorique cité ci-dessus, de
déduire la valeur de la viscosité dynamique de ce liquide. Cette derniere s’est avérée étre en
bon accord avec la valeur spécifiée par le fabricant (cf. Fig 16). Ainsi, il a ét¢é montré que le
modele de Sader, associé au micro-viscosimetre développé, peut étre utilisé en tant que
méthode de mesure de la viscosité de liquides de trés faible volume.

'8 J. E. Sader, “Frequency response of cantilever beams immersed in viscous fluids with applications to the
atomic force microscope », J. Appl. Phys. 84, 64 (1998) et J. W. M. Chon, P. Mulvaney, and J. E. Sader,
“Experimental validation of theoretical models for the frequency response of atomic force microscope cantilever
beams immersed in fluids », J. Appl. Phys. 87, 3978 (2000).
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Fig. 16 : Viscosité expérimentale de I’éthanol obtenue en utilisant le modele de Sader en
fonction de la fréequence de résonance pour les deux premiers modes de résonance des
microleviers bicouches en SiO,—Au. La superposition des valeurs observée au voisinage de
25kHz est due a l’équivalence entre la fréquence fondamentale mesurée pour le microlevier de
100 pm de long ( f,,00,m = 26kHz) et la fréquence de résonance du deuxieme mode mesurée

pour le microlevier de 250 um de long ( f5 550, = 26,3kHz ).

Enfin, les limites de I’application du mod¢le théorique ont été discutées a partir de
I’analyse de la réponse dynamique des microleviers composites en vibration dans 1’huile
silicone. Il est apparu en effet que dans le cas de liquides a viscosité dynamique importante, les
microleviers en SiO, —Au fabriqués ne présentent pas une réponse dynamique aisément
exploitable. Par conséquent, afin de minimiser les effets dissipatifs, d’autres dimensions et/ou
géométries de microleviers devront étre envisagées.

Ces limitations sont également en partie liées au fait que nous avons utilisé une
excitation piézoélectrique externe. Le recours a une mesure a partir de bruit thermomécanique
sans excitation externe peut s’avérer plus intéressant. Cette approche a également permis
d’obtenir des spectres de résonance de microleviers immergés dans des solutions contenant des
produits de PCR (Polymerase Chain Reaction) plus précisément des oligonucléotides de
longueurs variables.

Cette application est trés intéressante pour le domaine de la micro-fluidique, d’autant
plus que le volume de liquide mesuré peut étre facilement réduit par un, voire deux ordres de
grandeur, en diminuant les dimensions du réservoir et de la puce-hote du réseau de
microleviers. De plus, comme nous le verrons dans la partie suivante consacrée aux biopuces
et aux biocapteurs, les mesures peuvent étre effectuées dans des liquides opaques en intégrant
les fonctions d’excitation (en utilisant des couches minces piézo-¢lectriques) et de détection
(en utilisant des couches minces piézorésistives).
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L’intégration de 1’excitation permettrait en outre de s’affranchir de la génération d’ondes
acoustiques de fortes amplitudes qui parasitent le signal utile. Comme nous 1’avons vu dans la
partie dédiée a la caractérisation de membranes piézoélectriques, 1’efficacité d’actionnement
serait également treés sensiblement augmentée en ayant recours a cette technique. De plus, en
travaillant hors résonance, la mesure de I’amplitude de vibration en fonction de I’amplitude et
de la fréquence de la polarisation appliquée permettrait d’étudier de maniére rigoureuse les
phénomenes dissipatifs.

II1.2. Biopuces et biocapteurs

II1.2.1. Résonateurs mécaniques de type pont ou poutre : effet induit
par D’adsorption de nanoparticules d’or sur les propriétés
mécaniques en régime dynamique

Avant d’aborder véritablement le domaine des biopuces et des biocapteurs, nous allons
présenter succinctement plusieurs études menées par Daisuke Saya, chercheur associé¢ au
LAAS depuis Avril 2002, qui a effectué un travail remarquable sur plusieurs thématiques
développées au sein de notre équipe. En particulier, il a consacré une étude a I’utilisation de
microrésonateurs de type poutre ou pont en nitrure de silicium pour la détection de
nanoparticules d’or aprés adsorption sur la surface (cf. Fig. 17). Il s’agissait de déterminer via
la variation de la fréquence de résonance de ces microstructures la sensibilité en masse de ces
résonateurs pour des applications potentielles en tant que capteurs chimiques ou biochimiques.
L’utilisation de nanoparticules métalliques présente plusieurs avantages. D’une part, le
phénomene d’adsorption est ici trés prononcé du fait la masse ajoutée par les nanoparticules ce
qui génére des variations de propriétés mécaniques plus marquées et donc plus facilement
mesurables. D’autre part, il est relativement aisé, en comptant le nombre de nanoparticules
adsorbées sur la surface a 1’aide d’un microscope électronique a balayage par exemple, de
déterminer avec une faible marge d’erreur, la masse réelle ajoutée sur la surface du
nanorésonateur (cf. Fig. 18). Ceci est en effet possible dans la mesure ou le phénomene
d’adsorption est irréversible (ce qui est notre cas puisque des traitements de surface spécifiques
permettent d’obtenir des interactions €lectrostatiques fortes entre les nanoparticules d’or et la
surface du résonateur). Ainsi, il est devient envisageable d’effectuer des corrélations directes
entre la masse ajoutée et la variation de la fréquence de résonance du résonateur avant et apres

adsorption des nanoparticules.
1 |
J i y |

Fig. 17 : Résonateurs mécaniques de type poutre et pont dédiés a [’étude de |’effet induit par
[’adsorption de nanoparticules d’or sur les propriétés mécaniques en régime dynamique.

64



BEEl  ZeKy 3,606 188nn W11

Fig. 18 : Nanoparticules d’or de 40 nm de diametre adsorbées sur la surface d’'un résonateur.

En comparant les mesures expérimentales avec les résultats obtenus a partir de modeles
analytiques simples (oscillateur harmonique), cette étude nous a permis de tirer les conclusions
suivantes :

- Dans les conditions expérimentales dans lesquelles ont été effectuées les mesures, il
apparait que seul I’effet de masse ajoutée a une influence significative sur les fréquences de
résonance de poutres et des ponts. Les effets de changement raideur ou de contrainte, en
particulier pour les ponts, peuvent étre considérés comme négligeable par rapport a ’effet de
masse ajoutée.

- Les modes supérieurs de résonance doivent étre privilégiés pour la détection car ils
permettent d’augmenter fortement la sensibilité du résonateur du fait de I’augmentation de la
fréquence de résonance (cf. Fig. 19). Il est en outre plus judicieux d’utiliser des ponts
contraints en tension dont les fréquences de résonance sont plus €élevées que pour un pont non
contraint.

- Comme le prévoit la théorie, une réduction en taille s’aveére particulieérement pertinente
pour augmenter la sensibilité¢ du résonateur.

Des sensibilités de 1’ordre de 20 Hz/pg ont été ainsi obtenues avec une densité
minimale détectable de 2.6 x 107 nanoparticules/um® pour le second mode de résonance de
ponts en nitrure contraints en tension.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont extrémement encourageants. En
particulier, I’utilisation de nanoparticules s’est avérée tout a fait pertinente pour mener a bien
notre étude et elle est en outre parfaitement compatible avec des protocoles développés en
biochimie et en biologie dans la mesure ou de telles nanoparticules sont couramment utilisées
comme marqueurs, leur surface ayant été préalablement fonctionnalisée avec des biomolécules
(oligonucléotides, peptides, protéines...). Il est ainsi envisageable de concevoir une véritable
biopuce pour des tests de type diagnostic dans la mesure ou la surface d’un ensemble de
leviers aura été fonctionnalisée avec différentes biomolécules.

Pour obtenir des résultats plus pertinents d’un point de vue biochimique et biologique, il
est primordial de pouvoir accéder a des constantes d’association et de dissociation et d’estimer
des cinétiques de réaction. De cette facon, il est possible de s’affranchir des artefacts de
mesure en ayant accés a des signatures caractéristiques correspondant a des interactions
biospécifiques connues. Il est possible d’obtenir de telles cinétiques en effectuant un ensemble
de tests a des concentrations et des temps d’incubation différents, les mesures s’effectuant
toujours a sec. Cette approche demeure assez lourde a mettre en ceuvre et il est donc plus direct
de faire des mesures in situ (en milieu liquide) en temps réel mais cela suppose que I’on puisse
mettre le résonateur en oscillation en milieu liquide. C’est la raison pour laquelle nous avons
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poursuivi cette étude en utilisant des résonateurs mécaniques de type membrane
actionnement piézoélectrique intégreé.
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Fig. 19 : Glissement de la fréequence de résonance pour les trois premiers modes de vibration
de microleviers en nitrure de silicium induit par [’adsorption de nanoparticules d’or.

I11.2.2. Utilisation de résonateurs piézoélectriques en milieu liquide :
application a la détection de I’adsorption de nanoparticules d’or a
une interface liquide/solide

Dans le cadre de cette ¢tude, nous avons tout d’abord mis au point un protocole de
fonctionnalisation de surface sur oxyde de silicium. Nous avons également congu un systéme
complet comprenant : la puce avec les membranes, une cellule fluidique et un contréle de
température. Sur la base d’une étude concernant 1’adsorption de nanoparticules d’or sur des
membranes résonantes, nous avons ensuite déterminé la sensibilité de notre systéme que nous
avons comparée a des résultats expérimentaux. Enfin, pour véritablement aborder le domaine
des biopuces, nous devions associer a notre biocapteur un systeme de dépdt dédié permettant
de fonctionnaliser individuellement chaque membrane de notre puce. Ce systeme, en cours de
développement, sera décrit dans la derniére partie de ce paragraphe.

a. Fonctionnalisation de surface
Les colloides d’or en solution que nous avons utilisés sont des sphéres dont la surface
est chargée négativement. La suspension de ces colloides dans le liquide est assurée par les

répulsions électrostatiques via des radicaux citrates. Si nous voulons que ces colloides
s’adsorbent a la surface des membranes, il est nécessaire qu’elle soit chargée positivement.
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Pour cela, nous avons utilisé¢ des amino-silanes dont la fonction silane va se fixer sur 1’oxyde
de silicium et la fonction amine va se protoner sous I’effet d’un pH acide. Cependant, nous
verrons qu’il faudra trouver un compromis dans le pH pour éviter qu’a pH trop faible, par
I’écrantage des charges des colloides par les ions H;0", les colloides ne s’agrégent entre eux.
Un silane a pour formulation R-Si(OMe); ou R est le groupement qui va donner la
fonctionnalisation a la puce. Dans notre cas R sera un groupement a terminaison amine NH,
(cf. Fig. 20).
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Fig. 20 : Principe de détection de [’adsorption de nanoparticules d’or chargées négativement
sur membranes piézoélectriques dont la surface a subi un traitement de surface amino-silane
dont la charge est positive a pH inférieur a 7.

b. Préparation de la puce

Une fois que la puce est fonctionnalisée par une couche amine, on passe a I’étape du
microcablage. Cette étape consiste a relier par soudure de fils les électrodes qui serviront a
polariser les membranes piézoélectriques via les broches du support TOS. Aprées cette étape, il
faut terminer cette préparation par une enduction de gel de silicone biocompatible. Cette
derniére étape va permettre d’isoler toutes les électrodes entre elles, en enrobant de silicone a
la fois les fils de cablage et les plots de contact de la puce et du boitier. Ceci est impératif car
en milieu liquide, sans cette isolation électrique assurée par le gel de silicone, il pourrait y
avoir apparition de phénomenes d’électrolyse sous certaines conditions de polarisation.

La mesure de cinétiques de réactions chimiques ou biologiques impose de pouvoir
travailler en milieu liquide et surtout de parfaitement controler les flux avec lesquels les
solutions sont injectées dans la cellule liquide. Les boitiers standard utilisés pour les
composants €lectroniques ne permettent pas d’assurer cette fonction. Une cellule a été congue
spécialement pour permettre d’immerger les structures dans un liquide. Grace a cette cellule, il
est possible de faire circuler un liquide par I’intermédiaire des deux canules métalliques sur
lesquels on peut glisser des tuyaux flexibles (cf. Fig. 21). Une régulation de la température est
¢galement assurée par un module Peltier associé a un systéme électronique de contre-réaction.
Ce controle de la température est extrémement important car la moindre variation de
température peut induire des variations de fréquence de résonance non négligeables qui
viendraient perturber la mesure. Il est toutefois possible de s’affranchir de ce genre de
variation en effectuant des mesures en différentiel avec une membrane témoin servant de
référence sans étre en contact avec la solution contenant les nanoparticules.
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Dans un premier temps, lors des procédures expérimentales préliminaires, nous n’avons
pas utilisé ce circuit fluidique, la cellule jouant plutdt le role de réservoir hermétiquement
fermé. Ce n’est que dans le cadre d’études ultérieures qu’un systéme microfluidique sera
associ¢ a cette cellule fluidique pour des études relatives a la détermination de constantes
d’association et de dissociation.

Fig.21 : Membranes piézoélectriques montées sur support TOS, les fils de connexions
électriques ont été passivées par un gel silicone. Cellule fluidique dans laquelle sont
positionnées les membranes piézoélectriques pour la mesure en milieu liquide avec régulation
de température par effet Peltier intégrant un boitier TOS.

c. Résultats expérimentaux et théoriques : cinétiques d’adsorption et
sensibilité

Les fréquences de résonance des membranes a actionnement piézoélectrique sont
mesurées en utilisant un banc optique externe de déflexion de faisceau laser et la détection
synchrone dans une configuration comparable a celle d’un microscope a force atomique. Le
glissement de la fréquence de résonance des membranes piézoélectriques a été corrélé avec la
densité de colloides d’or adsorbés sur la surface en fonction du temps d’incubation obtenue par
comptage grace au microscope a balayage (cf. Fig. 22).

Une sensibilité expérimentale de 2,01 Hz/pg a été obtenue, elle est comparable a la
sensibilité théorique de 1,24 Hz/pg.

Les dernieres améliorations de ce systéme ont consist¢ a utiliser la couche
piézoélectrique non seulement pour 1’actionnement mais également pour la détection. Ceci
nous a permis de nous affranchir de la détection optique externe en déflexion tres
contraignante pour des applications de type biocapteur. Des études sont en cours pour
optimiser cette approche.

De maniére plus générale, quel que soit le type de résonateur utilisé (poutre, pont ou

membrane) intégrant ou non des fonctions d’actionnement et de détection, I'utilisation d’une
¢lectronique de contre-réaction positive pour augmenter le facteur de qualité est actuellement a
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I’étude notamment dans le cadre d’une étude avec 1’équipe de Jérdme Juillard du Département
Traitement du Signal et Systémes Electroniques de Supélec.
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Fig. 22 : Variation de la fréquence de résonance de membranes piézoélectriques immergées
dans une solution contenant des nanoparticules d’or en suspension en fonction du temps
d’incubation (image de gauche) ; Nanoparticules d’or observées par MEB sur la surface de la
membrane apres différents temps d’incubation (image de droite).

Toutes ces études ont fait 1’objet de nombreuses publications internationales et du
dépot de brevet avec extensions internationales (cf.§ I11.3)

I11.2.3. Fabrication de biopuces en utilisant des microleviers : étapes
préliminaires en vue de la conception de nanobiopuces [Thése Pascal
Belaubre]

Dans cette partie « Biopuces, Biocapteurs », nous n’avons présenté jusqu’a présent que
I’aspect détection. Si nous voulons véritablement parler de biopuces, il est primordial de
pouvoir structurer la surface d’un échantillon avec des biomolécules présentant des propriétés
différentes. Cette structuration en zones régulierement espacées et bien définies est obtenue
dans notre cas grace a I’utilisation de microleviers en silicium qui permettent de déposer des
produits biologiques par contact direct entre la pointe du microlevier et la surface.

Il s’agit d’une approche originale méme si a premiere vue elle peut s’apparenter a la
technique « Dip-pen » que nous avons présentée dans la premiére partic de ce mémoire.
L’originalité de notre approche consiste a accroitre les propriétés de mouillabilité de la surface
des microleviers grace a I’utilisation d’un champ électrique qui génére des phénomenes
d’¢lectromouillage ou de diélectrophorése. En effet, devant les difficultés rencontrées pour
remplir les canaux et réservoirs de ces leviers a des échelles fortement réduites, et plus
particulierement dans des géométries confinées, nous avons rajouté des électrodes le long du
canal qui nous permettent de contrdler activement la mouillabilité, la tension de surface de nos
leviers, et donc le caractere hydrophile ou hydrophobe de la surface.

a. Technologie de fabrication et plateforme expérimentale

Des technologies de fabrication conventionnelles ont été utilisées pour fabriquer les
microleviers. Le procédé de fabrication est schématisé¢ sur la Fig. 23, il est en tout point
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comparable a ceux que nous avons développés dans le cadre d’autres études décrites
précédemment.
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Fig. 2.3 : Descriprion des différentes configurations concernant les microleviers contenant les
résarvoirs

Fig. 23 : Description des différentes configurations pour les microleviers utilisés pour le
dépot.

La plate-forme expérimentale inclut non seulement les éléments nécessaires a la
réalisation des dépdts de sondes — une table de positionnement XYZ, un systeme de controle
visuel par caméra et les microleviers — mais également les dispositifs qui nous permettent de
vérifier la cohérence et le bon fonctionnement de ces expérimentations, c’est-a-dire un systéme
de visualisation a posteriori. Dans notre cas, il s’agira de mesure en fluorescence (microscope
optique et scanner), d’autres techniques de visualisation seront envisagées par la suite lorsque
des dépdts de nanoparticules seront effectués (microscopie a balayage, microscopie a force
atomique). Trois principales caractéristiques ont guidé nos recherches et nos choix relatifs a
cette plateforme expérimentale afin de réaliser ces travaux — précision, vitesse, degré de
liberté du systeme.

b. Résultats expérimentaux

Ce systeme complet nous a permis de déposer de maniére automatisée (sous forme de
matrice le plus souvent) des solutions plus ou moins visqueuses contenant des biomolécules
(brins d’ADN, produits de PCR, protéines. . .) ou encore des nanoparticules sur des surfaces
telles que du verre, du silicium, de l'or... (cf. Fig 24). Une procédure de nettoyage des
microleviers a été optimisée ce qui permet de déposer des solutions différentes de
biomolécules en utilisant les mémes microleviers en s’affranchissant des problemes de
contamination croisée (cf. Fig. 25). Nous avons également étudi¢ I’influence de la capillarité et
de la diffusion lors de la formation des gouttes sur des surfaces hydrophiles ou hydrophobes.

Cette approche a été également utilisée avec succes pour le dépot de nanoparticules en
latex dont la surface a été fonctionnalisée a I’aide de polymeres (cf. Fig 26).
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Ce méme systeme peut étre également utilisé pour effectuer des dépdts sans contact par
effet de champ (Technique type Electrospray). Toutes ces études ont fait ’objet d’un dépot de
brevet (cf. § I11.3).

Fig.24 : Systeme de dépot a base de microleviers en silicium pour la fabrication de biopuces
(image de gauche). Matrice de spots de 10 um de diamétre obtenue avec ces microleviers
(image de droite).

Fig. 25 : Spots de protéines fluorescentes obtenus avec un systeme de dépot par contact
a base de microleviers en silicium (image de gauche). Etude de la contamination croisée
(image de droite) a) Procédure de nettoyage optimisée ; b) sans procédure de nettoyage.

@68 18KV  %7,800  1vm WD1 geea  SKU #3350 188Fn WD 7

Fig. 26 : Dépot de nanoparticules a l’aide de microleviers
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Les travaux menés dans le cadre de cette étude ont permis de montrer 1I’importance du
contrdle de la force d’appui et du temps de contact entre le microlevier et la surface sur
laquelle s’effectue le dépot. L’utilisation de microleviers piézorésistifs apparait donc comme
étant une solution envisageable pour controler trés finement ces deux parametres.
L’optimisation de la géométrie des électrodes est également a 1’étude actuellement pour
réduire les tensions appliquées et accroitre 1’efficacité de chargement en géométrie confinée.

c. Vers un systtme complet: ¢électronique rapprochée et
problématiques d’interfagage

Dans le but d’optimiser le systéme de dépot, une électronique de mesure rapprochée pour
microleviers piézorésistifs a été congue et implémentée dans le cadre de la thése CNAM de
Fabrice Matthieu du service Instrumentation et Informatique du LAAS (cf. Fig. 27 et 28). Elle
permet une lecture multiplexée de peigne de microleviers avec une bande passante supérieure
au MHz et une résolution de quelques nanomeétres. Le systéme complet (plateforme,
microleviers piézorésistifs, et électronique rapprochée) est actuellement en cours de
développement pour réduire les dimensions des spots vers des tailles submicroniques (volume
déposé de I’ordre du femtolitre) notamment pour le contrdle de 1’assiette et de la force et du
temps de contact lors du dépot (cf. Fig.29). Toute cette étude est développée dans le cadre du
projet intégré européen NAPA.

Scanniflg  —

- cantilevers
.

Fig. 27 : Peigne de microleviers piézorésistifs
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Fig. 29 : Contrdle de [’assiette et du temps de contact a [’aide de microleviers piézorésistifs
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I11.2.4. Vers une véritable biopuce : dépot et détection

Tous les ¢léments sont maintenant réunis pour concevoir de véritables biopuces de
nouvelles générations dont le principe de fonctionnement repose exclusivement sur
I’utilisation de micro et nanosystémes mécaniques. Nous développons actuellement un systéme
complet permettant de fonctionnaliser avec une résolution submicronique la surface d’une
puce comprenant des micro et nanorésonateurs mécaniques (cf. Fig. 30). Ces résonateurs
seront ensuite intégrés dans un circuit microfluidique dédié pour une lecture multiplexée de la
réponse de chacun d’eux.

Fig. 30 : Fonctionnalisation de la surface de micromembranes piézoélectriques a l’aide de
microleviers de dépot.

II1.3. Publications marquantes concernant les aspects
applications

- T. Ondarguhu, L. Nicu, S. Cholet, C. Bergaud, S. Gerder, C. Joachim, "4 metallic
microcantilever probes array incorporated in an atomic force microscope", Review of
Scientific Instruments 71 (5), pp. 2087-2093, 2000.

- C. Bergaud, L. Nicu, «Viscosity measurements based on experimental investigations of
composite cantilever beam eigenfrequencies in viscous media", Review of Scientific
Instruments, 71 (6), pp. 2487-2791, 2000.
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- B. Belier, A. Santoso, J. Bonnafe, L. Nicu, P. Temple-Boyer, C. Bergaud, “Micro-
optomechanical sensor for optical connection in the near field’, Applied Physics Letters, vol.
77,12, pp.1768-1770, 2000.

- P. Gall-Borrut, B. Belier, P. Falgayrettes, M. Castagne, C. Bergaud, P. Temple-Boyer “Silicon
technology-based micro-systems for atomic force microscopy/photon scanning tunneling
microscopy”, Journal of Microscopy, volume 202 (1), pp. 34-38, 2001.

- P. Belaubre, M. Guirardel, G. Garcia, V. Leberre, A. Dagkessamanskaia, E. Trévisiol, J.M.
Frangois, J.B. Pourciel, C. Bergaud, “Silicon-based microcantilevers for multiple biological

sample deposition”, 12th International Conference on Solid-State Sensors, Actuators and
Microsystems, TRANSDUCERS 2003, Boston, 8-12 June 2003, Vol.2, pp.1816-1819. Oral.

- P. Belaubre, M. Guirardel, G. Garcia, V. Leberre, A. Dagkessamanskaia, E. Trévisiol, J.M.
Francois, J.B. Pourciel, C. Bergaud, “Fabrication of biological microarrays using
microcantilevers”, Applied Physics Letters, vol. 82(18), 3122-3124 (2003). Cité dans le Virtual
Journal of Biological Physics Research, 1 May, 2003.

- P. Belaubre, M. Guirardel, V. Leberre, J.B. Pourciel, C. Bergaud, “Cantilever-based
microsystem for contact and non-contact deposition of picoliter biological samples”, Sensors
and Actuators A: Physical, Volume 110, Issues 1-3, pp 130-135, 2004.

- M. Guirardel, L. Nicu, D. Saya, S. Hinh, J. Sicard, D. Lagrange, F. Mathieu, E. Cattan, D.
Remiens, C. Bergaud, “On-chip self-sensing function of 4x4 matrix micromachined resonating
piezoelectric membranes for mass detection applications”, 2004 IEEE International Ultrasonics,

Ferroelectrics and Frequency Control 50 Anniversary Joint Conference, Montréal, Canada, 24-
27 aott 2004. Oral.

- D. Saya, L. Nicu, M. Guirardel, C. Bergaud, “Mechanical effect of gold nanoparticles labeling
used for biochemical sensor applications: A multimode analysis by means of SiNx
micromechanical cantilever and bridge mass detectors”, Review Scientific Instruments, Vol.
75(9), 3010-3015, 2004. Cité dans le « Virtual Journal of Biological Physics Research » et dans
le « Virtual Journal of Nanoscale Science & Technology ».

- L. Nicu, M. Guirardel, F. Chambosse, P. Rougerie, S. Hinh, E. Trévisiol, E. Cattan, C.
Bergaud, “First steps towards a fully integrated electromechanically-based bioassay. detection
of streptavidin-gold nanoparticles interaction with biotinylated DNA by using micromachined
piezoelectric membranes”, Sensors and Actuators B : Chemical , accepté, 2004.

- C. Bergaud, P. Belaubre, M. Guirardel, B. Belier, J-B. Pourciel, « Systeme de dépot de solutions
biologiques avec ou sans contact pour la fabrication de biopuces », Brevet francais, demande
d’extensions internationales en cours.

- These de Liviu Nicu, « Etudes théoriques et expérimentales du comportement mécanique de
microstructures de type levier ou pont. Applications a la mesure de la viscosité de liquides et a
la caractérisation électrique de nanostructures », Université Paul Sabatier, Toulouse, 12

Octobre 2000.

- Theése BDI de Matthieu Guirardel « Conception, réalisation et caractérisation de biocapteurs
micromécaniques résonants en silicium avec actionnement piézoélectrique intégré : application
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a la détection de [’adsorption de nanoparticules d’or». Université Paul Sabatier, Toulouse, le 9
octobre 2003.

- These de Pascal Belaubre « Développement d’un systéeme de dépot a base de microleviers pour
la fabrication de biopuces de nouvelles générations », INSA Toulouse, 19 décembre 2003. 1"
prix INSA Transfert 2003. LAUREAT DU CONCOURS « LE MONDE », PRIX DE LA RECHERCHE
UNIVERSITAIRE, COLLECTION PARTAGE DU SAVOIR, MARS 2005.

Conclusion

Parmi I’ensemble des travaux qui sont synthétisés ici, les résultats les plus marquants
sont sans aucun doute ceux relatifs & mes travaux sur la conception de biopuces a ADN et
protéines de nouvelles générations qui constituent en quelque sorte I’aboutissement de
I’ensemble de mes travaux antéricurs. A elles seules, ces deux derniéres années, les études
ayant trait a cette thématique ont donné lieu a la publication de 7 articles dans des revues
internationales, 6 congres internationaux a comité de lecture et le dépot de deux brevets avec
extensions internationales.

Ces résultats reflétent assez bien 1’évolution de mes activités de recherche au cours de
ces dernicres années. IIs mettent en avant un renforcement des activités « Microtechnologies et
Microsystémes » pour la chimie et la biologie avec une tendance forte qui apparait
dorénavant : elle concerne, pour une grande partie de mes activités, la réduction en taille des
systémes étudiés en ayant recours aux derniers développements des nanotechnologies.

L’ensemble de tous mes travaux a donné lieu entre autres a 29 publications dans des
journaux a comité de lecture (Applied Physics Letters, Journal of Applied Physics, Review
of Scientific Instruments, Sensors and Actuators...), 39 publications dans des conférences a
comité de lecture (Eurosensors, Transducers, MEMS...), 7 publications dans des ouvrages
(Techniques de I’'Ingénieur, OFTA Editions Tec&Doc, Collection Hermes, Editions
Grasset...) et au dépot de 3 brevets avec extensions internationales.

Ces études sont (ou ont été¢) développées dans le cadre de 12 projets nationaux
(régions, CNRS, Ministere,...) dont le Génopole Toulouse Midi-Pyrénées et de deux projets
européens du 6™ PCRD (NAPA : projet intégré et NANO2LIFE : réseau d’excellence).
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I. PROSPECTIVE DE RECHERCHE

Ma prospective de recherche concerne la conception, la fabrication et la caractérisation
de micro et nanosystémes mécaniques en considérant plus particulierement les problématiques
afférentes a la réduction en taille et aux interfaces en vue de leur utilisation dans le domaine de
la chimie et de la biologie.

Toutes les études qui ont ét¢ menées jusqu’a présent et qui sont résumées dans la partie
« Travaux et Résultats » constituent une base solide pour aborder dans une certaine continuité
cette nouvelle prospective de recherche qui concerne les nanosystémes mécaniques en les
associant au domaine des nanobiotechnologies. Cependant, nous n’abandonnons pas 1’aspect
« Micro » qui reste particuliecrement pertinent en biologie cellulaire si on veut étudier des
phénoménes a ’échelle de la cellule et que nous pourrons privilégier pour des études de
phénomenes de mécano-transduction cellulaire par exemple. L’échelle micro peut s’avérer
¢galement incontournable ou du moins plus pertinente lorsque des volumes minimum sont
requis (c’est le cas de certains tests de diagnostic médical) ou encore lorsqu’on voudra
travailler a 1’équilibre thermodynamique pour la détermination de constantes d’association et
dissociation.

Ces activités de recherche s’articuleront donc autour de trois thématiques intimement
liées les unes aux autres :

1. les actionneurs et capteurs pour la chimie et la biologie qui constituera la
thématique la plus en phase avec mes activités précédentes et la plus applicative
dans ses retombées ; il s’agira d’optimiser un systéme complet comprenant une
partie fluidique, la connectique €lectrique et les différents étages électroniques
hybrides de commande et d’acquisition des signaux.

2. les nanosystémes électromécaniques pour des ¢études théoriques et
expérimentales plus amont concernant les effets de réduction en taille sur les
propriétés physiques en particulier sur les pertes énergétiques a caractere
extrinseque ou intrinseque; d’un point de vue technologique, un aspect
« nanofabrication » sera fortement privilégié.

3. et enfin les nanobiotechnologies ou matiéres organique (biomolécules) et
inorganique (nanoparticules) sont intimement associées; le recours a ces
technologies est particuliérement pertinent pour nos activités car la dimension des
objets concernés est en parfaite adéquation avec celle des nanosystémes
mécaniques que nous étudierons. Les différentes approches développées dans ce
cadre seront extrémement pertinentes pour valider les protocoles mis en ceuvre
dans la thématique 1.

L’ensemble de ces 3 thématiques converge vers un but ultime a long terme qui est
la compréhension des phénomenes physiques a 1’échelle de la molécule unique en
particulier pour le développement de capteurs pour la chimie et la biologie avec une
résolution et une sensibilité extrémes.
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I.1. Thématique I : actionneurs et capteurs pour la chimie et la
biologie

Il y a deux volets dans cette thématique. Le premier concerne les actionneurs pour la
fabrication de biopuces (ADN, protéines et cellules). Le second a trait aux capteurs pour la
détection d’interactions biomoléculaires spécifiques.

A) En ce qui concerne les actionneurs, nous poursuivrons notre étude concernant les
réseaux de microleviers qui ont été utilisés pour effectuer des dépdts de solution d’ADN par
contact en réduisant les volumes déposés (qui sont actuellement de 1’ordre du picolitre) vers le
femtolitre. Les techniques d’¢lectromouillage pour le remplissage des canaux intégrés sur les
microleviers doivent étre optimisées notamment le choix de la couche de passivation, la
géométrie et le positionnement des ¢lectrodes métalliques. D’autres approches sont également
a I’étude concernant la diélectrophorése positive et négative pour la capture de nano-objets
polarisables cellules par effet de champ. Des études ont été initiées dans ce sens et seront
développées avec le projet « Nanomatrices a peptides pour le diagnostic du diabete » dans le
cadre du programme de I’AC « Protéomique et génie des protéines » en collaboration avec le
Centre de Pharmacologie et Biotechnologie pour la Santé a Montpellier et le Laboratoire des
Processus Intégratifs Cellulaires et réseau Biosims, Faculté des Sciences de Rouen.

Il est important de souligner que cette étude fait €galement partie intégrante d’un
projet intégré européen, le projet NAPA retenu dans le cadre du 6" PCRD. Il correspond
au Workpackage « MEMS-based nanopatterning methods » et sera donc poursuivie avec de
nombreux partenaires européens (CSEM Neuchatel, EPFL. Lausanne, CNM Barcelone, IBM
Zurich).

Le dépot par effet de champ doit étre également optimisé. Un séjour de 2 mois début
2003 au RIKEN et a I’Université de Tokyo nous a permis d’optimiser une technique de
dépot par électrospray pour déposer des couches de protéines sur des microstructures en
silicium. Une étroite collaboration sur un projet similaire avec 1’équipe de T. Livache
Laboratoire chimie de la reconnaissance et d’étude des assemblages biologiques du CEA
a Grenoble est <¢galement en cours pour |'optimisation d’une technique
d’électropolymérisation qui devrait nous permettre de proposer un nouveau principe de
conception de biopuces. Grace a la combinaison de cette approche avec une nanostructuration
préalable de la surface de dépdt par nano-impression, il est envisageable de développer des
nanobiopuces avec des spots de quelques dizaines de nanométres de diameétre.

B) La deuxiéme application concerne le développement de capteurs pour la détection
d’interactions biomoléculaires spécifiques (ADN-ADN, ADN-protéines, récepteurs-ligands).
Les ¢études sur les technologies mises en ceuvre seront poursuivies (optimisation des procédés
de fabrication notamment) en mettant [’accent sur I’étude des phénomenes de fatigue et de
vieillissement de nos structures, 1’aspect systéme sera également privilégié (systéme
microfluidique associé, électronique hybride...) et les problématiques associées (boucle de
contre-réaction, bande-passante, dynamique de mesure, adaptation d’impédance...) pour des
applications de type biopuces et biocapteurs. L’aspect électronique sera développé en
collaboration avec 1’équipe de Jérome Juillard du Département Traitement du Signal et
Systémes Electroniques de Supélec.

Les collaborations avec les équipes de C. Amatore a ’ENS Paris, de MC Hennion a

I’ESPCI et de T. Coleman a Lyon dans le cadre de ’ACI « Capteur et nouvelles
méthodologies analytiques » et également de ’AC « Protéomique et génie des protéines »
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déja mentionnée dans la partie « actionneur » de ce paragraphe nous permettra d’optimiser les
réponses de nos capteurs en repoussant leurs limites de résolution et de sensibilité grace a des
¢tudes sur des cas réels. Il s’agira en particulier de développer un systéme parfaitement fiable
pour accéder a des cinétiques d’interactions et a la détermination de constantes d’association et
de dissociation. Ces résultats seront systématiquement comparés avec les résultats obtenus
avec le systeme « Biacore » (résonance de plasmons de surface) et avec le systeéme Qsense
(microbalance a quartz).

Ajoutons qu’une étude trés prometteuse est en cours sur I'utilisation de biomembranes
pour la détection de cations (ions Calcium, Potassium, Magnésium...) via la mesure du
glissement de la fréquence de résonance induit par les interactions des cations avec des sites
de reconnaissance dans la membrane en vibration. Cette étude pourra trés certainement nous
permettre de débuter une activité sur les mesures de type « Patch Clamp » en collaboration
avec des équipes travaillant dans ce domaine, nous pensons en particulier au laboratoire
Biopuces du CEA dirigé par F. Chatelain ou au laboratoire Biomis a PENS Cachan —
Antenne de Bretagne dirigé par B. Le Pioufle.

Soulignons que le transfert systématique de nos procédés de fabrication complet vers le
service technique de la salle blanche du LAAS déja initi¢ dans le cadre de nos activités sera
poursuivi, ces procédés de fabrication pourront étre développés dans le cadre de la plate-forme
technologique du LAAS en particulier par le biais du Réseau des grandes centrales
technologiques pour la Recherche Technologique de Base (RTB) lors de collaborations
scientifiques et techniques ou pour des transferts technologiques avec 1’extérieur par exemple
dans le cadre de la création de ’'ITAV (Institut des Technologies Avancées des Sciences du
Vivant ) ou dans le cadre de la création d’une start-up pour une valorisation.

I.2. Thématique II : nanosystémes électromécaniques

La premicre thématique concerne la conception de nanostructures 1D intégrant des
fonctions d’actionnement et de détection (piézorésistif et piézoélectrique). D’un point de vue
technologique, ce projet se situe a la frontiére entre les micro et nanotechnologies. Il s’agira
d’associer des techniques et technologies conventionnelles (lithographie par faisceau d’ions ou
d’¢électrons) et émergentes (nano-impression, technique Dip-pen, croissance VLS,
¢lectrodéposition) pour mener a bien ce projet.

Nous engagerons en particulier une étude de fond sur I’élaboration et la caractérisation
physique (mécanique, électrique, optique) de nanofils obtenus par différents procédés de
fabrication : croissance VLS, électrodéposition sur membrane poreuse (alumine par exemple).
L’auto-organisation de ces nanofils par rapport a des structures d’accueil prédéfinies sur le
substrat hote (électrodes métalliques par exemple) par diffusion simple ou diffusion-
convection sous flux hydrodynamique en milieu confiné sera également étudiée (canaux
microfluidiques), I’interaction nanofils-substrat étant assurée via des couches auto-assemblées
(interaction chimique et biochimique).

Une étude mécanique sera effectuée sur des nanostructures résonantes 1D n’intégrant
pas les fonctions d’actionnement et de détection, afin d’optimiser les conditions d’élaboration.
Le comportement mécanique de ces nanostructures sera étudié dans une enceinte a vide. Nous
nous focaliserons plus particuliérement sur la minimisation des pertes énergétiques
(amortissements interne et externe) pour obtenir des facteurs de qualité aussi ¢élevés que
possible. Nous ¢étudierons notamment les effets de traitements de surface (recuit thermique,
hydrogénation, rugosité, couches auto-assemblées...). Des études en milieu liquide seront
¢galement envisagées dans le cadre d’applications biocapteurs.
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En ce qui concerne I’intégration des fonctions d’actionnement et de détection, des
problématiques connues de la technologie CMOS ultime sont clairement identifiées pour cette
thématique : obtention de zones actives de dimensions nanométriques par exemple pour les
piézorésistances mais également en termes d’architecture. De maniére plus générale, nous nous
attacherons a étudier I’influence de la réduction en taille sur les propriétés physiques de
nanostructures 1D piézorésistifs et piézoélectriques (effets de surface en particulier).

Différentes techniques d’excitation devront étre envisagées (piézoélectriques,
¢lectrostatiques, photo-acoustiques). Enfin, une étude en milieu liquide sera également
développée pour des applications de type biocapteurs en tirant profit des résultats obtenus avec
les capteurs étudiés dans la thématique 1 notamment sur les cinétiques de réaction. D’autre
part, de tels nanosystémes pourront &tre mis a profit sous couvert de quelques modifications
dans la conception, pour la structuration de surface a une échelle submicronique en phase la
partie correspondante de la thématique 1.

Les collaborations dans le cadre de cette thématique seront poursuivies avec I’équipe
de A. Bosseboeuf (IEF Paris) pour I’aspect caractérisation mécanique. Des collaborations
avec les équipes travaillant dans le domaine des RF MEMS seront envisagées pour les
problémes associés au résonateurs hautes-fréquences, nous pensons en particulier a I’équipe
de L . Buchaillot a PIEMN a Lille.

Pour I’aspect nanofabrication, une collaboration initiée dans le cadre de mes activités
au LIMMS avec le KIMM Institute en Corée du Sud (nano-impression, technique Step and
Flash) sera poursuivie.

I.3. Thématiques III : nanobiotechnologies

L’utilisation de nanoparticules est extrémement avantageuse pour caractériser tres
finement la réponse d’un systeme mécanique (elle 1’est également pour d’autres types de
systémes) et pour contrdler a posteriori la qualit¢ du dépot effectu¢ dans le cadre de
nanostructuration de surface. Dans le cadre de cette thématique différents protocoles seront
optimisés pour des traitements de surface de capteurs et de nanoparticules que I’on pourra
utiliser avantageusement dans le cadre des thématiques 1 et 2. La caractérisation rigoureuse
des édifices biochimiques décrits précédemment est une étape clé car elle conditionne
I’optimisation des protocoles chimiques et biochimiques qui seront utilisés ultérieurement pour
la conception de biopuces (ADN, protéines, etc.). Pour ce faire, ces résultats seront
systématiquement comparés avec les résultats obtenus avec le systéme « Biacore » (résonance
de plasmons de surface) disponible sur la plate-forme Transcriptome Biopuces du
Génopole Toulouse Midi Pyrénées ou dans le laboratoire de Pharmacologie de Claude
Granier a Montpellier dans le cadre de ’AC « Protéomique et génie des protéines » et
avec le systeme Qsense (microbalance a quartz) du LAAS. La spectrophotométrie UV-visible
sera, quant a elle, utilisée afin d’optimiser les conditions de fonctionnalisation des surfaces de
colloides pour leur utilisation ultérieure.

Dans un autre registre, il sera intéressant de développer les techniques de
nanostructuration de surface (lithographie et croissance localisée) en utilisant des
nanoparticules. Dans ce cadre, une collaboration en cours avec I’équipe de F. Rossi a Ispra en
Italie dans le cadre du réseau d’excellence Nano2life sera poursuivie.

Je tirerai également profit de mon séjour de 2 ans au LIMMS/CNRS-IIS a
I’Université de Tokyo dans le laboratoire de Biophysique et de Biochimie du Professeur
Noji pour enrichir cette thématique avec de nouvelles approches qui concernent notamment
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I’utilisation de nanoparticules fluorescentes (molécules organiques ou inorganiques), de
quantum dots pour la caractérisation en température de nanofils résistifs en silicium
monocristallin ou encore 1’utilisation de ces nanofils pour des mesures de variations de
conductance induites par des interactions biospécifiques. Ces approches sont totalement
cohérentes avec les activités développées dans le groupe « Nano-adressage et
Nanobiotechnologies » du LAAS.

Plus généralement, les projets européens, NAPA et NANO2LIFE, retenus dans le
cadre du 6™ PCRD, sont parfaitement en phase avec I’ensemble des thématiques que nous
proposons et ils permettront de les enrichir sans aucun doute sur de nombreux points par le
biais de collaborations déja en cours ou a venir.

&3
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ANNEXE I

Techniques et technologies de fabrication de
nanodispositifs

La technologie silicium a toujours trouvé par le passé des solutions innovantes pour
poursuivre son développement en production de biens manufacturés. Pour dépasser la limite
prévisible en micro-électronique de 10" composants/cm® pour une DRAM silicium, il
importe aujourd'hui de poursuivre 1’exploration en fabrication et en production de nouvelles
pistes technologiques en particulier pour les nanosystémes. Des procédés de fabrication
doivent étre développés pour garantir une largeur de trait inférieure a 100 nm. Il est également
important de développer des technologies permettant d'atteindre ces densités d'intégration a
faible colit comparativement aux technologies conventionnelles méme si cet aspect revét une
importance relative lorsqu’on aborde le domaine de la chimie et de la biologie.

Parall¢lement a cette approche héritée de la micro-¢électronique qui consiste a améliorer
les techniques et technologies actuelles pour fabriquer et produire des dispositifs de tailles
submicrométriques avec une architecture traditionnelle comparables a celle des CMOS, des
techniques et technologies alternatives ont vu le jour. Les développements les concernant ont
souvent €té initiés par des chimistes ce qui est révélateur de I’importance de la chimie et en
particulier de la chimie de surface dans des domaines ou elle a longtemps été ignorée ; on
pense en particulier & Georges Whitesides de 1’Université Harvard'® pour la lithographie
douce et & Chad Mirkin de I’Université NorthWestern®® pour la « Dip-pen Nanolithography »,
deux techniques que nous allons présenter. Nous pourrions également citer un autre chimiste
Christof Niemeyer®' de 1’Université de Dortmund qui a développé de nombreuses études dans
le domaine des nanobiotechnologies et en particulier en utilisant des nanoparticules [1].

Ces approches sont cependant encore loin de satisfaire aux critéres de rendement et de
fiabilité de I’industrie et beaucoup de problémes se posent encore en termes de surfaces
traitées, de vitesse d’écriture, d’alignement entre niveaux successifs, etc. alors que les limites
de résolution n’apparaissent pas véritablement comme des verrous technologiques. En
revanche, leur utilisation dans le domaine de la chimie et de la biologie pour nanostructurer
des surfaces avec des biomolécules peut s’avérer extrémement pertinente dans bien des cas ;
leurs développements récents et a venir devraient les rendre rapidement incontournables en
chimie et en biologie.

Qu’en est-il des techniques de fabrication actuellement ? Pour répondre a cette
question, nous présentons Fig. 1 différents domaines, chacun d’eux étant associé a une
technique particuliére, reliant la taille des structures a la cadence pour les fabriquer. Deux
grands domaines se dégagent: I'un concerne I’écriture séquentielle, 1’autre 1’écriture
parallele.

L’écriture séquentielle englobe les techniques de microscopies de champ proche
(STM, AFM), les techniques de lithographie par faisceau d’ions ou faisceau d’électrons...
L’écriture parallele comprend la lithographie UV extréme (EUV), la lithographie par rayons

' http://gmwgroup.harvard.edu/domino/html/webpage/homepage2 .nsf
2 http://www.chem.northwestern.edu/~mkngrp/
*! http://www.chemie.uni-dortmund.de/groups/niemeyer/index.html
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X et plus récemment les techniques de nano-impression et de lithographie douce et les
techniques de lithographie en parallele dérivées de la microscopie a force atomique. Ce sont
des approches de type « top-down ». Parallélement, une autre tendance forte se dégage, de
type « bottom-up », elle concerne principalement la chimie, la biochimie et les techniques
d’auto-assemblage.

Cadence

N Ecriture séquentielle

Ecriture paralléle

.

1 cm?/jour

1 cm?/heure -

1 cm?/seconde

v

1 nm 10 nm 100 nm 1 pm

Taille des structures

Fig. 1: Les différentes techniques de nanofabrication

I. L'approche descendante (Top-Down)

Si les techniques de lithographie par faisceau d’électrons ou faisceau d’ions ont
I’avantage de permettre de s’affranchir de la limite de résolution optique qui impose une
dimension minimale de ’ordre de 100 nm, elle ne permettent pas actuellement de fabriquer
collectivement un ensemble de motifs. C’est la raison pour laquelle de nouvelles approches
ont été développées : les techniques de nano-impression et de lithographie douce et les
techniques de lithographies en paralléle dérivées de la microscopie a force atomique. Les
deux premicres constituent une voie assez prometteuse méme si une limite ultime de 1’ordre
de 10 nm semble difficilement franchissable [2]. La seconde doit permettre d’obtenir des
résolutions de 1’ordre du nanomeétre mais les vitesses d’écriture sont encore loin de rivaliser
avec les techniques de lithographies actuelles ce qui pour I’instant ne permet pas d’envisager
de production de masse. Ceci parait rédhibitoire pour la production (fabrication en masse) de
nanocomposants, en revanche nous verrons plus loin que ces techniques sont extrémement
bien adaptées a la fabrication (et la production vraisemblablement dans un avenir proche) de
biopuces.

I.1. Nano-impression et lithographie douce

Les techniques de nano-impression et de lithographie douce sont bon marché et
simples a mettre en ceuvre. Elles présentent un intérét pour les laboratoires de recherche ou
les centres de recherche et développement industriels car elles permettent de fabriquer des
nanostructures sans avoir a utiliser de matériels lourds dans la mesure ou on possede le
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masque mere. Il est également possible grace aux techniques de lithographie douce de réaliser
des structures 3D et de générer des motifs et des structures sur des surfaces non planes [2].
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Fig. 2 : A gauche Technique de lithographie par nano-impression [3],; A droite Technique
de lithographie par contact [4]

La nano-impression (nano-imprint ou nano-embossing en anglais) consiste a transférer,
via un moule sur lequel est exercée une pression, un ensemble de motifs dans une fine couche
de polymeére déposée sur un substrat. Ce polymere peut étre une résine de type polymethyl
methacrylate (PMMA) ou une résine SU8. L’ensemble substrat-couche de polymeére est
préalablement mis en température (autour de 175°C pour étre bien au dessus de la
température de transition vitreuse du PMMA qui est de 105°C) pour la mise en forme du
polymere lorsque la pression est exercée. Les motifs ainsi obtenus sont transférés jusqu’au
substrat grace a une étape de gravure supplémentaire. Les étapes suivantes sont plus
conventionnelles (Fig. 2).

La lithographie douce consiste a utiliser un tampon en élastomere imprégné de la
solution contenant les molécules a déposer. Lors du contact avec la surface, il y a transfert de
la couche de molécules sur la surface. Cette couche jouera le role de couche de masquage lors
d’une étape de gravure ou d’une réaction chimique de surface ultérieure (cf. Fig. 2). Il s’agit
d’une technique d’impression par contact («micro-contact printing » en anglais). Le PDMS
est le polymére le plus utilis¢é pour 1’¢laboration des tampons (polydimethysiloxane). Il
présente 1’avantage d’avoir une température de transition vitreuse trés basse ce qui fait qu’il
est a I’état liquide a température ambiante. Il peut étre solidifié par simple réticulation. Il
présente également d’autres propriétés qui sont essentielles pour 1’obtention de motifs sub-
micrométriques. L’énergie libre de surface du PDMS est trés faible et il est trés stable
chimiquement ce qui permet de ['utiliser avec une grande variét¢é de molécules en
s’affranchissant des phénomeénes d’adhésion ou de réactions chimiques a la surface du
tampon. Le PDMS est hydrophobe ce qui limite les effets d’humidité (pas de gonflement de
I’¢lastomere), il est stable thermiquement jusqu’a une température de 186°C a Dair et
optiquement transparent jusqu’a 300 nm. En ce qui concerne la solution, il s’agit en général
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de thiols dans de 1’éthanol pour les surfaces d’or ou d’octadecyltrichlorosilane (OTS) dans du
toluéne pour les substrats de silicium.

Quelle que soit la technique utilisée, il faut d’abord réaliser le masque mére. Suivant
les résolutions recherchées, il sera fabriqué grace a des techniques de lithographie optique
(fabrication collective de motifs) et/ou des techniques de lithographie par faisceau d’électrons
(fabrication non collective) et de gravure séche et/ou humide. Dans le cas d’une fabrication
non collective, on pallie le temps de fabrication du masque meére par une réutilisation de ce
méme masque des dizaines de fois.

Ce masque étant réalisé, il sera en général traité chimiquement pour limiter les
problemes d’adhésion. Il est ensuite utilisé tel quel pour la nano-impression. Dans le cas de la
lithographie douce, une couche de polymeére sera déposée sur ce masque qui joue le role d’un
moule pour former le tampon.

Que l’on privilégie la nano-impression ou la lithographie douce, les problémes
rencontrés sont similaires : difficulté d’alignement entre différents niveaux de masquage,
taille du tampon encore limitée, phénomenes d’adhésion lors du contact, taille des motifs et
densité d’intégration encore faible due au fait que la taille des motifs et la distance inter-motif
est dépendante des effets de reflux du polymere (dans le cas de la nano-impression) et de la
diffusion des molécules (dans le cas de la lithographie douce) lors du contact entre le tampon
et la surface, durée du procédé de fabrication encore longue ce qui limite fortement le
rendement, durée de vie du tampon encore limitée... [5]

Des solutions sont proposées pour augmenter le rendement de fabrication de ces
techniques (utilisation de différents types de résines ou de molécules en solution, optimisation
des régles de dessin des moules pour réduire la taille des motifs et augmenter la densité
d’intégration, suppression de la couche anti-adhésion...). Des machines permettant
d’effectuer des étapes de lithographie par « Hot embossing » ou « UV-Nanoimprint » sont
d’ores et déja commercialisées par les sociétés Hitachi”’, EVG™...La technique « Step and
Flash » trés prometteuse est également proposée par la société privée Molecular Imprints*.

Comme le montre la Fig. 3, d’autres techniques sont également envisageables, elles ont
trait a I’utilisation de masques perforés qui permettent de localiser le dépdt (Stencil mask,
shadow mask) mais elles sont encore tres perfectibles d’un point de vue de la reproductibilité
et de la résolution.

22 http://www.hitachi.com
2 http://www.evgroup.com
** http://www.molecularimprints.com
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Emerging Nanopatterning Methods
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Fig. 3 : Les différentes techniques émergentes pour la nanostructuration de surface. D apres
J. Brugger [Projet Européen NAPA].

I.2. Techniques de lithographie en parallele, dérivées des
techniques de microscopie de champ proche

Les techniques de lithographie dérivées des techniques de microscopie de champ
proche qui englobent la microscopie a effet tunnel, la microscopie de champ proche optique
et la microscopie a force atomique constituent également des approches alternatives. Nous ne
parlerons pas des deux premicres qui, a I’heure actuelle, n’offre aucune possibilit¢ de
fabrication collective.

Nous allons détailler la troisiéme voie beaucoup plus intéressante d’un point de vue
fabrication en paralléle. Cette approche permet de fabriquer un ensemble de structures a
I’échelle du nanométre et repose sur I'utilisation en parallele de microleviers comparables a
ceux employés en microscopie a force atomique. Ces microleviers, avec une pointe a
I’extrémité dont le rayon de courbure a I’apex peut étre inférieur a 20 nm, sont fabriqués
collectivement grace des techniques de micro-usinages de surface et de volume qui sont
aujourd’hui bien maitrisées. Chaque microlevier est adressable individuellement d’un point
de vue de I’actionnement (thermomécanique ou piézoélectrique) et de la détection
(piézorésistive en général). Ces techniques sont les plus prometteuses d’un point de vue de la
résolution qui pourrait étre inférieure au nanometre dans les années a venir et également d’un
point de vue de la densité d’intégration mais il reste a démontrer qu’elles permettront de
rivaliser d’un point de vue rendement et fiabilité avec les techniques de fabrication collective
actuelles.
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Cette approche développée par plusieurs équipes dans le monde (Université de
Stanford, IBM Zurich, Université de Tokyo...) est utilisée pour la lecture et 1’écriture a haute
densité pour les mémoires mais également pour la nanolithographie ou des résolutions
inférieures a 100 nm ont ét¢ démontrées sur une surface de I’ordre du centimeétre carré [6].

Concernant les applications développées par IBM Zurich pour la lecture et I’écriture a
hautes densités pour le stockage de données [7], un systéme comprenant une matrice de 32 x
32 microleviers utilisés en parallele a été mis au point (cf. Fig. 4). Ce systéme repose sur un
principe de lecture et d’écriture thermiques et permet d’obtenir des densités d’écriture de 100
Gbit/in®, valeur 2 fois supérieure a celle que I’on peut atteindre avec les techniques d’écriture
avec des matériaux magnétiques. En revanche, la vitesse de lecture est de I’ordre de quelques
Mb/s et la vitesse d’écriture de 100 kBit/s. D’autre part, le probléme de ’acces a une telle
densité¢ d’information n’est pas encore résolu. Il ne suffit pas d’obtenir une telle densité de
stockage, encore faut-il pouvoir y accéder en des temps raisonnables.

Multiplex-Driver
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Storage medium
mounted on an
Xyz scanner

Fig. 4: Systeme « Millipede » développé par IBM Zurich pour [’écriture et la lecture
thermiques a haute densité. Le principe de fonctionnement repose sur ['utilisation d’une
matrice de 1024 microleviers adressables indépendamment en lecture et en écriture [7].

La Fig. 5 décrit les principales étapes de fabrication d’une grille de MOSFET en
utilisant des techniques de nanolithographie basées sur une oxydation localisée d’une couche
de silicium amorphe grace a la pointe d’un microlevier (la configuration utilisée pour
I’expérience est celle d’un microscope a force atomique classique). Grace a cette technique,
des largeurs de grille de 50 nm ont été obtenues [8].
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Fig. 5 : Réalisation d’une grille de MOSFET par oxydation locale du silicium a [’aide d’une
pointe de microscope a force atomique [§].

En pratique, de manic¢re générale, plusieurs types de problémes apparaissent avec
I’utilisation de ce type de structures :

- Le probléme de I'uniformité des pointes : il est en effet trés difficile de controler le
rayon a I’apex de maniere uniforme sur des surfaces de plusieurs dizaines de centimetres
carrées surtout lorsqu’on recherche des précisions inférieures au nanomeétre. Ce probléme
peut étre exacerbé lorsque les structures de type microlevier sont désolidarisées du substrat.
En effet, des gradients de contraintes dans les couches peuvent engendrer une courbure du
microlevier et donc une variation de la hauteur effective des pointes. A ce probléme s’ajoute
celui de ’'usure des pointes, phénoméene qui pourrait limiter trés fortement la durée de vie de
ces structures. Une solution envisageable consiste a utiliser des nanotubes de carbone comme
pointes, leurs propriétés mécaniques assurant d’une part une diminution trés conséquente des
phénoménes d’usure et d’autre part, une augmentation tres sensible de la résolution [9]. Les
effets de contraintes peuvent étre également minimisés voire supprimés en contrdlant trés
finement les conditions d’élaboration des films minces constituant les microleviers.

- Un autre probléme concerne la vitesse d’écriture de ce type de systéme qui est
encore trés faible. D’aprés C. Quate™, il faudrait un ensemble de 10° microleviers en paralléle
pour que les rendements de production soient comparables a ceux de la micro-électronique
actuelle. On imagine aisément le type de problémes que peut poser I’utilisation d’un tel
nombre de microleviers : probléme de connectiques (comparables a ceux qui existent en
micro-¢lectronique avec la réduction des dimensions), de positionnement trés précis de
I’ensemble des pointes par rapport a la surface, de bandes passantes ce qui suppose
d’optimiser le traitement du signal. Des solutions peuvent étre envisagées en s’appuyant sur
les développements récents de la microélectronique: multiplexage de 1’information,
intégration d’un maximum de fonctions d’interface sur la puce au plus prés de la partie
active...

- Une autre limitation concerne la réduction en taille et 1’augmentation de
I’intégration des réseaux de microleviers. En effet, les approches utilisées pour les fabriquer

% http://www.stanford.edu/group/quate_group
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sont des techniques de fabrication collective. Si on veut réduire leur dimension, il faudra
utiliser d’autres techniques (faisceau d’ions focalisés, faisceau d’électrons...), mais on perd
alors tout 1’intérét de la fabrication en masse a moins d’avoir recours aux techniques de nano-
impression. A ceci s’ajoute le probléme de D’interfagage et plus particulierement des
connexions qui sera encore plus important. Plus la taille du microlevier sera faible et plus leur
nombre sera important, plus le probléme des connexions électriques sera complexe.

I.3. Caractérisation physique et adressage a 1’échelle du
nanometre

Quoi qu’il en soit, quand bien méme une telle approche s’avererait difficilement
exploitable pour la production de nanodispositifs, elle reste trés intéressante en tant que
technique de caractérisation physique a I’échelle du nanomeétre. Comparable dans le principe
de fonctionnement a la microscopie a force atomique, elle permettrait de pallier la lenteur
inhérente a 1’utilisation d’un seul levier grace a I'utilisation en paralléle d’'une multitude de
microleviers pour des surfaces balayées beaucoup plus importantes de 1’ordre de plusieurs
centimetres carrés comme I’illustre la Fig. 6 [6].

i
B zsum

Fig. 6 : Image d’un circuit intégré obtenue en microscopie a force atomique avec un réseau
de 10 microleviers. La vitesse de lecture est de 1 mm/s et la taille minimale du pixel de 0,4

um [6].

Il est important d’insister sur le fait que ces nouvelles techniques de caractérisation
sont d’une importance capitale pour le développement des techniques et technologies de
fabrication de nanocomposants. Nous ne nous attarderons pas sur les applications classiques
de la microscopie a force atomique et ses techniques dérivées (EFM, SCM, SMM :
¢lectrostatique, capacitive, magnétique...) mais d’ores et déja des techniques de
caractérisation électrique a 1I’échelle du nanométre en parallele voient le jour [10].

L’optique de champ proche a été évoquée dans le chapitre « Résultats » puisque des
microleviers de microscopie a force atomique en nitrure peuvent étre utilisés pour collecter
une onde évanescente a la surface d’un échantillon [11].

D’autre part, I’émergence récente du mode non contact en microscopie a force

atomique sous Ultra-Vide a permis d’atteindre des résolutions atomiques [12]. Si ces
avancées devaient se confirmer, la microscopie a force atomique pourrait s’imposer
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rapidement comme une technique de choix pour la caractérisation a I’échelle atomique et
supplanter la microscopie a effet tunnel beaucoup plus lourde a mettre en ceuvre.

II. L'approche Ascendante « Bottom-up »

Nous allons décrire différentes techniques permettant de structurer une surface avec des
¢difices nanométriques. Ces approches sont en général privilégiées dans le domaine de
I’¢lectronique moléculaire en s’appuyant sur la synthése de molécules complexes mais elles
sont incontournables dans le domaine de la chimie et de la biologie.

II.1. Chimie de synthése et chimie supramoléculaire aux
interfaces

L'utilisation d'assemblages organisés de molécules organiques fonctionnelles est
¢galement une voie possible. Cette stratégie utilise les potentialités d'auto-organisation de
molécules organiques entre elles ou de molécules sur une surface de métal ou de semi-
conducteur. Un grand nombre de briques ¢lémentaires de taille inférieure a 10 nm devraient
ainsi pouvoir étre assemblées en une architecture 2D et 3D réalisant une fonction complexe.
Pour réaliser de telles architectures, les recherches au cours de ces derniéres années ont
permis d'établir clairement les verrous scientifiques et/ou techniques a lever a court terme:

1) synthése de molécules fonctionnelles

i) mise au point des techniques de dépdt contrdlé et sélectif de molécules
fonctionnelles sur des surfaces homogenes ou sur des structures hotes
nanostructurées;

1i1) démonstration de composants moléculaires

v) compréhension de I'influence de la structure moléculaire sur le transport

V) mise au point des techniques d'interconnexion des molécules entre elles

vi) compréhension du transport a I’interface molécule-métal (semi-conducteur)

et entre molécules interconnectées.

Les 4 derniers points concernent plus particulicrement le domaine de 1’électronique
moléculaire. Dans le domaine des biopuces et des biocapteurs, ces derniers points
concerneront plus spécifiquement la détection, c’est-a-dire la transduction d’un phénomene
physique (mécanique, optique, chimique...) engendré sur la surface lors d’une reconnaissance
biospécifique en un signal €lectrique exploitable.

Ajoutons qu’actuellement de nouvelles techniques de chimie sous pointes se
développent. Elles permettent de contrdler et de diriger beaucoup plus finement la réaction
chimique. Citons a titre d’exemple la microscopie a force atomique et ses techniques dérivées
pour la reconnaissance moléculaire [13] ou I’¢lectrochimie sous pointe [14].

I1.2. Structuration de surface avec des molécules, des
nanoparticules organiques et inorganiques, etc., par auto-
assemblage, peignage, mouillage et séchage

La technique du peignage moléculaire est particulicrement intéressante [15]. Elle

permet de travailler sur un ensemble de dispositifs et non plus sur un seul. On utilise le front
d’un liquide en mouvement pour aligner les molécules contenues dans ce liquide. En
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effectuant des traitements chimiques de surface, on peut arriver non seulement a aligner des
molécules en plongeant un échantillon dans une solution contenant les molécules a déposer
(cette technique a été initialement mise au point avec des brins d’ADN), mais on peut
¢également fixer ces molécules sur des régions particuliéres de la surface. Cette technique a été
utilisée avec succes pour positionner des nanotubes de carbone sur des nanoélectrodes en or.
Un traitement de surface spécifique a permis d’obtenir un compromis entre force d’interaction
sur la surface et force due au front du liquide qui se déplace [10].

Le mouillage est 1’¢tude de 1’étalement d’un liquide déposé sur un substrat solide (ou
liquide). C’est également un phénomeéne qui joue un role prépondérant pour la préparation et
la structuration de surfaces ; il peut étre total ou partiel. Il peut étre controlé grace a des
traitements de surface adéquats et dépend trés fortement de la rugosité de la surface ; des
défauts de surface peuvent également influencer les propriétés de mouillage d’un échantillon
[16]. Ce phénomene est d’ailleurs utilisé a profit pour modifier localement la mouillabilité
d’une surface et la structurer lors du contact avec un liquide contenant des molécules d’intérét
chimique ou biologique.

Des techniques de séchage sous atmosphére et température contrdlées présentent
¢galement un intérét dans la mesure ou elles permettent de structurer une surface avec un
auto-assemblage controlable obtenu a partir de molécules en solution. Nous pensons en
particulier a des mélanges protéines-sels qui conduisent lors du séchage a des arrangements
dendritiques fortement dépendant du type de sels utilisé, de la température de séchage ou de
la concentration de protéines [3, 17]. Signalons que le séchage d’une goutte contenant des
molécules ou des particules conduit généralement a la formation de dépots en forme d’anneau
ou « doughnuts ». L’origine de ce phénomeéne a été identifié récemment [18, 19] et utilisé
notamment pour localiser le dépot de nanoparticules sur une surface [20]. On peut ¢galement
citer les techniques de structuration de surface basées sur I’instabilité de Marangoni [16].

L’auto-assemblage de nanoparticules fonctionnalisées en jouant sur les propriétés
d’interactions spécifiques de molécules chimiques ou biologiques peut conduire a une
nanostructuration 3D a partir d’une surface plane [1, 21-27]. Soulignons également que des
nanoparticules adsorbées sur une surface peuvent étre utilisées pour effectuer de la
nanolithographie. Suivant leurs propriétés elles peuvent en effet jouer soit le role de masques
lors d’étapes de gravure séches ou humides soit servir de germes de croissance et permettre
ainsi la fabrication de nanopiliers comme illustré sur la Fig. 7 [28, 29, 30, 31, 32].

(a) ik
.I‘tﬁlﬂn[ gr-:ﬁtam

cluster nucleation
formation and growth nanowire

Fig. 7 : Schéma illustrant le principe de croissance par croissance Vapeur-Liquide-Solide
(VLS growth). D’apres [32].

Une autre solution trés élégante consiste a utiliser a des membranes poreuses (en
alumine par exemple) dans lesquels on fait croitre des nanofils [33, 34]. Pour une synthese
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exhaustive concernant la fabrication et la caractérisation de nanostructures a une dimension
(nanofils, nanopiliers...), nous conseillons la lecture de I’article de Xia et al. [35].

Dans le méme esprit, les techniques pour déplacer un liquide contenant des
nanostructures vers des régions particuliéres d’une surface en utilisant un champ électrique
(électromouillage, diélectrophorese...) ou magnétique sont trés efficaces. Ces techniques
s’aveérent extrémement pertinentes pour la fabrication de biopuces en particulier pour
positionner des nano-objets sur des emplacements prédifinis (nano-¢lectrodes par exemple).
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ANNEXE I1

Greffage chimique, biochimique et traitements de surface :
quelques stratégies®

I. Le greffage : réaction chimique et interaction affine

I.1. La chimie du greffage

I.1.1. La stratégie mise en ceuvre

Les réactions chimiques mises en jeu lors de I’étape de greffage dépendent du type de
matériau utilisé (métal ou silicium et matériaux dérivés) et du mode de greffage considéré
(covalent ou affin). Plusieurs cas peuvent étre envisagés en fonction du mode de détection
utilisé, I’objectif étant de mettre au point un mode de fonctionnalisation des supports solides
adapté a une grande variété de protéines, sans qu’il y ait perte de leurs propriétés biologiques.
La durée de vie des structures obtenues doit, par ailleurs, étre suffisante et leur colit assez
faible afin d’envisager des applications ultérieures.

Une surface qu’elle soit recouverte d’or ou d’oxyde de silicium®’ est trés rarement
utilisée sans traitement de surface. En général, une couche d’interface est utilisée avant
I’interaction biospécifique. Il s’agit dans la plupart des cas d’'une monocouche obtenue par
auto-assemblage (SAM : Self Assembled Monolayer) de molécules organiques ou
inorganiques. Cette couche joue trois rdles essentiels :

1. Elle permet de modifier directement les propriétés physico-chimiques et
biochimiques d’une surface grace a la structure moléculaire des chaines polymeres
organiques ou inorganiques constituant la couche et des groupements fonctionnels a leur
extrémité (hydrophobe, hydrophile,...). En particulier, les propriétés de mouillabilit¢ d’une
surface ou encore les propriétés d’une interface a interagir spécifiquement avec certaines
protéines peuvent étre modulées pour des applications tres ciblées.

2. Elle joue également le rdle d’espaceur entre la surface et la biomolécule. Ceci
permet de s’affranchir d’effets ou d’interactions parasites de la surface en plagant le site actif
de la biomolécule ou s’effectuera la reconnaissance biospécifique a une distance
suffisamment importante (de I’ordre de plusieurs nanométres) de la couche d’accroche (or ou
oxyde de silicium). En particulier, certaines couches sont utilisées pour leur faculté a inhiber
I’adsorption de protéines.

3. Elle permet, le cas échéant, de démultiplier le nombre de sites de greffage et ainsi
d’augmenter la sensibilité de la détection.

% Daprés le projet CNRS proposé Marie ERARD en section 18 au LAAS en 2003
27 du fait de la présence quasi-systématique, sauf en utilisant des traitements chimiques trés particuliers, d’un

oxyde natif de 1 @ 2 nm a la surface du silicium a 1’état naturel, ¢’est-a-dire a I’air libre, le cas d’une surface de
silicium se raméne en général au cas d’une surface d’oxyde de silicium
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I.1.2. Interaction biospécifique : greffage de type affin

L’adsorption spécifique et ’interaction affine sont deux modes d’immobilisation de
molécules sur SAM souvent envisagés. La premiére méthode, dont le grand avantage est la
simplicité et la rapidité¢ d’exécution (le nombre d’étapes est limité), présente 1’inconvénient
potentiel d’induire une perte des propriétés biologiques des protéines greffées. Il s’agira, dans
un premier temps, de privilégier 1’utilisation d’une interaction affine de type avidine - biotine
(Kq =10 " M) qui préservera au mieux les propriétés des biomolécules. De plus, il existe une
grande variété de protéines biotinilées qui interviennent dans des processus de reconnaissance
antigéne - anticorps.”® Elles pourront étre greffées via une interaction avec I’avidine et mises
a profit afin de valider la méthode proposée. Ultérieurement, 1’utilisation de protéines plus
spécifiques nécessitera la collaboration avec des chimistes et des biochimistes capables de les
modifier; 1’orientation maitrisée de la biomolécule par rapport a la surface permettra de
gagner en sensibilité.

I.1.3. Formation par greffage covalent sur surface d’or ou d’oxyde
de silicium de couches auto-assemblées possédant un site affin
(biotine)

- Le greffage sur or. L’utilisation de thiols permet de réaliser des
monocouches sur les surfaces d’or (SAM) dont les propriétés physico-chimiques peuvent étre
adaptées a leur utilisation ultérieure en faisant varier la nature du groupe fonctionnel qui
termine la chaine alkyle. Par ailleurs, des monocouches mixtes ont ét¢ réalisées avec succes
par plusieurs équipes. Deux cas sont particulierement intéressants et seront envisagés dans le
cadre de ce projet.

1. Un mélange de résidus hydrophiles (-COOH, -OH) et hydrophobes
(alkyles)[36]. Ce type de mélange autorise un meilleur contréle de la mouillabilit¢ de la
surface. Cet aspect est important dans le cas des méthodes de dépdt envisagées. Pour la mise
en oeuvre de la lithographie douce, la mouillabilité de la surface par rapport a celle du tampon
sera optimisée afin que le transfert de biomolécules ait effectivement lieu. L’immobilisation
par « dip-pen » lithographie n’est, quant a elle, possible que si la surface de I’échantillon est
plus hydrophile que celle du levier.

2. Un mélange de résidus alcools et des résidus acides [37]. Cette SAM mixte
offre comme avantage, la possibilité de lier de maniére covalente une biotine (Fig. 1). Les
résidus acides sont tous d’abord transformés en ester en utilisant le pentafluorophénol, puis en
amide apres réaction avec les résidus amine de la chaine latérale de biotines modifiées. Les
résidus alcools restent inchangés. Le nombre de sites biotinilés sera maitris€¢ en ajustant les
proportions utilisées de chaque type de chaine.

2 . L. e e e, . . ’ .
¥ Un certain nombre de protéines biotinilées sont commerciales et dans le cas contraire des modes opératoires
variés sont décrits dans la littérature.
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Protéine biotinylee Avidine

SAM mixte
(Une partie des chaines
est fonctionnalisee

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS par une biotine)

Fig. 1 : lllustration de la réalisation de SAM mixte sur une surface d’or en utilisant des thiols
[37]. Une partie des chaines est fonctionnalisée avec une biotine permettant, via une
interaction avec [’avidine, la fonctionnalisation ultérieure par greffage affin par des
protéines. Le nombre de sites biotinilés sera maitrisé en ajustant les proportions utilisées de
chaque type de chaine. (Ce schéma n’est pas « a l’échelle » afin de valoriser les points
importants.)

- Le greffage sur oxyde de silicium. Il est envisagé dans le cas de ’oxyde de
silicium d’utiliser les propriétés particulieres d’un polymere, le polyéthyléne glycol ou PEG,
qui, en outre, autorise une forte structuration des surfaces (Fig. 2). Il a effectivement été
montré que les films de PEG inhibent I’adsorption non spécifique de protéines [38]. Plusieurs
modes opératoires concernant le greffage covalent sur SiO; sont envisageables notamment en
utilisant des molécules PEG-silane. Ils conduisent a la formation de films trés fins (< nm)
[38] [39]. Il est notamment possible de réaliser des films a base de PEG modifié par une
biotine qui ouvrent des perspectives intéressantes de greffage affin via des interactions avec
l'avidine [40]. Ces surfaces de PEG biotinilé, pouvant étre régénérées et stockées a sec sans
perte de leur activité, représentent un avantage économique certain si 1’on envisage la
réalisation « a grande échelle » de puces a protéines.

Protéine biotinylée

Avidine

Fig. 2 : lllustration de la fonctionnalisation d’une surface d’oxyde de silicium en utilisant le
polyethylene glycol (PEG) substitué par des résidus biotine. Des protéines biotinilées sont
immobilisées via [’utilisation d’interaction avec [’avidine. La partie droite du schéma
rappelle que les films de PEG inhibent [’adsorption non spécifique de protéines.

I.2. Nanoparticules, colloides, quantum dots

De nombreuses €tudes ont montré que la présence de nanoparticules métalliques
améliorait nettement la sensibilité de la détection [1, 41 , 42, 43,44 ,45].

La littérature décrit un certain nombre de méthodes de couplage de nanoparticules
(colloides) et de biomolécules [46]. Dans notre cas, les biomolécules utilisées doivent étre des
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protéines capables de reconnaitre la dernicre entité immobilisée sur le support (Fig. 3.A) [1].
Les nanoparticules sont habituellement préparées en présence d’agents stabilisants (citrate,
phosphate, acide lipoic ou thiols) qui, en se liant aux atomes exposés a I’extérieur,
préviennent leur croissance incontrdlée ou leur agrégation. Dans le cas des citrates, trois
possibilités de fonctionnalisation ultérieure sont envisageables. La solution choisie dépendra
de la nature de la protéine utilisée.

1. La biomolécule posséde un résidu cystéine accessible (HS-Cys). Dans ce
cas, I’interaction or — citrate peut étre déplacée par 1’interaction plus forte or — thiol. Ceci est
envisageable pour certaines sérum albumines et immunoglobulines impliquées dans des
réactions de reconnaissance antigeéne - anticorps.

2. La biomolécule possede un résidu lysine accessible (NH>-Lys). Le contrble
du pH permet de se placer dans des conditions ou le citrate est sous forme anionique et ou la
lysine est protonée, favorisant ainsi une interaction électrostatique entre les deux entités.

Dans ces deux cas, la quantité¢ de protéines ajoutée doit étre controlée afin d’obtenir
une monocouche. Pour atteindre cet objectif, nous réaliserons des expériences en présence de
proportions variables d’un électrolyte. Il sera ajouté a la solution de colloides modifiés par les
protéines. Leur présence a pour but d’écranter les charges portées par les nanoparticules d’or
et ainsi de provoquer le phénomene d’agrégation, dans le cas ou la couverture par les
protéines resterait insuffisante. En effet, une couverture protéique suffisante rend ce
phénomene inopérant, puisque les protéines elles-mémes stabilisent le métal et les répulsions
stériques empéchent la floculation. Ces expériences seront suivies ou bien par un test
colorimétrique visuel, ou bien en UV-visible en observant le déplacement de la bande
d’absorption des plasmons de surface des colloides.

3. La biomolécule est fonctionnalisée par une biotine. Dans ce dernier cas, les
nanoparticules d’or stabilisées peuvent étre recouvertes d’une monocouche d’alcanes thiol (de
manicre analogue au cas 1). En mettant a profit une interaction hydrophobe, il est alors
possible d’intercaler dans la structure des chaines alkyles modifiées par une biotine
(Fig.3.B). Les colloides biotinilés ainsi obtenus seront alors bio-fonctionnalisés
ultérieurement par 1’intermédiaire d’un pont avidine [47].

II. La caractérisation des édifices obtenus

La caractérisation rigoureuse des édifices biochimiques décrits précédemment est une
étape clé car elle conditionne 1’optimisation des protocoles chimiques et biochimiques qui
seront utilisés ultérieurement pour la conception de puces a protéines.

Pour ce faire, plusieurs méthodes de caractérisation sont envisageables et disponibles,
aussi bien au LAAS que dans d’autres laboratoires partenaires a Toulouse.

Structuration des surfaces. La microscopie a force atomique ou AFM sera utilisée
pour I’¢tude de la structuration de la surface. Deux appareils sont disponibles au LAAS pour
mener a bien cette étude (Topometrix Explorer et Nanoscope IV). L’optimisation des
propriétés de mouillabilité des couches auto-assemblées sera effectuée en ayant recours a la
mesure d’angle de contact.
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Optimisation du greffage. Des mesures de fluorescence permettent d’optimiser les
protocoles de greffage en utilisant des protéines marquées. Il sera aussi possible d’utiliser des
nanoparticules ou des colloides modifiés par la présence d’un anticorps de la protéine
immobilisée.[48] Cette approche constitue une alternative simple pour 1’étude de la structure
du greffage protéine - substrat obtenu par résonance des plasmons de surface. En outre,
I’utilisation du Biacore peut s’avérer trés judicieuse pour accéder aux constantes de vitesse
des réactions mises en jeu : cette information pourra étre mise a profit pour 1’¢laboration des
protocoles lors de 'utilisation des deux autres méthodes de détection.

Ces résultats seront systématiquement comparés avec les résultats obtenus avec le
systéme « Biacore X » (résonance de plasmons de surface) disponible sur la plate-forme
Transcriptome Biopuces du Génopole Toulouse Midi Pyrénées et avec le systéme Qsense
(microbalance a quartz). La spectrophotométrie UV-visible sera, quant a elle, utilisée afin
d’optimiser les conditions de fonctionnalisation des surfaces de colloides pour leur utilisation
ultérieure.

A.
Colloides d'Or Biomolécule
<«— Groupe Fonctionne|
<«—Lien
B.

Biotine

<\
i T
¥ia

Figure 3 : (A) Illustration schématique de ['utilisation de colloides. A la suite du phénomene
de reconnaissance, il est possible d’exacerber les variations des signaux détectés en utilisant
des colloides fonctionnalisés capables d’interagir (réaction affine) avec la derniere couche
immobilisée. Le schéma général utilisé afin de modifier les nanoparticules d’or est représenté
a droite. (Ce schema n’est pas « a l’échelle » afin de valoriser les points importants.) (B)
Séquence de la synthése de colloides d’or modifiés par la présence d’une biotine [47].
L’interaction or — citrate peut étre déplacée par l'interaction plus forte or — thiol. Puis en
mettant a profit une interaction hydrophobe, il est alors possible d’intercaler dans la
structure des chaines alkyles modifiées par une biotine.
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Piezoelectric properties of PZT films for microcantilever
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Abstract

The investigation of piezoelectric properties of materials in the thin layer form has become an important task because of the increased
range of their applications as actuators and sensors. The sensor magnitude, is a direct functiore;pfpileeoelectric constant.
PHzr, TDQ; thin films and the modified compositions have attracted great attention in recent years as promising for use in
microelectromechanical systems. To determine this constant we use an unusual experimental method. A remanent piezoelectric constal
of —4.7 C/m? was obtained. The parameters as, coercive field, saturation field, curve of first polarization, and self polarization of the
remanent piezoelectric hysteresis loop are presented fqrrh.éhick PZT thin film. We will associate also dielectric results. To show the
possible integration of the piezoelectric films in microelectromechanical systems, we have deposited PZT thin film emala6g, 20
wm wide, 1m thick silicon oxide beam to control the actuation.© 1999 Elsevier Science S.A. All rights reserved.

Keywords:Sputtering; PZT thin films; Piezoelectric constant; Cantilever

1. Introduction ters and the output voltage produced by the sensitive
piezoelectric material when it is strained. Furthermore, we
Recently, there has been a growing interest in ferroelec- show how the PZT thin film has been deposited on micro-
tric metal oxide thin film capacitors because of their cantilevers to be used to actuate the beam. Some applica-
potential use in a variety of microelectronics devices, tions of this type of sensors or actuators are to be found in
including nonvolatile memory devices and micromechani- both scanning force microscopes and in nanolithography
cal system§ MEMSB . To this point, most devices develop- for parallel operations.
ments have been centered on silicon micromachined struc-
tures which can facilitate integration of piezoelectric mate-
rials most traditionally studied on silicon. Combining mi-
cromachined silicon with piezoelectric films has resulted
in novel microdevices that include sensprk 1, accelerome-
ters[4 and micromotor§ 13. Pb ZnTi,A PEZT with a 2.1. Materials and sample preparation
composition near the morphotropic phase boundary is
well-known material for its excellent piezoelectric proper- The PZT(54/46) thin films are deposited onto silicon
ties, even in thin film form. To date there is no reliable beam, measuring 4Q 10X 0.35 mm, by RF magnetron
data on the magnitude a;,; for thin P Zr,T) O, films. In sputtering. See Table 1 for a summary of the deposition
this study, we use an unusual metHoll 4 to determine theconditions.
piezoelectric constang;; of PZT (54/46) thin film. For The sputtering is done in pure argon atmosphere using
cantilever, it is important on a practical way to determine stoichiometric PZT target. No heating of the substrate,
especially the charge amplitude;,) of the sensor parame-  other than that caused by the sputtering prodess around
15C°C), is measured during the PZT film deposition, and
no bias voltage is applied to the substrate. After the argon
pressure is stabilized at 30 mTorr, a pre-sputtering is
" Corresponding author. Tel+ 33-03-27-53-16-60; Fax:- 33-03-27- started to stabilize the plasma and only after an amorphous
64-66-54; E-mail: eric.cattan@univ-valenciennes.fr thin film is deposited. A post-deposition annealing is re-

2. Experimental details

0924-424799/$ - see front matte© 1999 Elsevier Science S.A. All rights reserved.
Pll: S0924-4247 98 00303-3
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Table 1 _ N o sume that the elongatio, is negligible in comparison
Sputtering and post-annealing conditions for PZT thin films with the eIongationSl. The silicon wafers were cut into
Target diamete¢ min 75 small beams that were fixed at one extremity. The length
Target—substrate distante hm 60 (1), the width, and the thickne$#) of the silicon beam are
RF power density Wcm?) 2.36 .
Sputtering gas Ar 40, 10, and 0.35 mm, respectively. The whole surface of
Gas pressuré mT 30 the substrate $iSiO, /Ti is covered with a lower platinum
Substrate temperature Ambient—160 electrode. The PZT film was formed on the entire beam
(bombardment effegt top surface.
Annealing temperature—duration 625-30 min The difference in voltage between the two electrodes,
Annealing atmosphere Air

was registered on an oscilloscope when the beams were
statically strained in the perpendicular direction to the film
plane and suddenly released. The measured signal corre-

sponded to a damped-out voltage oscillation at the natural
quired to achieve a crystalline perovskite structure. The frequency(w/27) of the beam( Fig. 2 .

crystalline structure of the prepared PZT films is examined  The value of the first maximum voltag®/. ) is used
by X-ray diffraction (XRD, with 6-26 diffractometer.  to estimate transverse piezoelectric consgt [6].
Fig. 1 shows the XRD pattern of thin PZT film annealed at

625C for 30 min where the polycrystalline film has a , _ _&EZ_IQ’ 1 1+ 7%?

(110) -preferred orientation. st a S3h,_ XX 132
The PZT is deposited on two distinguishable types of 2

beam, one macroscopic for measuring piezoelectric con- 1

stant and an other one microscopic to demonstrate the X+

compatibility of the PZT process with the cantilever micro- 1+ exp( — 5)

fabrication process.
where a, X;, X, are the beam pole amplitude and the
2.2. Piezoelectric and electrical characterizations abscissa of the electrode extremity, respectively, &d
C;, are the input resistance of the oscilloscope and the
We measured the direct piezoelectric effect with a capacitance of the tested samfte= RG), respectively.
cantilever[ 4 . For a direct piezoelectric effect, an uniaxial All electrical and piezoelectric measurements were carried
strain S, (following the length applied to the sample outon a same platinum top electrode covering an &eh
induces an electric charge per unit arbg (in a direction 1 or 1.5 mnt. Capacitance, tah and conductance are
perpendicular to the beam . conducted using a Hewlett Packard 4192 A multi-frequency
The equation of state related to the electric and elastic LCR Meter at frequency of 1 kHz and a rms voltage of
variables of a piezoelectric body for PZT polycrystalline 100 mV. Capacitance and tdnare measured for each
film [5] is: poling voltage applied to the film, and to avoid a modifica-
Dy= e Es+ €5 S tion of the_ polarization state of the film when we measure
the capacitance, we have used only low ac voltage. Electri-
where E; and e are the electric field and the effective  cal poling treatment is achieved with the same apparatus.
permittivity (at constant strajn , respectively. We will as-  All polarization—voltagel PV ) loops are obtained using a

I
M Pt (111) 300

. [ 250
’ 200 +
150 -+
100 -+
50 +

‘ /\ | ﬂ‘/\ﬁﬂ!\hﬂ/\\f\(\;f\!\u\f\ﬂl\/;\,/\/\l\A

S B LA

Intensity (a.u.)
Voltage (mV)

N ST Y S S — —
L B p T 0 10 20 30 40 50 60 70
20 25 30 35 40 45 50 55 60 Time (ms)
Diffraction Angle 26 (deg)

Fig. 2. Typical observed signal for PZT, with a damped out oscillation of
Fig. 1. Typical XRD pattern of a PZT thin film. the voltage at the natural frequency of the beam.
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Fig. 3. Remanent piezoelectric hysteresis loop and self-polarization of 1.6 Temperature (°C)

wm thick PZT. Fig. 5. Evolution of the capacitance with depolarization temperature.

Radiant Technologies RT6000 tester in manual mode atremanente,,; just after a saturate poling electric field is

300 K. about —4.7 C/m?. This value cannot be compared di-
rectly with the ones of the corresponding bulk material.
The film is part of the composite structure fijsubstrate.

3. Results and discussion For the direct effect, the corresponding, piezoelectric coef-
ficient directly measurable is the effective,,;, which

Fig. 3 shows a set of consecutive piezoelectric hystere- depends from the bulk tensor properties as follows:
sis loop obtained with increasing applied electric field, and

measured just after the end of the poling treatment. The
e;; remanent piezoelectric constant is shown with its

phase, i.e., the change of the sign&f; corresponds to a . . S . .
18C phase change of the piezoelectric response. VoItagesWhere the elongatiors, is negligible in comparison with

. ) : . the elongationS, and the strairT; is equal to zero. In Fig.
applled_ for pollng depend on the thickness of the film, 3 the magximurrile31f measured ig—4.7qC/m2 correspono?—
producing a max'um_e'eCt_”C field .Of 150 kAém. The ing to aV,,,,/a equal to 300 Vm. The bulk ceramic data
value of e;;; is an indirect information of the remanent of e, PZT is —5.2 C/m? [5] and thee,,, calculated
polarization Pr state of the film, and this degree of rema- st ) 5 Sl

T . value is larger and equal te-14.7 C/m*. We reported
_nent po_larlzatlon is poling time de.pend_ent. We have_shc_)wn also, that the virgin films( before any electric poling
Ir?ecF:arg;/;ustovg%rtI;i[nTa :L]:;[(igu?ndll:’nrgfotrlrzzcr?f gl(i)n m\l/r:)nI; etreatmen)t exhibited a weak piezoelectric activity, called

: y . . boling 9 self-polarization. Thee;,;; intensity corresponding to the
applied and to describe a square piezoelectric hysteress.self_ olarization varied from-0.2 to —0.6 C/m? with
The coercive electric fields found for piezoelectric hystere- _ P . . ’ .

. . o . : thickness ranging from 0.4 to 3,8m. The self-polariza-
sis are quite similar to those obtained, with the same

) ; tion, in the material, is systematically oriented in the same
electrode, on the ferroelectric hysteresis. The value of the
way, from the top electrode to the bottom electrode. From

the self-polarization and when the poling dc electric volt-
12 ‘ age is increased, the random orientation of dipole is modi-
T ‘ fied and a curve of first polarization is obtained. The
piezoelectric hysteresis loops are quite symmetrical but the

E

Cr3
€311 = €31 — C_Eess and |ez; > e,
33

CT //'\ 1 R presence of the initial self-polarization shifts upwards the
3 1
5 105 + 1
.g 1 | .
2 10 T
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Fig. 4. This plot illustrates the remanent capacitance and the dielectric

response of a PZT film after a dc poling electric field and measured at Fig. 6. Optical microscopy photograpiy< 1000 of PZT sputtered on
100 mV ac voltage. microcantilever.
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Fig. 7. SEM photographs of cantilevers befére a and &fter b PZT deposition.

hysteresis ire;,; axis, the positive coercive electric field is  respectively. We have directly observed the expansion of
decreased in favor of the negative coercive electric field. the cantilever beams after the annealing of PZT. After PZT
In the range of 0.4 to 3.8.m, the e;;; at saturate poling  deposition cantilevers exhibit an upward curvature that
electric field varied from—3.5 to —6.5 C/m? without could be the result of an internal stress within PZT thin
visible correlation with the thickness. It seems that the film due to thermal expansion mismatch between the
electrical quality of MIM structures: top electrode contact, layers. This stress can be reduced, if not suppressed, by
interfaces, etc. are factors that influence the measuredusing a buffer material with an opposite stress. This opti-
voltage at the film boundaries. mization and piezoelectric actuation are the subject of
Fig. 4 shows the variation of the PZT thin film capaci- further work.
tance measured at a low ac voltage of 100 mV, to avoid
any change of the remanent polarization state obtained,

after each dc poling treatment of 20 min. 4. Conclusions
Therefore, the minimum values are higher in compari-
son with capacitance resulting from a ferroelectd€v). In conclusion, we have characterized piezoelectric prop-

In contrast the maximum capacitance in piezoelectric and erties of polycrystalline PZT films with a composition near
ferroelectricC(V) are similar because they correspond 0 the morphotropic phase boundary by means of macrocan-
the same remanent polarization state of the film. Depolar- ijevers. Piezoelectric constaet,, is measured for differ-
ization of the film at elevated temperatures was alsO ent remanent polarization state. PZT thin films provided a
attempted. The film is gradually heated and the capaci- |arge piezoelectric constamt,; of —4.7 C/m2. The films
tance is measured when the film is cooled down to room ¢an pe efficiently depolarized under a temperature of
temperature. We found a complete depolarization for a 37¢°C, but the self-polarization does not disappear. We
temperature around 32010°C as shown in Fig. 5. Atthis  haye demonstrated that the PZT thin film process is com-
temperature only the self-polarization did not disappear but patiple with the cantilever microfabrication process and
the corresponding;,; decreased. . . does not deteriorate the piezoelectric properties of the PZT
To overcome the slowness of some systems like atomiCthin film. Since the PZT thin film has been successfully
force microscopy, which use only one cantilever, it is geposited on silicon oxide beam, further works will be
interesting to use parallel network cantilevers. In that case geyoted to the cantilever actuation.
each beam must be independent for detection and position-
ing can be obtained with a piezoelectric actuation. A
polycrystalline PZT film is deposited on 1Q0m long, 20
pm wide, 1pm thick silicon oxide microcantilever with a

surface morphology s_hown m_ Fig. 6. This optical m'_' [1] D.L. Polla, C. Ye, P.J. Schiller, T. Tamagawa, W.P. Robbins, D.
croscopy photography is taken just at the beam embedding ~ Gumac, C.C. Hseuh, Linear motion microactuators using piezoelec-
and at this point ferroelectric characteristics are measured  tric thin films, Proc. Mat. Res. Soc. 243 1992 55.

and are in agreement with values comes from an otherl2] D.L. Polla, P.J. Schiller, Integrated ferroelectric microelectromechani-
point of the film surface. cal system§ MEMS , Int. Ferroelectrics(7 1995 359.

Th . lect . imag SEM of th [3] K.R. Udayakumar, J. Chen, A.M. Flynn, S.F. Bart, L.S. Tavrow, D.J.
€ scanning electron microscope images 0 e Ehrlich, L.E. Cross, R.A. Brooks, Ferroelectric thin film ultrasonic

cantile_vers, bef_ore and after de_pos_ition and anngaling 0.7 micromotors, IEEE Ultrasonic Symposium Proceedings, 1991, 58.
pwm thick PZT films are shown in Fig.(7)a and Fig. ¥ b, [4] J.L. Deschanvres, P. Rey, G. Delabouglise, M. Labeau, J.C. Joubert,
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Micro-optomechanical sensor for optical connection in the near field
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A micro-optomechanical sensor has been used to collect and carry optical information at the
nanometer scale. This simple device consists of a, Sihcrofabricated cantilever used
simultaneously as an atomic-force microsco®M) probe and optical waveguide. When
approaching the micro-optical cantilever close to the surface, the tip converts evanescent waves into
radiative waves that propagate within the cantilever over long distances. Since the device is also
employed as an AFM probe, mechanical contact is fully controlled as the tip approaches the surface,
thus avoiding any crash. This sensor has been used to collect optical information from an optical
fiber in the near field. ©2000 American Institute of Physid$S0003-695(00)03838-9

Over the last 20 years, scanning near-field optical mi-applications:°-'?little has been done to take advantage of
croscopy(SNOM) has attracted a great deal of attention be-near-field optical techniques to enhance the optical coupling
cause it allows optical resolution beyond the diffractionefficiency in optical readout at the nanometer s¢aié>
limit.2? It has been extensively used mainly as an optical In this letter, a simple micro-optomechanical cantilever
metrology tool to obtain subwavelength information aboutmade up of low-stress silicon nitride is used as an optical
various types of samples. Several configurations such as itonnector designed to fulfill two function§) It is used as an
lumination, transmission, and reflection modes can be usedFM probe to accurately control the tip—surface distance,
in this technique. An alternative approach known as thehus avoiding a possible crash of the tip; afiid simulta-
tunneling-photon mode has also been developed over theeously, as the tip of the cantilever approaches the surface,
past few year$:* Whatever the configuration, significant im- the branch of the cantilever plays the role of an optical wave-
provements in near-field optical instrumentation have beeguide that collects the optical signal and carriers it to an
registered over the past few years due mainly to the particuexternal photodiode. This guiding effect, theoretically dem-
lar care taken to fully master the fabrication process of theynstrated by Boujet al, has been implemented for optical
probe. In this context, one of the most promising approachesonnections in the near field.
is the use of microfabricated probes such as those employed Arrays of low-stress silicon nitride (Si)l cantilevers
in atomic-force microscopyAFM). The most important fea- have been batch fabricated using standard micromachining
ture of this approach is the fact that these probes can be batéschniques. The starting material is a double-side polished
fabricated using standard micromachining techniques(100) p-type silicon wafer of 1—5) cm resistivity. The first
thereby avoiding cumbersome fabrication processes such ggep consists of the thermal growth of a 400-nm-thick ,SiO
those developed for elaborating optical fibers designed fofayer used as the masking layer for fabrication of the tip.
near-field microscopy. By way of example, pioneering worksUsing the fabrication process proposed by Ravi, Marcus, and
have shown that commercially available probes with a pyrat ju,*” sharp tips have been obtained with a radius of curva-
midal tip can advantageously replace traditional optical fi-yre of 50 nm at the apex. Following tip formation, the $iO
bers in near-field optical microscopy in combination with jayer is removed on both sides with a buffered HF solution.
AFM measurements.® More sophisticated devices have A second thermal oxidation leads to auta-thick SiO
also been proposed with a photodiode integrated at the endlyer, which will be used as the etch-stop layer in the last
of the cantilever. Special attention has been also paid to thestep, It should be pointed out as well that this oxidation also
fabrication of the tip itself to obtain micromachined coaxial sharpens the tip) A 0.95-um-thick low-stress SiNlayer is
aperture probe tips that could minimize the influence of thgpep deposited by low-pressure chemical-vapor deposition
cutoff effect on the optical transmission efficierfops also from silane SiH and ammonia N Stress in Sil thin
shown theoretically by Leinhost al, another important fea-  fjims deposited by this technique needs to be controlled as it
ture of these coaxial probe configurations is that the gain ikan result in large bending of the released microstructure.
transmission could be strongly increased compared to thens can be achieved by accurately controlling the deposition
one obtained using conventional aperture pr&oeg. _ parameters: temperatufie total pressure®, and NH/SiH,

Nevertheless, even though recent theoretical StUd'eﬁaseous rati®R 1 Moreover, by fully controlling the deposi-
along with experimental results have demonstrated the gregh, conditions, the stoichiometry of the deposited film can
potential of near-field optics dedicated to photonicyisy pe monitored, leading to a precise refractive index.
Here, a high refractive indexa 2.3) has been measured by
3Electronic mail: bergaud@laas.fr ellipsometry at a 830 nm wavelength. It should be pointed

0003-6951/2000/77(12)/1768/3/$17.00 1768 © 2000 American Institute of Physics
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l—‘ | AFM image PSTM image

(a) (b)

FIG. 1. Scanning electron micrograph of a 0,8f-thick, 20um-wide, ~ FIG. 3. A 10<10um synchronous AFM/PSTM image of an optical fiber
200-um-long SiN, cantilever. The index of refractionis 2.3. Bottom left: ~ used as a test sampl@ AFM image andb) optical image obtained simul-

close up of the tip. The radius of curvature at the apex is about 50 nm. taneously using the SiNcantilever as an AFM probe and optical wave-
guide. Interpretation of the optical image is quite complicated since the

coupling of optical and topographical information impact the optical signal.

out that the low refractive index of the thermal silicon diox- Nevertheless, it demonstrates the guiding effect of the branch of the canti-
. - - | h d tomechanical :
ide underneathrn(=1.45) ensures an efficient guiding of the everwhen tsed as an oplomechianical sensor
light within the SiN, waveguide, thereby reducing optical
losses during transmission. This guiding efficiency is greatly!ght towards the sample but not to collect evanescent waves
enhanced relative to a configuration in which the Sthin ~ from the samplé o _
film would have been directly deposited onto the silicon Optical deflection is used to measure the forces acting at
substrate. the end of the micro-optical cantilever. Tip—sample separa-

SiN, cantilevers are then patterned using,Gffasma tion is monitored with a proportional-integral-derivative con-
etching. On the backside, rectangular areas are defined Bipller ensuring the feedback control thanks ta piezoac-
selectively removing the Lsm-thick silicon dioxide. During tuator. Slmultanepus topographic and optical measurements
the final step, exposed areas are etched in a 20% TMARyere performed in contact and constant-force AFM mode.
solution at 90°C while the frontside is mechanically pro-USing such a mode, the tip of the micro-optical cantilever,
tected against etching with a dedicated Teflon. Free-standing€n approaching the surface, frustrates the evanescent
SiN, cantilevers are obtained by etching the Sifich-stop Waves that are convert_ed into radiative ones and_ propagate
layer in a buffered-HF solution. A scanning electron micro-&l0ng the cantilever, which plays the role of an optical wave-
graph of a micro-optical cantilever is shown in Fig. 1. Can-guide. A photodiode is located at the very end of the optical
tilevers are 20um wide and 200um long (spring constant cantilever to collect the optical signal. -
0.10 N/m. From a mechanical point of view, the SiNantilevers

The experimental setup selected to characterize the fai¥re characterized using a standard-patterned sample com-
ricated micro-optomechanical cantilever is schematically deP0S€d of 5¢5um* square holes with a depth of 0OAm.
picted in Fig. 2. The configuration substantially differs from These cantilevers permit obtaining reproducible measure-
conventional approaches used for near-field optical microsTents in both lateral and_ho_rlzo_ntal directions with a preci-
copy, even those involving microfabricated proBést cor-  Sion of about 50 nm. This is high enough to ensure good
responds to a photon scanning-tunneling microscopﬁ?ontm' qf the position and the forcg acting on the tip when
(PSTM) configuration where the sample is illuminated underthe cantilever is used as a mechanical sensor.
total internal reflection. This configuration is similar to the _ Concerning the optical characterization of the Sdn-
one used by Niwat al. where a SiQ cantilever coated with tilever and its guiding properties, an optical fiber that has

aluminum was used as a channel waveguide to propagate tRg€n molded into epoxy resin, thinned down to its core, and
then polished with alumna powder, has been used as a test

sample.
Computer [« This test sample has been chosen as it offers an opti-
mized configuration which is ideal for the study of optical

Force feedback connection in the near field. Indeed, the aim was not to de-
PID-Controller

termine the optical resolution of such a system because this
could have been done by means of dedicated gratings. Dur-
ing the experiment, when injecting a laser beam (
=1.06um) into the fiber, evanescent waves due to total in-
ternal reflection are created on the polished surface of the
——>) Amp&Filt }— fiber. While scanning the sample with ary piezoactuator,
the micro-optomechanical cantilever is in contact with the
polished core of the fiber and records simultaneous force

FIG. 2. Schematic diagram of the AFM/PSTM using a Soytical canti- (AFM) and optlcal (PSTM measurements. Flgure(aﬁ

lever. The test sample is an optical fiber in which a laser beam is injecteé;hOWS the AFM image of the core and Fiquthe corre-

(A=1.06m). sponding optical image obtained simultaneously on the same
Downloaded 11 Jan 2005 to 157.82.150.101. Redistribution subject to AIP license or copyright, see http://apl.aip.org/apl/copyright.jsp
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scan area (18 ]_Olumz)_ As expected, a guiding effect can PSTM provided the cantilever tip is sharp enough to enhance
be noticed within the branch of the cantilever. This experi-lateral resolution.
mentally confirms the theoretical work of Bougi al. who

have shown, by calculating the time-averaged Poynting vec- The authors kindly acknoyvledge_ all the cl_eanroom staff
S o _ members of the LAAS for their efficient technical support.
tors distributions within a similar structure, that the energy

flow is quite important not only in the direction, where it is

usually collected in classical experimental setups, but also at
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We present the realization and performance of a multiprobe microcontactor made of an array of
metallic microcantilevers inserted in an atomic force microsd@#eM). This instrument permits
simultaneous AFM imaging and electrical characterization of nanoscale devices. It is therefore well
adapted for future generations of molecular devices. The probesame®ide metallic cantilevers

that are brought in contact with3mXx 3 wm metallic pads of a nanocircuit using a nanopositioning
table. The performance of the instrument, tested on mesoscopic metallic wires and carbon
nanotubes, shows that the reproducibility of the electrical contact between the probes and the circuit
is better than 99.2%. @000 American Institute of Physids$S0034-67480)00305-1]

I. INTRODUCTION To reduce the number of interconnection levels, to in-
crease the number of nanojunctions that can be tested per
Planar electrical connections with a nanoscale devicevafer, and to suppress the photolithography and the wire
like a nanotub® or a molecular gafeactually require four ponding steps, we have designed, realized and tested a me-
levels of interconnections(i) a planar nanojunction where tallic microcantilever array of electrical probes integrated
the molecular device is adsorbed with both ends to the junawith a commercial atomic force microscogdFM) head.
tion electrodes;* (i) mesoscopic metallic leads which are This technology enables the systematic electrical character-
generally a direct continuation of the nanojunction elec-ization of nanodevices mass fabricated on a single wafer
trodes,(iii ) large metallic pads connecting these leads to fawithout need for the standard free-wiring technique.
cilitate the bonding of a 2@m-diam metallic wire, andiv) The principle of this multiple electrical contact probe is
the bonding between the pads and metallic wires bondegresented in Fig. 1. It is a generalization of the use of a
usually by thermosoldering or conducting paste on the padsingle metallic tip cantilever for local electrical testinand
Consequently, the number of interconnected nanojunctiongs the standard multiprobe heads used in microelectronics. A
per wafer is relatively small, generally less than one nanogyal imaging procedure is required for the coarse alignment
junction per 0.01 mrhbecause of the large surface area re-of the multiprobe array on the metallic structures with an
quired for bonding the pads. Furthermore, these pads aigytical microscope and for imaging the nanojunction and the
generally fabricated using a photolithography process whichnglecular device with the AFM during its electrical charac-
introduces difficulties in terms of cleanness and alignment ofgrization.
the pads compared to the e-beam fabricated mesoscopic |n the first part, the extension of a commercial AFM to
Ieads. The large pgds also result in an heteroge_neous Surf%%orporate the nanojunction testing unit, under the AFM
which put constraints on the molecular depositiand the  pead, is described. Second, we describe the fabrication pro-
manipulation techniques used to position the molecular degess of the metallic microcantilever array. Finally, the per-

vice on the nanojunctiob. formance of our microprobe array are presented for two and
four point resistance measurements of mesoscopic wires and

@E|ectronic mail: ondar@cemes.fr single wall carbon nanotubes.

0034-6748/2000/71(5)/2087/7/$17.00 2087 © 2000 American Institute of Physics
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Optical AFM head
camera e
Printing Sample
board
Nanopositioning Cantilevers chip
FIG. 1. Schematic of the AFM metallic microprobe array systé.is the () table

original Dimension 3000 AFM step motofB) is the three-dimensional
coarse approachiC) is the rotation stageD) is the nanopositioning table, ) )
(E) is the printed board circuit holding the microprobe array ct#),is the ;:r P
end of the microprobe chip, ari&) the wafer with the e-beam nanofabri-

cated circuits.

IIl. AFM MODIFICATION

Our multiprobe electrical contact array is inserted under ; . 20 um
the head of a Dimension 3000 AFkDigital Instruments . T
Being a moving probe—stationary sample based scanning b)
instrument, the new multifunctional sample holder can be
used without perturbing the image acquisition. The AFMFIG. 2. Realization of the AFM metallic microprobe array systéahPho-
head is also equipped with an optical microscope for prepot_ograph _of the system. The_ AFM hea_d was not engaged for better vievy of

. h the cantilevers(b) optical microscope image of the wafer, the AFM canti-
sitioning of the t.Ip apex On the surface. Furthermore, thﬁever(in black and the ten metallic levers array. The top four of these levers
geometry of the instrument is such that new tools are easilyre positioned to contact four micropads.
introduced laterally under the scanning head, like the micro-
cantilever probe array proposed in Fig. 1.

First, the sample holder was modified to incorporate &o connect each of these cantilevers to the external measure-
low noise nanopositioning table NPS338Queensgate In-  ment units(Keithley 617 electrometer and Keithley 192 mul-
struments This “nanotable” was mounted on a D8OMM timetey. Part of the microcantilever electric wiring is inte-
rotation stagéMicro-Controlg to correct for possible angu-  grated on the cantilever silicon chip and the other part on a
lar orientation mismatches of the microcantilever array in thesiangard printing board. The position of the holder is con-
x andy directions relative to the sample surface. The rotation,)jeq by three M-UMR3.5 translation stage@icro-
stage precision is 1/60° which is sufficient to correct for aControIe. Note that the holder is fixed on the translation

possible misalignment. This new sample holder has four deétage with a small vertical tila few degreesto facilitate the

Srer)]es I(t)f frleedolm, W'thni?fhwfrﬁlC\?vntrrmlli&?l/’ ‘Z?dzl pos;:]- nt contact of the cantilevers with the surface. The array is po-
ons. fIs close-loop controfier alows reliable GISplacementSy; o \yithin 5um of the microcircuits on the wafgFig.
of 100umX100umXx15um in the x, y, and z directions,

) - 2(a)], and the nanotable sample holder is then used to contact
respectively. Nanometer level reproducibility was demon-the microcantilevers with the microcircuits contact pads. The
strated by the manipulation of a nanofiber of 1 nm in pads.

diametef with the AFM tip apex. Instead of using theand microcantilever array chi_p holder fits gndgr thg cantilever
y scans’ ability of the AFM head to perform this manipula- No!der of the AFM headFig. 2b)], enabling imaging of the
tion, we activate the andy degrees of freedom of the nano- ngnOJunchn when_the metallic cantilever array is in contact
table and define the target position of the manipulation withVith the microcircuit. B _ o
the computer controlled program. The nanotabtiegree of An image of the modified AFM is shown in Fig (@.
freedom was used to bring the tip apex in close contact witdNotice that, to install the nanotable under the AFM head, the
the nanofiber, the fiber was then successfully manipulated b§FM stage had to be raised by 3 cm. The influence of this
moving the nanotable along theandy axis. No deteriora- modification was tested on the AFM resolution. With the
tion of the AFM imaging performances was measured withQueensgate table turned off, no difference in resolution
this new sample holder. Notice that we have kept the residergould be detected between the modified and nonmodified
step-by-step motorization stage of the original DimensiorPAFM (a noise of 0.3 A was measured in both cas¥ith
3000 AFM for easy positioning of the nanotable under thethe nanotable on, we optimized the parameters of the feed-
AFM head(Fig. 1. back loop to minimize noise. In this configuration, the noise
To support and position the microcantilever array underincrease€0.6 A) but with no noticeable influence on image
the AFM head, a lateral holder has been designed and fabrijuality. This configuration gives a slower response when
cated. In addition to hold the silicon chip integrating the moving the nanotablé42 ms for a 0.5um displacement to
metallic microcantilever arrafjsee Fig. 2] it is also used be compared to 2 ms for the fast response configurebon

A A
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] TiAu native is to use metallic cantilevers that can provide repro-
- EE SO, ducible electrical contacts*° The metallic cantilevers used
- S in our experiment differ from those presented in these works

by the fact that they are used in an array with reduced size
and used solely for electrical characterization since imaging
is performed independently with the AFM.

The metallic microcantilever array chips are fabricated
in three steps, as presented schematically in Hig.. Ihe
process starts with a 4 in. double-side polisk&d0) p-type
silicon wafer of 1-5( cm resistivity. The first step consists
in thermal growth of a Jum-thick silicon dioxide layer at
950 °C. This layer is selectively etched in buffered HF on the
front side and left on the back side to be used as a masking
layer. A second oxidation at 1150 °C is then performed to
obtain a thinner oxidg0.1 wm) with improved electrical
properties. The purpose of this layer is twofold, it acts as an
interfacial insulating layer between the substrate and the me-
tallic cantilevers and as an etch stop layer during the final
etching. The shape of the cantilevers, as well as the connect-
ing wires and pads, are defined on the front side through a
2.8-um-thick reversible photoresist pattefdzZ5214E). A
0.1-um-thick Ti layer and a lum-thick Au layer are then
deposited by evaporation. Titanium was selected as a plating
layer over several candidates considered, including chro-
mium and nickel. Chromium was not chosen in order to
avoid the formation of a highly stressed layer that can dras-
tically affect the mechanical properties of the released struc-
tures. Nickel was also avoided even though it leads to a
reduction of the residual stress within the layer since the
adhesion of nickel on silicon dioxide is poor. Titanium is a
good compromise to obtain a good adhesion layer between
silicon dioxide and gold while ensuring the formation of a
low stressed interfacial layer. A lift-off process which con-
sists in selectively removing the Ti/Au film on the photore-
sist layer is then performed leaving the cantilevers with the
connecting wires and pads.

© Since slightly upwardly bent cantilevers are desirable to

produce a prominent tip for electrical contact under the

FIG. 3. Details of the fabrication and design of the microprobe array chip.AFM’ special attentlo_n has beeh paid to the .Co_ntrOI Of,the

(a) Schematic of the process with) the first layering(b) the metallization = D€am stress by tailoring the residual stress within the Ti/Au

to define the lever, angt) the back side etchindh) electronic microscope  bilayer before releasing the cantilevers. This has been

imgge of thg enq of a chip _showing the array of the ten microlevers withy-hieved by carefully choosing the thickness of the Ti layer

their respective integrated wiringg) electron microscope image of the full . . . N

chip where the complete interconnection circuit and its bonding pads ar@‘nd by_ addlng an anneallng step in the fabncatl(_)n process.

clearly visible. Annealing has been performed at 450 °C for 30 min under an
N,/H, environment.

this is not a crucial point in our experiment as we are not ~ ©On the opposite side of the substrate, rectangular areas

dependent on a fast response time. are defined by selectively removing theuta-thick silicon
dioxide. During the final step, these exposed areas are etched

in a 20% TMAH solution at 90 °C while the front side is
mechanically protected against etching with a dedicated
chuck made of Teflon. TMAH etching was preferred to KOH

The use of an atomic force microscope with a conductetching since the etch rate of silicon dioxide in TMAH is
ing cantilever is the most common way to perform electricalvery low'! at this temperature: The silicon etch rate is about
characterizations of nanostructures especially for measurin®.9 um/min and the silicon dioxide etch rate is 0.2en/min.
capacitance. These conducting cantilevers are usually fabriFhe 0.1um-thick SiG, layer can therefore be used as an etch
cated by coating commercially available cantilevers with thinstop layer while the Zsm-thick SiG; layer serves as a mask-
metal films? Nevertheless, this method suffers from wear ofing layer. During the last step, the Oudm-thick silicon di-
the metallic thin film that drastically impacts the quality of oxide layer is etched in buffered HF leaving arrays of free
the electrical contact after repeated scans. A promising altestanding metallic microcantilevers as shown in Fig)3

Ill. FABRICATION OF THE METALLIC
MICROCANTILEVER ARRAY
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FIG. 4. An example of a 4-points measurement per-
formed on a 0.2xm wide metallic wire(a) AFM image

of the complete microcircuit with the four interconnec-
tion micropads for the metallic lever of the array. No-
tice that the nanolithography performed is such that the
metal of the circuit is almost at the same altitude as the
wafer surfacgwithin 0.5 nm); (b) details of the 2-point
and 4-point current—voltagd £V) measurements per-
formed on the(a) mesoscopic wire. The two insets are
top left, a detail AFM image of the wire with its four
interconnections and bottom right, an AFM image of a
microcantilever connecting a micropad during theV
measurement. For this 5-nm-thick gold-palladium wire
supported  a 5 nmadhesion layer of titanium on
SiO,, theA—B, B—C, andC—D 2-point measurements
give resistances of 5.5, 6.7, and 5.8 krespectively.
The A—-B—C-D 4-point measurement gives a resis-
tance of 2.28 R.

A f”{’

-120 4 L

(b)

The cantilevers are 1,4Am thick, 2um wide, and 6Qum  grees of freedom coarse displacements of the microcantilever
long with a spacing of 4um. The intercantilever separation holder under the AFM head optical microscope. Thereafter,
is compatible with the micron scale pads fabricated bythe nanotable is used to fine align the lever and establish the
e-beam lithography together with the connection pads andlectrical contact using theaxis displacement to gently rise
the nanojunctiongsee below. A complete microcantilever- the sample wafer until electrical contact is achieved. Notice
array chip with cantilevers, integrated wiring networks, andthat the micropads metal thickness is only 10 nm. However,

contacting pads is presented in Figc)3 no net change of the corrugation of the pads surface could be
recorded by AFM after contact with the microcantilevers.
IV. ELECTRICAL CONTACT PERFORMANCES The |-V measurements are performed as in any 4-point

measurement, using a current source through levers A-D
and a voltmeter contacted on levers BHEg. 4(a@)]. The

were fabricated. Now a classic in transport physfcsuch room temperature conductivity of our mt_aso;copic wire is
structures are very useful to test the ability of each microfound to be 0.76uQm. The probe—nanocircuit contact re-

cantilever in the array by contacting the wires in a two orSistances of about 800 were deduced from the measure-

four probes geometry. For these two types of measurementd!ent of the 2-point and 4-point resistances on the BC
the micropads on the wafer are onlyu®nx 3 um in size nanowire segment between electrodes B ar[dFig. 4(b)].
and are e-beam fabricated at the same time as the mesoscopic 2-Point resistance measurement structures were used to
wires [Fig. 4a)]. test the stability and reproducibility of the microprobe tech-
The outcome of a 4-point resistance measurement igique described above. To evaluate the stability of the elec-
shown in Fig. 40). AFM images can be taken in parallel tric contact, we have first recorded the fluctuation during 12
with the recording of the current—voltage<V) characteris- h of the 2-point resistance measured on a single mesoscopic
tics [Fig. 4b)]. The four metallic microcantilevers are first wire [Fig. 5a)]. The maximum residual resistance variation
prealigned on the four microscopic pads using the four deis only 0.2% after an initial stabilization time. The reproduc-

To study the performances of our electric microprobe
array, a series of mesoscopic metallic wires @@ in width
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ibility of the contact was evaluated by inputting a regularmanual procedure. In this case, the positioning of the micro-
vertical z shift of the nanotable in order to establish and thencantilever array is fine tuned by using the computer con-
suppress the contact between the levers and the micropatislled displacements of the nanotable sample holder, follow-
[Fig. 5(b)]. This experiment also gives an indication of theing the displacements with the optical microscope in the
short time fluctuations, i.e., the time constant of the equili-AFM head. A fully automated version of this procedure is
bration of the resistance. We find that after a stabilizatioreasy to implement and will reduce the measurement time.
time of about 20 s, an equilibrium value is reached. The A limitation of our microcontacting procedure is the
variation of this value from one contact to the next is lessleaking current observed at large voltage, due to surface
than 0.8%. This shows that the electrical probe—circuit constates on the surface of the silicon chip where the mi-
tact is reproducible. Notice that the vertical procedure to superolevers are fabricated. Currents as high as 10 pAafb V
press the contact is difficult to perform due to adhesivebias are recorded between the microlevers when the array is
forces which constrain the microlever on the surface. Therenot in contact with a metallic structure. The setup is therefore
fore, az shift as high as 7um was necessary to reach the adapted for the measurement of currents in the nanoampere
noncontact regime. We have also noticed that a current inregime or higher. For lower currents, a compensation method
tensity larger than LA is more effective in providing a fast can be implemented taking into account the static leaking
contact stabilization than current intensity in the nanoampereurrent. Bias voltage up to a few volts can be applied be-
region. tween the microlever without perturbing the AFM imaging.
To evaluate the ability of our instrument to rapidly test However, higher voltages may create electrostatic effects
different circuits on the same wafer, we selected two nearesthat perturb the imaging of nonconducting samples as we
neighbor microcantilevers and, without changing the selectedbserved in a study of the breakdown limit of nanojunctions.
microcantilevers, we successively recorded Ith&/ charac- Finally, to prove the advantage of our microprobes array
teristics of six mesoscopic wires, Om in width selected in nanoelectronics, we have fabricated molecular nano-
each in a family of eight identical structurésig. 6). The 3%  Wheatstone bridges using two carbon nanotubes on four
variation of the resistances measured can be attributed ®lectrodes geometry. First, 1000 nanojunctions with four
small fluctuations from wire to wire in their granular struc- electrodes were fabricated on a single wafer. Then, nano-
tures. Measuring such a series takes less than 10 min withtabes were combed in parallel on these juncfidgngorm the
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FIG. 6. Optical micrograph of a wafer with rows of mesoscopic wiresgwide. Each of the 12 horizontal segments appearing in the image consists of
eight wires with their 3umx 3 wm contact pads as shown in the inset. Th¢) curves correspond to characteristics measured on one wire in every row. The
values of the resistances are 11, 10.7, 10.8, 10.7, 10.8, an@11 k

four resistances of a hano-Wheatstone bridge. The one préridge thus opens the possibility to fulfill the bridge equilib-
sented on Fig. (8 is made of two nanotubes of different rium conditions. While detuned, the potential differencen
diameterg7 nm and 1.4 niy the larger diameter one being the center of the bridge as a function of the driving curilent

a bundle of 1.4 nm single wall nanotubehis nanocircuit is presented in Fig.(B) together with the corresponding cir-
realizes a detuned Wheatstone bridge. Due to our ability teuit diagram.

contact simultaneously at least four micropads, measure- In conclusion, we have assembled an AFM based elec-
ments can be performed on any of the nano-Wheatstongic microtester which is very well adapted for molecular
bridges found on the wafer using the AFM images. Furtherdevices. It combines the full nanoscale image capability of
more, an advantage of our AFM microprobe array is that aan AFM with an optical coarse approach, both well adapted
given bridge can be imaged permanently during the electricab the nanotable which supports the wafer and to the metallic
measurements. As reported in Ref. 1, the electrical resistancrultiprobe array which fits under the AFM tip holder. It
of a carbon nanotube can be changed by deforming the tuljgermits simultaneous imaging and electrical characterization
by AFM manipulations? Deformation of one branch of the of the large number of nanoscale devices that can be fabri-
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FIG. 7. (a) AFM image of a nano-Wheatstone bridge and schematic representation of the electrical circuit. The four electrodes ABCD are bridged by two
nanotubes with diameters 7 nm and 1.4 nm for the upper and lower tubes, respectively. Thel ésrapplied between electrodes B and D and the tension

V is measured between electrodes A andif.I (V) characteristics measured on the nano-Wheatstone bridge following the electrical diagram schematized
in the inset. The values of the resistances determined by 2-point measuremedr{s=&#0 K}, R,=16 MQ, R;=20 MQ, andR,=1.1 MQ. This gives a

detuned bridge. Note that théV) characteristics gives a resistance of 28Ddomparable with the value of 34@kwhich is expected for a circuit with the

2-point measured resistances reported above.
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Viscosity measurements based on experimental investigations
of composite cantilever beam eigenfrequencies in viscous media
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Experimental investigations have been conducted to study the multimode dynamic response of
composite cantilever beams in various viscous media and to determine their viscosity. Theoretical
eigenfrequencies are computed using the analytical model proposed by Sadiapl. Phys34, 64

(1998 ] based on the analysis of the hydrodynamic function of cantilever beams. A good agreement
is found between theory and experiment for the first two resonant frequencies of composite beams
operated in air and in water. The same experimental approach is used to determine the viscosity of
ultrapure ethanol. Thus, it is established that Sader's model represents an accurate alternative for the
determination of liquid viscosity in small voluméabout 50ul) which might be of great importance

for microfluidics applications. Finally, the limits of the method are underlined by monitoring the
dynamic response of cantilever beams in silicon oil. 2600 American Institute of Physics.
[S0034-6748)0)00906-7

I. INTRODUCTION cillatory motion of structural components in a viscous me-
dium at the microscale have become fundamental from a

Since its invention by Binniget al," the atomic force practical point of view, particularly in application to the
microscope/AFM) has become an essential tool for investi- AFM.18 Several groups have published results on the fre-
gating samples in their native medium, especially for studiegjuency spectra of cantilever beams immersed in a fluid. To
of biological matte.™ Operating this microscope with the do so, they have relied on two different theoretical ap-
cantilever and sample in liquid allows more realistic environ-proaches: the equivalent spring-mass-damper syst&ht®
ment and nondestructive imaging of soft samples such agnd the “hydrodynamic” functions method%2%?with the
plasmid DNA on mica in watet> Moreover, when the can- former approach, the cantilever beam is modeled as a mov-
tilever is fully immersed in liquid, capillary forces are dra- ing sphere or a string of spheres of radRi& This model is
matically reduced or even suppressed, thus enhancing imagglid for the first mode of resonance only, its extension to
resolution® Nevertheless, submersion in a liquid environ- superior modes involving a complex analysis of the physical
ment considerably affects the mechanical response Qdarameters that govern the dynamic phenonfénalith the
Cantilevers7._12 Because the SenSitiVity of the AFM direCtly hydrodynamic function approach, the real geometry of the
depends upon the oscillatory behavior of the cantilevegantilever vibrating into a viscous fluid is taken into
beam, an in-depth understanding of the main phenomena thgtcount! Moreover, this method allows multimode analysis
govern vibrations in confined viscous fluids is essential.  in the limit of small dissipative effects.

When a structural component vibrates in a viscous fluid,  The aim of this article is to experimentally investigate
the fluid significantly increases its effective mass and puts ghe multimode dynamic response of Composite cantilever
damping contribution to its dynamic behavior. Hence, thepeams in various viscous media. The shift between cantilever
eigenfrequencies of a structural component in a dense Mesigenfrequencies in liquids and in vacuum is then imple-
dium are considerably reduced compared to those in vacuursented in the hydrodynamic model developed by Sdder
while the oscillation amplitude is Signiﬁcantly damped. Thedetermine the ||qu|d Viscosity_ Other Workers proposed ex-
study of added mass and fluid viscosity at the macroscale hgserimental methods to determine the viscosity of fluids using
attracted considerable attention since the early work Ojifferent theoretical models: the Ito and Nakaz&model
Stokes® on fluid motion. Many configurations have been ysed by Inabat al” in their photothermal vibration method
proposede.g., a sphere oscillating in a flultt°a rod sur- o Chenet al'? model implemented by Odeet al® to mea-
rounded by a fluid annuli8or vibrating in confined viscous  gyre liquid viscosities using standard AFM cantilevers. Here,
fluids;"" or a cylinder oscillating transversally in a fldftl  the experimental results presented are in good agreement
but all the theoretical approaches required solving theyith those derived from the analytical model proposed by
Navier—Stokes and continuity equations coupled with thesager for composite cantilever beams vibrating in viscous
motion equation specific to the structural component vibratsigs 2*
ing in the fluid. . The article is structured as follows. In Sec. Il we de-

More recently, knowledge and understanding of the 0Sg¢rihe the experimental setup and the sample preparation.
Section Il is devoted to theoretical considerations based on
3Electronic mail: bergaud@laas.fr Sader's modet! Then, the resonance spectrum of five dif-

0034-6748/2000/71(6)/2487/5/$17.00 2487 © 2000 American Institute of Physics
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Laser diode Photo diode
Borrosilicate glass Silicen figuid cel

. 4 Sample FIG. 2. SEM photograph ofa) an array of released composite $iAu
Pz H SRR cantilever beams glued to the bottom of the silicon cell @sdmagnified
(@) image of the cantilever beam array.

22% TMAH solution at 90 °C while the wafer back side is
mechanically protected against etching by dedicated chucks
made of teflon. Some wafers are etched through while for
others the etching process is stopped before ending. The
former ones are glued using an epoxy gl(E@otecny E50b

in such a way as to obtain small reservoirs when assembled
with the latter ones used as bottom parts as shown in Fig.
1(b).

Figure 2 shows a scanning electron microscGpEM)
photograph of an array of released composite,Si& can-
tilever beams glued to the bottom of the silicon cell.

To record the frequency spectra of cantilever beams in
liquids, a sample containing one array of five beams of dif-
ferent length is glued to the cell bottom and fully immersed
into the liquid[Fig. 1(a)]. An ultrathin borrosilicate glass is
placed onto the cell to avoid wave formation on the liquid
surface that could affect the laser beam deflection.

B. Experimental setup

FIG. 1. () Schematic diagram of the homemade experimental setup used  Resonant frequencies of the SiGA\u composite cantile-
for the |nves_t|gat|ons of cantilever dynamic responses in viscous m&xlia. ver beams were measured using the optical beam deflection
Assembly diagram of the component parts of the silicon liquid cell. . . e .

(OBD) technique. For mechanical excitation, the silicon cell

containing the cantilever beam array immersed into the lig-

ferent cantilevers in three different mediair, water, and S . . .

: s ; uid is carefully glued onto a 2-mm-thick 10-mm-diam circu-
ethano) is presented along with discussions based on come. i lectri Liaht f diode | I
arisons between theory and experiment. Finally, on the b ar piezoe ectric actuato_r. ight from a diode lagate es
P ' ' riot, 631.8 nm, 5 mW is focused onto the sample via a

et Sl ictoscop lensLetz, UK 50108 and reflected an 3
sipative effects position-sensing quadrant photodetedtdamamatsu, SGD-

' 444A-4). The signal is amplified differentially and measured
by a lockin amplifier(EG&G, 7260 DSP lockin amplifigr
with a 250 kHz bandwidth. Resonant frequency measure-
A. Samples and liquid cell preparation ments were carried out at ambient temperature in four differ-
ent media: air, deionized water, ultrapure ethatiderck,
983), and silicone oil(Rhodorsil, 47V50.

Il. EXPERIMENTAL PROCEDURE

Arrays of SiQ cantilever beams 4Qm wide and 150 to
300 um long with a 50um step were batch fabricated using
surface and bulk mlcromaghlnlng techniques. The_ fabr|cat|or|1”. THEORETICAL CONSIDERATIONS
process has been described elsewRerm addition, all
beams were coated with a Qudn-thick gold layer by means As mentioned before, most studies on the dynamic mo-
of the evaporation technique. tion of cantilever beams in viscous media are based on the

To investigate the dynamic response of cantilevers irspring-mass-damper approach. This model relies on the de-
liquids, a cell that fits on the piezoceramic actuator of thetermination of the radius of the equivalent sphere from the
experimental setup has been fabricated, as shown in Figxperimental value of the quality factor for the first resonant
1(a). The cell is made of silicon. Its fabrication relies on 4 in. mode in order to extend the study to higher harmonics. The
double-side polished100 p-type silicon wafers 50Qum limitations of this approach have been thoroughly discussed
thick. A 1-um-thick silicon dioxide layer is thermally grown elsewheré:?®
at 950 °C. On the front side of each wafer, square areas are In contrast, the hydrodynamic function approach relies
defined by selectively removing thegm-thick silicon diox-  on the exact geometry of the cantilever beam and there is no
ide. During the final step, these exposed areas are etched imaed for an experimental parameter to investigate higher har-
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— T T water piezoceramic actuator is increased to 4 VV when operating the
0.014 7 ethanoi . . .
" air cantilever beams in fluids. Hence, the same order of reso-

nance amplitudes is found in air, water, and ethanol, respec-
tively. Nonetheless, increasing the excitation amplitude often
causes nonlinear resonance phenomena that may disturb the
detection of the cantilever beam eigenfrequencies. Therefore,
experimental values of resonant frequencies were obtained
from the phase transferg.e., 0° and—180° phase shift
rather than amplitude variations, as the former seemed less
sensitive to nonlinear phenomena.

Also, when operating in liquid media, a very high am-
plitude “resonance plateau” occurs in the vicinity of the
upper limit of the lockin amplifier bandwidtli250 kH2.

T . il Since in this frequency range, the sound wavelendbin
Frequency (kHz) example, about 6 mm in water at 250 KHg of the same
order of magnitude as the silicon cell dimensiqssrface
FIG. 3. Typical frequency response of a 2af¥-long composite Sig-Au equal to 5 mnx5 mm), acoustic waves must be excited in
c_antilever beam_obtained by optical beam deflection technique showing thg,a liquids. This has already been observed by Kirstein
first two modes in aif—), ethanol(—), and water(- - -). 10 -
et al.™” This is why frequency measurements have been re-

. . . . stricted to the fundamental mode and first harmonic.
monics. The study of the dynamic behavior of composite

cantilever beams in air using Sader's model has already
shown a good agreement between experiment and tﬁéory.A
As a result, experimental investigations extended to the dy- A MATLAB 28 algorithm derived from the aforemen-

namic motion of microstructures in liquids through Sader’stioned theoretical study enables us to predict the position of
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u.)

3 0,010

o
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o
[
I
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.§ <
1

0,000

. Air and water

model, are presented in this article. the resonant peaks of the SiOAu composite cantilevers.
Sader has shown that for small dissipative effects, théor a composite beam made up of two materiBlsand pA
resonant frequency of modein fluid w; , is given by* must be replaced bl omposic’” and psioAsio, +PacPau -
mpob? -2 respectively, when theoretical resonant frequencies are com-

Wi =, ol 1+

10 rea[I'(ws )| () puted. Computation relied on a densityo,=2795 kg/ni
and Young’s modquESi02=79 GPa for the Si@layer and

a density p,,=19300kg/m and Young’s modulus
EA,=80GPa for the Au layer. Physical properties of the
media have been assumed as follows: for @if=1.2 kg/n?
and 7,,=1.8x10"° kgmls ! and for water, pyater
=1000 kg/nt and 7,ae=1.13x10" 3 kgm ts™1, at 20 °C.

In addition to the theoretical results shown in Fig. 4,

wherew, , is the resonant frequency of modein vacuum
and redlI’(w¢ )] the real component of the hydrodynamic
function I'(w) when » stands forwy .

From Eq.(1) it appears that the resonant frequency of
moden in fluid w¢ , may be computed by knowing the reso-
nant frequency of modein vacuume, ,, the density of the

f!wd po, and the real component of the hydrodynamic 1Eum:'experimental data for the cantilever beam resonant frequen-
tion rea[l'(w)]. e . :
cies in air and in water are displayed as well. A very good

It should be noted that Eq.l) might be a valuable . )
method for measuring the viscous properties of liquids byagreement is found between experiment and theory when
Flking into account the effect of the gold layer on the reso-

determining the shift between resonant frequencies of sma}

cantilever beams in fluid and in vacuum. Nevertheless, ongant frequencies while the discrepancy between theory and

should be reminded of the limits of this model, particularly :?Sﬁe;;g];g tv\;:r?ennbdeis(qrggzrsé;%gflt;imefizg; ss of 20% for the

when the dissipative effects in the fluid become significant, A A .
as will be shown in the next section. In the gvent of vibrations in air, _the rgsonant frequencies
of the cantilever beams are almost identical to those encoun-
tered in vacuumwith an error of 2% or legsas pointed out
by other workers:?° This is justified by the almost complete
To experimentally investigate the model proposed byabsence of added mass or viscosity effects when the beams
Sader for the vibration of rectangular cantilever beams irare operated in air.
fluids, resonance spectra have been monitored for five differ-  In water, Sader’'s model seems more relevant for longer
ent samples in four media. Figure 3 shows typical responsesantilever beams since the relative error between experiment
of a composite Si@-Au cantilever beam. Measurements in and theory never exceeds 8&xcept for the second resonant
air are performed with a piezoceramic actuator excitation ofnode in water for the 20@em-long cantilever beam where
0.5 V. As expected, when the cantilever beams are fullythe error is about 13% In this medium, the added mass
immersed in a liquid medium, resonant peaks tend tdecomes a significant fraction of the total mass in dynamic
broaden reducing their amplitude and shifting toward lowemotion because the fluid density is comparable to the effec-
frequencies. This is why the signal-to-noise ratio is dramatitive density of the structur&.Moreover, viscous dissipative
cally reduced. In order to counter this, the excitation of theeffects should be limited in the vicinity of the resonant

IV. RESULTS AND DISCUSSION
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RESONANCES IN AIR TABLE |. Experimental resonant frequencies for the first two modes in
500 - 2" mode ethanol for composite Si2-Au cantilever beams with various lengths.
[m]

Length f1,ethemo| f2,ethanol
400 () (kHz) (kHz)

100 26.0 177.1
150 10.9 76.8
200 5.4 42.6
= 250 3.6 26.3
300 2.3 18.0

(%]

o

(=]
1

Frequency (kHz)
n
8
1

100 1 1" mode X

As an intermediate conclusion, it can be assumed that
° — 7 - — T Sader’'s model accurately predicts the position of the reso-
50 100 150 200 250 300 350 .

Length (um) nant peak frequency of a rectangular cantilever beam per-

@ forming dynamic motion in a viscous medium.

200 RESONANCES IN WATER B. Ethanol

180 S To gonfirm this theory, cantilever peams hqve peen op-
160 - g erated in ultrapure ethanol the density of which is about
140 - Pethanoe= 790 kg/n?. Owing to the extreme volatility of etha-
1204 nol, resonant spectra were acquired in a minimum amount of
100 time. Thus, the silicon cell have been filled with liquid when-
a0 ever a new cantilever resonant response has been monitored.
R It should be recalled that Fig. 3 shows a typical response of
0 # mode a composite Si@-Au 250.um-long cantilever beam in eth-
1 ¥ R X anol. Table | lists the experimental resonant frequencies for
X X w the first two modes of composite Si©Au cantilever beams.
so 100 150 200 250 300 250 In this case, the experimental approach was different,
Length (pm) i.e., the experimental resonant frequencies values were en-
®) tered in Eqg.(1) to determine the ethanol viscosity. Figure 5
shows the value of the ethanol viscosity as a beam length

FIG. 4. Experimental and theoretical peak resonance vs cantilever length fq{;nction for the first two resonant frequencies. An average
the first two modega) in air and (b) in water. Each experimental point : : —3 —1a—1 ; _
corresponds to an average of 10 experimental vélllestheoretical values, et,han0| VISCOSIt’y of 1.05 O'_31>< 10 kg.m ,S is ob
x—experimental valus tained by Sader’s modelapplied to the vibration of rectan-

gular composite Si@-Au cantilever beam into a liquid me-
dium.
peaks. This can be assumed after confirming that the imagi- Based on these results, several remarks can be made.

nary component of the term First, there is a good agreement between the experimental

Frequency (kHz)

60

20

K

TPwateD? 1/4 average viscosity and the one specified by the ethanol sup-
X=[1+ —4pA I'(@n fiuia) 2
w0s theoretical viscosity level = 1.35e-3 kg.m™'s™
is far smaller than its real component—in our case, ] O experimental viscosity

Re(X)/Im(X)~0O(10?) for any beam length and resonant T
mode—knowing that the former highlights the viscous dissi- "¢
pative effects while the latter expresses the added mas &
effects?* However, for smaller cantilevers, the viscous dis- Z %3
sipative effects become increasingly important as the ratiog ]
I/b significantly decreases. This accounts for the discrepancyzoo!
between theory and experiment for the 100- and A&®- §
long cantilever beams where the relative error is about 18% ", 4 T R g B o
and 22%, respectively. Similar behaviors have been reportec ]
by Hirai et al!! even though the models used for calculating ,_, ] . —
the theoretical resonant frequencies were the string of bead 1
modef? and Ito and Nakazawa’s mod#llt is worth point-
ing out that the relative errors between experiment andrG. 5. Experimental ethanol viscosity vs peak resonance for the first two
theory when using Sader’'s model for cantilever beams Vimodgs.‘Th.e overlapping viscosity values in the vicinity of 25 kHz are due to
brating in liquids are either much lower than those due to thélhoeosmllanty bet\N.een the fundamenta_l measured resonant frequency_of the
A 1 . -um-long cantilever beamf{ 140,m=26 kHz) and the first harmonic
application of other models® or comparable with those measured resonant frequency of the 2BB-long cantilever beam
computed by Kirsteiret al1° (F 2.250,m=26.3 kH2).

10
Frequency (kHz)
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Arrays of silicon-based microcantilevers with properly designed passivated aluminum electrodes
have been used to generate microarrays by depositing microspots of biological samples using a
direct contact deposition technique. The approach proposed here can be compared to the dip-pen
technique but with the noticeable difference that electrostatic fields are generated onto the
cantilevers to increase the height of liquid rise on the cantilever surface when dipping them into the
liquid to be deposited. Both electrowetting through the reduction of the contact angle and
dielectrophoresis through electrostatic forces can be used to favor the loading efficiency. These
phenomena are particularly pronounced on the microscale due to the fact that physical scaling laws
favor electrostatic forces. Moreover, at this scale, conductive heat dissipation is enhanced and
therefore joule heating can be minimized. Using this approach, with a single loading, arrays of more
than a hundred spots, from the femtoliter to the picoliter range, containing fluorescent-labeled
oligonucleotides and proteins were directly patterned on a glass slid2008 American Institute

of Physics. [DOI: 10.1063/1.1565685

Microarray assays are a major breakthrough which hathe contact method seems to be the most adequate. In this
revolutionized the biomedical industry. Indeed, they madeespect, it has recently been demonstrated that oligonucle-
possible the fusion between genome research and drug distide and protein nanoarrays with submicrometer features
covery which in turn has provided highly accurate detectioncould be generated using the dip-pen nanolithography
methods, faster analytic processes, and rapid gene expressiQEPPN)-S‘9
monitoring. In this letter, a microcantilever-based dispensing tech-

All technologies used to manufacture microarrayshique is presented to deposit picoliter biological samples us-
include  photolithography, ink-jetting?  mechanical ing a contact method.
microspotting®* and derivatives thereof. Photolithographic ~ The approach relies on an improved dip-pen lithography
DNA synthesis allows production of high-density oligo- Not in terms of spot sizéour microarrays were fabricated
nucleotides microarrays in terms of the number of spots deWith micrometer features whereas with the DPN one could
posited per square centimeter. To produce microarrays witféach the submicrometer scafethough it could easily be
low and medium densities, two main alternatives based off€creased using similar cantilevers with a sharp tip, but in
delivering presynthesized oligonucleotides have been devel€'ms Of liquid loading efficiency. Indeed, passivated alumi-
oped: mechanical microspotting using a direct contact befUM €lectrodes properly designed and located along the

tween the deposition tool and the surface and a noncontaEf'@"nels and reservoirs on the cantilevers permit an active
method such as ink-jetting control of the height of the liquid rise on the cantilevers that

Recently, the demand for massive production, IOWeljmproves the loading efficiency when they are immersed into

costs, and improved performance in terms of speed and SeHw_e biological solutions to be deposited. This approach is also

sitivity, has led to the development of promising approache;l;3 articularly interesting since these (_:antllevers can eaglly be
. . . cleaned and therefore dipped into different solutions without
based mainly on micro- and nanotechnologiés.

S - . .. significant cross contamination. This also circumvents the
State-of-the-art ink-jet printing techniques allows mini- g

. . . need for replacing the cantilevers for depositing various so-
mum feature sizes in the micrometer scale and examples in

) - lutions as is the case with the dip-pen nanolithograpapd
the literature have demonstrated the compatibility of such al “res this technique really efficient for generating high-

ahpproach fW'th S|I|c?nr;_be;]sed rF|cro-_and nagg_technolt:)g:]es fO(.[iensity biological microarrays. Another salient feature is that
the manutacture of high-quality microarraydo reach the icrocantilever arrays are used in parallel, thereby enhanc-

subfemtoliter §cale in tgrms of the v_olume dglivered on a}fla‘ng throughput and speed.

surface, that is, to deliver spots with submicrometer sizes, = 114 technological process developed for fabricating the
microcantilevers is based on conventional microfabrication
¥Electronic mail: bergaud@laas.fr techniques.

0003-6951/2003/82(18)/3122/3/$20.00 3122 © 2003 American Institute of Physics
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FIG. 1. Array of four cantilevers with passivated aluminum electrodes prop-
erly designed for electrowetting. The cantilevers are 2 mm long, 210
wide, 5 um thick with a 450um spacing.

Arrays of cantilever§2 mm long, 210um wide, 5um
thick) with a 450 um spacing were fabricated. Figure 1
ShOV\{S an array .Of four cantilevers with passivated .Or norll—IG. 3. (Color) Resulting protein microarray after interaction between anti-
passivated aluminum electrodes located alongrd wide goat IgG(rabbit and fluorescein conjugated purified antirabbit 1gG.
channels and reservoirs. These arrays are then used within
the framework of a computer-controlled three-axis translasuch as joule heating and electrolysis can be drastically re-
tion stage supplied by Sigma Koki that allows precise posi-duced on the micrometer scale.
tioning of the cantilevers relative to the surface. Experimentally, a micropipette is used to deposit a drop-

During the experimental procedure, an electrostatic fieldet containing the biological sample on a conductive surface.
is used to improve the loading efficiency of the microchan-When the end of the microcantilevers is dipped into the
nels. Both electrowetting through the reduction of the contactiroplet, an electric field is applielO V during 10 $ be-
anglé! and dielectrophoresis through electrostatic foftes tween the passivated aluminum electrodes on the cantilevers
can be used to increase the height of liquid rise on the carand the conductive surface on which the droplet has been
tilever surface. This approach was retained because as tlieposited. The aim was to apply the low voltage just long
size of the microstructures becomes smaller their surfacenough to have the liquid spread up on the cantilever surface.
wettability can be rather poor even when using hydrophilicThus, both electrolysis and joule heating were minimized.
surfaces especially with high-aspect ratio narrow feature®vhen applying the voltage between the liquid and the pas-
such as microchannels. Moreover, at the microscale, due tsivated electrodes on the cantilevers, electrowetting occurs
the fact that physical scaling laws favor electrostatic forcesbecause the electric field changes the charge distribution on
effects of electrostatic phenomena on liquid behavior arehe surface causing the liquid to spread and wet the surface
more pronounced. In addition, associated crippling featuresf the passivated layer thereby filling the microchannels and
microreservoirs.

To improve loading efficiency, an ac voltage0 V dur-
ing 10 s at 20 kHg can be also applied between the two
electrodes on the cantilevers immersed in the liquid which is
not grounded. In this case, an electromechanical height-of-
rise due to electrostatic forces is the main phenoménon.

Whatever the configuration used, these prewetted canti-
levers are then moved onto the surface where the spots are to

FIG. 4. (Color) Deposition of two different solutions with the same canti-
levers:(a) Oligonucleotideg15 mer$ spots labeled with Cyanine@reen)

FIG. 2. (Color) Fluorescence image of spots obtained with a solution con-and Cyanine%red) using the cleaning procedure: no crosscontamination can
taining Cyanine3-labeled oligonucleotidés5 merg deposited on a glass be observedb) Same experiment without the cleaning procedure: crosscon-

slide. tamination is clearly visible.
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be deposited with the three-axis stage with a maximum transdepositiont*
lation of 200 mm and a positioning precision of 50 nm. All Two different biological samples, one containing CY3
experiments were performed under an ambient conditiofluorescent labels, the other containing CY5 fluorescent la-
with a relative humidity of ~30% and a temperature of bels, have been deposited with the same cantilevers through
~23°C using a charge coupled devig@CD) camera to su- the optimization of a cleaning, rinsing, and drying procedure.
pervise the whole experiment. The different steps involved in this procedure consist in dip-
In a preliminary experiment, prewetted silicon-based mi-ping the cantilevers into pure distilled water and agitating
crocantilevers have been used to deposit picoliter volumes ¢ghem. These cantilevers were then positioned onto a Peltier
a solution containing cyanine3-labeled oligonucleotides  dryer at a temperature of 70 °C. These steps were repeated
mers on a glass slide. Figure 2 shows a fluorescence imag@vo times before loading the second biological sample. 40
of spots deposited on a glass slide. Spotu80in diameter ~ spots of each sample were deposited with a single load be-
with a 70Mm center-to-center Spacing have been obtained bipre Cleaning the cantilevers and IOading the next biOlOgical
bringing the cantilevers into very gentle contact with thesample.
glass surface. It takes approximately 5 min to generate a As shown in Fig. 4 where the cleaning procedure has
hundred spot matrix with a single load. During spotting, oli- been used three times successively, reproducible experiments
gonucleotides are covalently attached to the glass surface I§!OW no cross contamination between CY3 and CYS solu-
optimized crosslinkeré&dendrimer moleculgshat react with ~ tions. It takes about 10 min to deposit in parallel the two
the amino group on the surface and the fluorescent-labeledatrixes of 4<40 spots, including drying and loading proce-
oligonucleotide probes. Images were acquired with thélures. On the other hand, when the same deposition proce-
Olympus IX70 inverted microscope equipped with a numericdure is perfo_rme_d without properly cleaning the <_:ant|Ievers,
camera. As can be seen in Fig. 2, the shape of the resultifg@SScontamination of samples could not be avoided.
spots is more or less oval due to the fact that they have been " conclusion, the results demonstrate that our system
obtained without accurately controlling the contact force. In-coUld be used to produce high-density DNA and protein

deed, the deflection of the cantilevers in contact with thecNiPS: Improvements are still needed, however, with respect

surface was controlled optically with the CCD camera. Thus:[0 contact force control and cantilever design to reach the

the deflection could be monitored within the micrometersubmicrometer level and, therefore, the femtoliter range in

range leading to an applied force of about 100 nN. Indeedt,erms of gm'ount of liquid deposited on the surface..Accurate
ontrol within the nanonewton range could be achieved us-

with a spring constant of about 0.1 N/m, under increasing thé . . ) . ;
. ing arrays of these cantilevers with an integrated piezoresis-
contact force, cantilevers tend to bend or buckle and som

times slip with excessive applied force eti've detection.
P . pplie ) It should be added that this approach is fully compatible
In a second experiment, using the same procedure, pro-

. . .e{vith a noncontact deposition technique if an electric field is
tein microarrays have also been generated on a glass slide

) . X . lied between nonpassivated electrodes along the micro-
coated with dendrimer molecules as crosslinkers. The prlntegpp P 9

o - : . channels on the microcantilevers and a conductive layer.
protein is the purified antigoat Ig@abbiy from Rockland This noncontact method could be improved further to meet
(Ref. 605-4102 used in phosphate-buffered saliieBS P

. the requirements of use as an electrospray techhiqure-
0,
butfer W'.th 40% glycerol. Glyc_erol was added tq preVemvided operating conditions allow disintegration of the jet into
evaporation and keep the protein hydrated and activated. Thc‘?*narged dropletgionization. Experiments with optimized
slide was left at room temperature during 3 h and later im-

. L . . microcantilevers are underway.
mersed in a PBS buffer containing 1% bovine serum albumin 4

during 1 _h. This reduces the nonspecific binding of otherls. P. A. Fodor, J. L. Read, M. C. Pirrung, L. Stryer, A. Tsai Lu, and D.
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between the two proteins was then observed with the in-4m. Schena, R. A. Heller, T. P. Theriault, K. Konrad, E. Lachenmeier, and
verted microscope. Figure 3 shows the resulting protein mi- R. W. Davis, Trends Biotechnol6, 301 (1998.

. . . 5 . i .
croarray where 3Qum diameter spots were obtained with a (Tigléi;”e“' L. Wallman, and J. Nilson, J. Micromech. Microerfg.369

contact tim_e of 1 S ) ) ) 8. Papautsky, J. Brazzle, H. Swerdlow, and A. Frazier, IEEE J. Electrome-
To fabricate biological microarrays, a crucial feature re- chanical Systemg, 267 (1998.

quired for our system is its ability to deposit various biologi- 7T2- (J%‘aamom, T. Suzuki, and N. Yamamoto, Nature Biotechnoldgy438

cal samples with the same cantlpe_\/ers without the ne.ed Q" Demers, D. S. Ginger, S. J. Park, Z. Li,

replace them for each sample as it is the case for the dip-penwirkin, Science296, 1836 (2002.

nanolithography. Here, the strategy was to adapt the convenX. I. Lee, S. J. Park, C. A. Mirkin, J. C. Smith, and M. Mrksich, Science

tional cleaning and drying procedures used with a commer; 295 1702(200. o
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Mechanical effect of gold nanoparticles labeling used for biochemical
sensor applications: A multimode analysis by means of SiNx
micromechanical cantilever and bridge mass detectors

D. Saya,a) L. Nicu, M. Guirardel, Y. Tauran, and C. Bergaud
LAAS-CNRS, 7 avenue du Colonel Roche, 31077 Toulouse Cedex 4, France

(Received 16 December 2004; accepted 21 June 2004; published 14 September 2004

The effect on mechanical properties of monolithic SiNx micromechanical cantilever and bridge by
the adsorption of gold colloids is reported by measuring their resonance frequency shifts. It is
experimentally demonstrated that higher resonance modes are more sensitive to the added mass than
the fundamental resonance mode leading to increased sensitivity. This is even more significant with
monolithic SiNx bridge resonators due to the tensile stress within the SiNx layer. Indeed, resonance
frequencies are about ten times higher than calculation without taking into account the tensile stress
which was estimated at 500 MPa. Another important result is that the adsorbed colloids do not
produce significant change in the stiffness of the SiNx micromechanical resonators. Hence, it is
pointed out that only the added mass of Au colloid contributes to the change in the mechanical
characteristics of the resonators. Sensitivities up to 20 Hz/pg can be obtained with a minimum
detectable density of gold colloids about .60 2 nanoparticlegm?. © 2004 American Institute

of Physics.[DOI: 10.1063/1.1785849

I. INTRODUCTION Resolutions in the femtogram range can readily be

: achieved using microcantilevers as resonant mass
A number of recent experiments have been conducted to §14.15 o i

o . . . . . Sensors: The mass sensitivity can be further increased
detect specific biomolecular interactions using microcantile;

vers in both static and dynamic modg&.In practice, the by reducing the cantilever size since smaller cantilevers have

. . . : : a higher resonance frequerf@However, miniaturization of
cantilever surface is functionalized with receptor molecules . . :
the cantilever is a challenge because it calls for the develop-

The binding of target molecules with receptor molecules in- ; L ;
. ent of dedicated nanofabrication techniques. Moreover, the
duces a surface stress or a mass loading that causes a statiC . . . .
) . . o measuring vibration of small structures can be highly cum-
bending of the microcantilever or a frequency shift in dy-

. : . . bersome. To overcome this problem, Kim and co-workers
namic mode. By detecting the nanomechanical motion of th% I .

. e . . ave developed silicon bridge resonators as mass sensors to
cantilever, specific biomolecular interactions can be recog-

. ) : o . . secure a higher sensitivity since a bridge exhibits higher
nized with an extremely high sensitivity. Interestingly, it sup- : . ] )
. - o " resonance frequencies than the same size cantflevdris
ports parallel detection with enhanced sensitivity resulting

LT . . approach was also used by Kakushima and co-workers who

from the miniaturization of the mechanical part. Detection of " . . .
. : . : : ; also employed silicon bridge resonators operating at an in-
biomolecular interaction using a microcantilever does not re- . . :
: A . creased resonance frequency by inducing a tensile stress
quire a fluorescent label, which is often used in state-of-the; )

. > O . through boron doping®
art biosensors. Fluorescent labeling is expensive and suffers . . . . .

In this article, we investigate how gold colloid adsorp-

from photobleaching. In addition, its detection is performed

- . . éion impacts the dynamic mode properties of micromechani-
only by a sophisticated optical reader system. These disad- .
cal structures when colloids are used to enhance mass load-

va}n.tage.s ”?ake it difficult to address high sensitivity anding during biomolecular interactions. We already
miniaturization.

Colloidal gold labeling is becoming an alternative to investigated the detection of Au colloid in liquid using mi-

fluorescent labeling with the advantages of highly stable Conc_:romachmed micromembranes ~with a  piezoelectric

9 . . .
jugation and the possibility of several detection methots. actuator.” Here, instead of piezoelectric membranes, mono

has been demonstrated that the conjugation of biomolecule“%hIC SiNx cantilevers and bridges were employed as reso-

such as DNA, antibody, proteins onto Au colloids greatlynators. We investigate not only the fundamental resonance

o . frequency but also the second and third resonance frequency
enhances the sensitivity of several types of biosensors thanks . .

. . . 711 In order to determine the resonance frequency shift caused
to their optical and electrical propertiés! This approach

also proves particularly useful with quartz crystal by the adsorption of Au colloids at higher modes.

microbalanc& or microcantilevel® to increase mass loading
through the added mass induced by the presence of Au coll: THEORETICAL ANALYSIS

loids with the target biomolecules. A. Mass sensitivity

The nth mode resonance frequency of the cantilever and
¥Electronic mail: saya@laas.fr bridge is generally expressed as follows:
0034-6748/2004/75(9)/3010/6/$22.00 3010 © 2004 American Institute of Physics
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FIG. 1. Optical microscope images of SiNg) cantilevers andb)
bridges.

5 i , e
At [ E . —
f=2r 2V 12 (@) ABaa 20KV ¥60,000 108nn MD11
wheret is thicknessL is length,E is Young’s modulus, and
p is density. FIG. 2. SEM image of Au colloids adsorbed on the surface. Density of

. . . the adsorbed Au colloid is 150 particlegh?.
The eigenvalues, of the first, second, and third mode particlgsh

are 1.875, 4.694, and 7.855, respectively, for the cantilever.

For a bridge resonator, we get 4.730, 7.853, and 11.00, rehangeAk that can be induced by the adsorbed layer can

spectively. affect the resonance frequency shift. In this case, this can be
The sensitivity of the mass detection is given by thedescribed by means of the following equat?&n:

following equation?°

1( Ak Am
Af 1 f Af E—(———)f. 5

. : (2) " 2\ k Meffective " ()
Am

) . _ Thus, the spring constant change induced by the adsorp-

whereAfy, is resonance frequency shifim is added mass, o of distributed Au colloid can be calculated.
and Mggreciive IS €ffective mass of resonator.

Thus, for a more sensitive mass detection, a higher reso-
nance frequency of the resonator is required. This can be
achieved by observing higher resonance modes or by meas Effect of stress in SiNx bridge resonator
of the bridge resonator which has a higher resonance fre- Calculations of the resonance frequencies for a bridge
quency than the cantilever with the same geometrical sizgesonator with and without tensile stress are effected using
The resonance frequency shiftf,, due to an added mass the Rayleigh—Ritz methot. The effective spring constant of
Am, is proportional to the original value of the resonancepridge without stress can be written as
frequencyf,,.

- 1
2M effective

Yi et al?® have shown, by considering a point mass _ Efl (d_z ( )>Zd ©)
on the top of the cantilever, that the mass sensitiity/ Am Koridge™ L2J, dx2¢ X))
is inversely proportional to the widtv of the cantilever as
depicted in Eq(3) where ¢(x) is modal transverse displacement, dnd mo-
5 ment of inertia.
Af o n Am. 3) Whereas the effective spring constant of the bridge with
L3w stress can be written as
If the density of the distributed added mass on the can- 1/ 2 2
tilever surface is considered, as is often the case in biological k; = Ef (d—¢(x)) dx
) ’ bridgestress™ L3 dX2
analysis, Eq(3) can be rewritten as 0
2 = 1 d 2
Af %n (4) + Efo (&dJ(X)) dx, (7)

wheren=Am/Lw,n is density of the distributed mass, and \here F is axial force,F=a(1-w)tw, o is residual stress,

Amiis total mass on the surface. . and the effective mass of the bridge is
Thus, the resonance frequency shift, depends on the

length of the resonator only and is proportional td 4 by ! B

considering the density of the distributed mass. In both cases, Mefr-bridge= PWLL f . [$(x)dx. (8)

the resonance frequency shift is independent of the resonator

thickness. Then the resonance frequencies of the bridges are calculated

With respect to the distributed mass on the resonatomsing the following equations:
cantilever, and bridge, the effect of the spring constantesonance frequency without stress:
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TABLE |. Resonance frequencies, resonance frequency shifts after the adsorption of Au colloids, the mass sensitivity, minimum detectabfeAdensity o
colloid and quality factors of SiNx cantilevers. Experimental results (@attulation results
Cantilever length 28@m 230pum 180um 140um 32 um
1st mode Resonance frequen&yz) 12.0(12.) 18.2(17.7) 30.0(29.3 52.9(51.0 904.0(908
Shift (kHz) -0.65-0.62 -1.2-0.90 -1.50-1.5 -2.25-2.59 -38.9-46.2
Mass sensitivityHz/pg) 0.529 0.936 1.99 4.57 343
Minimum detectable density of Au colloitbarticles jum?) 2.3 15 0.93 0.53 0.030
Q factor 14 19 25 35 202
2nd mode Resonance frequen&yz) 77.7(75.9 114.3(111.) 188.7(183.9 332.2(319.7
Shift (kHz) -4.4-3.89 -6.3-5.69H -9.2-9.39 -12.1-16.3
Mass sensitivityHz/pg) 3.31 5.86 125 28.6
Minimum detectable density of Au colloitbarticles jum?) 0.36 0.25 0.15 0.085
Q factor 57 69 77 131
3rd mode Resonance frequen@yz) 216.7(212.7 321.0(311.) 530.5(515.0 932.7(895.3
Shift (kHz) -12.2-10.8 18.0-15.8 -26.2-26.2 -36.1-45.5
Mass sensitivityHz/pg) 9.28 16.4 35.0 80.1
Minimum detectable density of Au colloitparticles jum?) 0.13 0.088 0.053 0.030
Q factor 93 120 170 249
AF = Ao(1 - v)tw.
JETE
1 X
fa=o- 9

th [ )]2d Ill. EXPERIMENTAL PROCEDURE
pW x)]edx
0

SiNx cantilevers and bridges with a thickness of 600 nm

resonance frequency with stress: as shown in Fig. 1 were used in the experiment. Fabrication

was performed using conventional micromachining tech-
fstress niques. First, 600-nm-thick SiNx film was deposited by low
F(r/d 2 pressure chemical vapor deposition on a (800 wafer.
f ( d;(x)) dx+ J (—q’)(x)) dx Then, SiNx cantilever and bridge shapes were patterned us-
_ 1 o dx ing reactive ion etching. The front side is covered by a,SiO
27 ! ) " film deposited by plasma enhanced chemical vapor deposi-
PWth [$(x)Jdx tion (PECVD). This layer acts as a protection layer during
0 10 subsequent etching of silicon with tetramethylammonium
which reduces to 5 - 5
forenim o1+ 9y N £
stress— I'n 7n12E| E a} g_
(11
AR
— b(X X i\
_12Jo ax? /
yn B _4 1 ! 20 30 40 160 170 180 190 2;)() 210 220
f [¢(X)]2dx Frequency (kHz) Frequency (kHz)
0 (a) 1t mode (b)2nd mode
wherev is Poisson ratio, and is material density. 2
To facilitate computation, the following material con- % After the Before the
stants of SiNx,E=290 GPay=0.24, andp=3187 kg/n3, E; o Flsorption
were used. 2
Another important point to investigate is how the stress
of a bridge might be changed through the adsorption of gold
colloids. In this case, the effective spring constant could be —
altered by a supplementary axial ford¢& as shown in the — ol S ey
following equation: s (it

(F+ AF)LZ (c) 37 mode
fstress= fn \/1 R se——

12EI

FIG. 3. The shift of resonance frequency spectrum of the SiNx cantile-
ver with length of 18Qum before and after the deposition of distributed mass
of the Au colloids:(a) first mode,(b) second mode, ang) third mode.

(12)
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120 — T 1t v | T T T 1 surface compared to the well-known technigque, which con-
sists of manually adding with a micromanipulator a particle

100 — @1 mode . of known mass on the resonator surface. Here, the approach
""" (®)2¢ mode proposed is more relevant in terms of direct comparison with
80 (©)3+ mode a colloidal arrangement obtained on a surface through

chemical or biological interactions. This should be pointed
out since the results presented here can be directly trans-
posed to chemical or biological mass sensors, especially with
respect to sensitivity.

Adsorption of gold colloids on the surface of the canti-
lever and bridge functionalized with a aminosilane self-
assembled monolaygSAM) was performed using a well-
known chemical protocdt**> Commercially available gold
nanoparticles from British Biocell were used in this experi-
ment. The mean diameter of the Au nanoparticle is 41.1 nm.
Amino-terminated SAM is protonated and positively charged

FIG. 4. The shift of resonance frequency of the SiNx cantilever by thein acid conditions. Since the Au colloid is negatively
adsorption of distributed mass of the Au colloids with function of lengah: ~ charged, Au colloids are adsorbed on the surface because of
first mode, (b) second mode, an¢t) third mode. Density of adsorbed Au - the electrostatic force. First, the cantilever and bridge surface
colloid is 150 particlesén?. was functionalized by aminosilane SAM. The chip was

dipped in a solution of aminosilang-aminopropyltri —
hydroxide (TMAH). Then, backside photolithography was methoxysilane from Sigma Aldrighwith ethanol for 5 min.
conducted and Si substrate was etched from backside Hywas rinsed with ethanol and baked at 130 °C for 20 min.
TMAH at a temperature of 85 °C to obtain freestanding can-Then, the cantilever surface with a monolayer of adsorbed
tilevers and bridges. Finally, the PECVD Si®m was re-  Au colloids was achieved. A 10d droplet of the Au colloid
moved with buffered HF. The advantage of using monolithicsolution with  colloidal Au concentration of 9.0
SiNx microstructures lies in the fact that the implementationx 10*particles/ml was deposited on the cantilever chip for 1
of theoretical models is simplified since it avoids ah. ThepH of the colloidal solution was about 4 by adding
multilayer model. Moreover, there is no stress gradient duacetic acid. Finally, the cantilever chip was rinsed with water
to the coating of an additional metallic layer. and dried. The density of the colloid adsorbed on the amino-

Controlling the positioning of an added mass is a keysilane SAM depends on the concentration of Au colloids in
issue for the mechanical properties of resonant microsensotse solution,pH, and incubation timé> In Fig. 2, Au col-
especially for calibratiof® In this work, an alternative ap- loids adsorbed on the SiNx cantilever surface are shown.
proach using a chemical protocol to form a uniform gold Resonance frequencies of the cantilevers and bridges
colloid layer on the surface was chosen as it is a simple andiere measured in air before and after the adsorption of the
efficient method to obtain a uniform distributed mass on aAu colloids. Detection was conducted by the laser optical

Resonance frequency shift (kHz)

Cantilever length (um)

TABLE Il. Resonance frequencies, resonance frequency shifts after the adsorption of Au colloids, the sensitivity, minimum detectable density of Au colloid,
and quality factors of SiNx bridgega) experimental results angalculation considering tensile stress of 500 Miad (b) calculation results without
consideration of the tensile stress.

Bridge length 38Qum 500um 560 um
(a) 1st mode Resonance frequen&yz) 513.8(508.9 387.0(386.2 341.3(344.%
Shift (kHz) -25.8-25.9 -20.5-19.9 -14.2-17.95
Sensitivity (Hz/pg) 121 7.31 4.52
Minimum detectable density of Au colloitparticles jum?) 0.053 0.070 0.080
Q factor 130 120 110
2nd mode Resonance frequen&yz) 1030.3(987.8 775.0(748.7 685.7(668.0
Shift (kHz) -50.3-56.7 -40.2-42.7 -31.1-37.7
Sensitivity (Hz/pg) 23.6 14.3 10.1
Minimum detectable density of Au colloitparticles jum?) 0.026 0.035 0.040
Q factor 210 190 180
(b) 1st mode Resonance frequen&yiz) 40.9 23.6 18.8
Shift (kHz) -2.08 -1.30 -0.96
Sensitivity (Hz/pg) 1.27 0.56 0.40
Minimum detectable density of Au colloitbarticles jum?) 0.67 1.15 1.45
2nd mode Resonance frequen&yiz) 112.8 65.2 52.0
Shift (kHz) -5.74 -3.31 -2.64
Sensitivity (Hz/pg) 3.50 1.54 1.09
Minimum detectable density of Au colloitparticles jum?) 0.24 0.42 0.52
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100 T T T T
After the Before the
adsorption adsorption

""" (2)1* mode
80 — -]

=== (b)2" mode

Amplitude (a. u.)
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60 |-

i
340 360 380 400 420 700 720 740 760 780 800 820
Frequency (kHz) Frequency (kHz)

(a) 1st mode (b)2nd mode

Resonance frequency shift (kHz)

FIG. 5. The shift of first modga) and second modéb) resonance
frequency spectrum of the SiNx bridge with length of 50@ before and
after the deposition of distributed mass of the Au colloids.

20

deflection method. Light from a diode las@vlelles Griot, 200 300 400 500 600 700
631.8 nm, 5 mW is focused onto the sample via a micro- Bridge length (um)
SCOp.e leniLeltZ’ UMK 50/0'@ and reflected on a position- FIG. 6. The shift of resonance frequency of the SiNx bridge by the
sensing quadrant photodetec(btamamatsu, SGD-444A)4 adsorption of distributed mass of the Au colloids with function of lenggh:
The signal is amplified differentially and measured by afirst mode and(b) second mode. Density of adsorbed Au colloid is
lock-in amplifier(EG&G, 7280 DSP lock-in amplifier with a 150 particles/um?.

2 MHz bandwidth. For mechanical excitation, the chip with

microcantilevers or microbridges was fixed on a piezoelec-

tric actuator. Reflectivity of SiNx was high enough to avoid quencies. Figure 5 shows the frequency spectrum of the fun-
the use of a metallic coating to obtain an acceptable signadamental and second mode of the SiNx bridge. It is con-

to-noise ratio. firmed that the SiNx bridge resonator with tensile stress
enhances the sensitivity. Figure 6 shows the calculation of
IV. RESULTS AND DISCUSSION the resonance frequency shift of each mode by the adsorbed

) Au colloids as a function of the length of the bridge. As
Table | shows measured resonance frequencies, resgypected, for SiNx bridges, the sensitivity is about ten times
nance frequency shifts after the deposition of Au colloid, asyigher than the one obtained for a stress free bridge. This is

well as the minimum detectable density of Au colloids andy,e to the increase in resonance frequency induced by the
the quality factors obtained for SiNx cantilevers. As eXx-tansile stress.

pected, shorter cantilevers are more sensitive to the added The gensity of gold colloids deposited on the cantilever

maszs because the resonance frequency is proportional {4 pridge surface was estimated using scanning electron
1/L* (wherelL is length as described by Eq4). Quality  microscopeSEM) image presented in Fig. 2 and was about
factors of the shorter cantilevers are also higher because aji particlegkm?. The resonance frequency shifts were in
damping is lower as discussed in a previous arfitle. good agreement with the calculation using the density of Au
_ Resonance frequency shifts for each mode are propokyo|ioid 150 particlegtm? as added mass as indicated in
tional to the original values of their resonance frequencies a$gple |I. In other words, no spring constant change caused by
described in Eq(2) and quality factors are also higher for e adsorption of Au colloid could be detected for the SiNx
higher modes as already reportédtigure 3 shows the first, cangilever and bridge. In the bridge resonator, no stress
second, and third mode of frequency spectrum of the SiNxthange could be detected. Only the added mass of Au colloid
cantilever. The spectrum in Fig. 3 shows that the use Ofontributes to the change in mechanical characteristics in the
higher modes is more relevant to detect the resonance frgasonators. We also experimentally confirmed that resonance
quency shift. Figure 4 shows the calculation of the resonancgequency shift does not depend on the width of the resona-
frequency shift of each mode by the adsorbed Au colloid agg,s.
a function of length of the cantilever. _ The minimum detectable density of Au colloiti,, for
These results demonstrate that with shorter cantilevergoth cantilever and bridge is calculated and listed in Tables |
and by observing higher resonance modes, a lower minimurgnq Taple II. Calculation was effected by assuming a mini-
detectable mass can be obtained not only because of an ifjym detectable resonance frequency shift;, of about 10
creased sensitivity but also thanks to a higher quality factory; in this experiment as assessed by the peak width of the

With respect to SiNx bridges, resonance frequencies arfequency curve of each spectrum of cantilever and bridge.
about ten times higher than calculation results without con-The minimum detectable added massy,;, is described in
sidering the tensile stress. Calculation of tensile stress Wage following equation by modifying Eq1):
conducted using Eq11). Table Il lists the results of mea-
surement of SiNx bridges with the corresponding tensile
stress. A calculated tensile stress of 500 MPa was obtained, Amg,,=
which is consistent with values previously obtained for SiNx fa
thin films?® The resonance frequency shifts for each mode  Then the minimum detectable density of Au colldig,,
are proportional to the original values of their resonance freis by the formula

2M ;
_ effectlveAfmin. (13)
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Abstract

In this article a new device based orx4 matrix micromachined resonating piezoelectric membranes used as DNA-DNA hybridization
biosensor is proposed. This biosensor is operated in two fundamental different ways, namely integrated in a flow injection analysis (FIA)
system and providing measurements by the “dip-and-dry” technique.

After the fabrication and characterization phase of the micromachined resonating piezoelectric membranes, an appropriate FIA system for
biosensing tests had to be developed. The biosensor functionality was validated in two ways: on the one hand the piezoelectric membranes have
been used to measure the real-time kinetics of gold colloid adsorption, the whole matrix being integrated in the FIA system. The mass sensitivity
of the device has been estimated-{8.6 Hz/pg which is by a factor of several hundreds better than of state-of-art values for piezoelectric
mass-sensing devices. On the other hand, dip-and-dry technique has been used to measure the mass loading induced by the binding ©
streptavidin—conjugated gold nanopatrticles to biotinylated target cDNA fixed onto the surface of the piezoelectric membranes. Measurement
of resonant frequency of one piezoelectric membrane has been performed before and after adsorption of the streptavidin—conjugated gold
nanoparticles and a 3.9 kHz shift of the resonant frequency has been recorded.

These results indicate that micromachined piezoelectric membranes have real potential as micromechanical biosensors.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Microelectromechanically based bioassay; Piezoelectric membrane; DNA-DNA hybridization biosensor; Flow injection analysis system

1. Introduction nition. In general, a biomolecular sensor (called biosensor)
consists of two parts, i.e. a transducer and an affinity-based
The area of biomolecular sensors, in which biology and interface which leads to the variation of a physical quantity
the physical sciences come together, is now just beginning towhen the analyte of interest binds to the sensor system. Over
materialize as a force to be reckoned as an aid to understandthe last years, promising results on biosensors have been re-
ing the underlying biophysical principles of molecular recog- ported using micro and nanomechanical systems to detect
the presence of specific compounds with a high selectivity
* Corresponding author. Tel.: +33 561337838; fax: +33 561336208.  and sensitivityf1-4]. So far, micromachined cantilevers are
E-mail addressnicu@laas.fr (L. Nicu). mainly applied as anicrobalance(to detect changes in the

0925-4005/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.snb.2005.01.021
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cantilever mass by measuring the resonant frequency shift) o T ’i
or asa surface stress sensfo measure the deflection due Z: 2.1 pumydiv ;

to stress caused by the binding of the target molecules onto
the specific functionalized sensor surface). Even though mi-
crocantilever sensors offer the advantage of a high sensitivity G
with small active area¥100m?), extensive use of this kind s
of device could be limited by its brittleness under real (extra-
lab) operating conditions. As an alternative to this critical
point, the quartz-crystal microbalance (QCM) systems em-
ploying quartz crystals with typical resonance frequencies of
5-20 MHz have staged a come-back over the last decade. Al-
though quartzes have been successfully applied for more than

thirty years in gases as well as in liquids providing highest SO
sensitivity, it is only recently that this kind of system have
been proofed to be suitable for detection of DA as well Fig. 1. 3D static profile (obtained by optical interferometry) of a single

as for proteing6]. Nevertheless, quartzes are expensive and Piezoelectric membrane.
their application for biosensor arrays suffers from a lack of
integration. silicon-on-insulator wafer (SOI 1.3/1/525n). Each mem-

As a trade-off between all those considerations we pro- brane (circular shaped, 150n radius) can be individually
pose a new device based onx4 matrix micromachined  actuated through a Pbdri;_xOs (PZT) film. The PZT film
resonating piezoelectric membran@s8]. This device si- as well as the metal top and bottom electrodes (used to po-
multaneously addresses the sensitivity to mechanical damagéarize the piezoelectric film) are annulus-patterned onto the
of the silicon-based microcantilever sensors and the lack of membrane, with an inner radius equal to,88 and an outer
integration potential of the QCM biosensors while offering radius equal to the radius of the membrdrig. 1shows the
high sensitivity and stability performances when used in real topography of a circular membrane.
biosensor applications. The fabrication process is depictedHig. 2. The first step

In this paper we focus on micromachined resonating consisted in the growth of a 450 nm thick thermal silicon
piezoelectric membrane-based biosensors operated in twalioxide film on the SOI wafer and a sputtered Pt/J&dec-
fundamental different ways, namely integrated into a flow trode (120/10 nm). This film was lifted-off with a Shipley
injection analysis (FIA) systerf®] and providing measure- 1818 photoresist to pattern the bottom electrodes. A lead zir-

ments by the “dip-and-dry” techniqy0]. conate titanate 46/54 Phdii1_xOg3 film (~800 nm) was then
The strategy for the biosensor validation is outlined as deposited by rf magnetron sputtering. In the literature, PZT
follows: films are deposited at 65C [11]. Instead, our PZT filnfil2]

Firstly have been developed and characterized the micro-was deposited without intentional substrate heating to allow
machined resonating piezoelectric membranes. Secondly arpatterning by lift-off of the PZT film with the Shipley 1818
adequate FIA system which allows real-time reaction kinetics photoresist. Deposited films were therefore amorphous since
track was also developed. Finally, the biosensor functionality temperature rise during deposition did not exceed°1&a0
of our devices was validated in two ways: on the one hand After resist stripping, a 30 min crystallization annealing at
the piezoelectric membranes have been used to measure th625°C was performed. Then, another deposit followed by a
real-time kinetics of gold colloid adsorption, the whole matrix lift-off was processed with ZnO to avoid electrical shortcuts
being integrated into the FIA system. Indeed, mass loadingin areas where upper electrodes are under non-crystallized
caused by adsorption of gold colloids on a silicon dioxide sur- PZT (cf. Fig. 2). Finally upper electrodes (Ti/Pt) were sput-
face leads to a frequency shift of the microresonator. On the tered, lifted-off and annealed. A passivation silicon oxide film
other hand, the dip-and-dry technique (succession of repet-(250 nm) was then deposited by plasma enhanced chemical
itive steps consisting in the dipping of the sensor into the vapor deposition (PECVD). Contact pads were opened in a
analyte solution, drying it and performing the measures) has buffered HF solution. Finally, the circular membranes (with
been used to measure the mass loading induced by the bindan active area of 0.07 minwere defined by etching vertical
ing of streptavidin—conjugated gold nanopatrticles to biotiny- sidewalls cavity on the backside of the wafer with an induc-
lated target cDNA fixed onto the surface of the piezoelectric tively coupled plasma (ICP) etch machine. Ther-thick
membranes. SiO, layer of the SOI substrate acts as an etch stop layer for
the ICP process. This layer was then removed using a reactive
ion etching process.

2. Fabrication of micromachined PZT membranes A single membrane is shown ig. 1 This topography
clearly shows the annular geometry of the PZT actuator and

4 x 4 matrixes of piezoelectric membranes were fabri- its electrodesFig. 3 shows a 5mnx 5mm die including a
cated by standard micromachining techniques starting with achip with 16 piezoelectric membranes that has been glued
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Fig. 2. Fabrication flow-chart for the micromachined PZT membranes.

on a TO8 package with each membrane bonded to the TO8a biocompatible silicon sealant (not shown on this photo-
pins. All membranes are connected with a common ground graph).

electrode. To protect the electrical signals from short circuit-

ing through the fluid, each bonding wire was coated with

3. Theory

For an amount of mass uniformly deposited onto the mi-
cromachined membrane surface, the resonant frequency shift
is proportional to the mass of the deposited layer:

Af = function(Am) Q)

whereAfdenotes the observed frequency shift amdstands
for the amount of mass added on the device.

The sensitivity is defined as the ratio of the variation of
the resonant frequency to that of the mass that induced the
resonant frequency shift (for an invariant constant spring of
the structure):

Fig. 3. Optical microscope photograph of 5 mn® mm chip of 4x 4 mem- Sy = d_f (2)
branes matrix with wire connections. dM
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The resonant of an oscillating membrane can be written as: Table 1
Parameters of silicon (Si), silicon dioxide (Siand lead zirconate titanate

1 Keff n (PZT) used for analytical calculations
=5 Mo, 3) Density,p (x10%) (kg/n?) Thicknessh (x10-6) (m)
’ Si 25 13
whereKefrn and Mesin respectively stand for the effective  Si0: 2.15 0.7
spring constant and mass of the membrane and the subscripfZ" 78 08
n denotes thath eigenmode.
By taking the derivative of E(3) for a constanKe , it The physical parameters of the different structural layers
is found that: (SI/PZT/SiQ) of the composite membranes used for theoret-
df, 1 f, ic_al calculations are listed iﬂ‘ia_lble 1_[14](the_va|ues of the
am =75 4) Ti/Pt parameters have been intentionally disregarded in our
eff.n eff.n calculi due to the insignificant thickness of those layers).
Introducing (4) in (2) leads to: From Eqs.(6) and (7)and using the parameters given in
Table 1 one can calculate the effective masses of one mem-
Sy = _} Jn (5) brane for the (0,0) and (0,1) vibration modes that are respec-
2 Mef tively equal toMef(0,0)= 79 ng andMefi(0,1)=47 ng. These

g/alues will be used to calculate the mass sensitivities of the

The modal mass of the membrane can be expressed a )
membranes used as biosensors.

follows:

Mett,n = //r,g (ph)globa#’izj(”v 0)r dr do (6)

4. FIA measurement set-up and dip-and-dry

. . technique
where ph)giopal = fz Playeri dz (player.i is the density of the

ith layer of the membrane) and The FIA system scheme is given lig. 4(a). It consists

Tl 7)) r of a low-pressure injection valve, a flow-through cell, a peri-
A )1 ( Aij— )] staltic pump and a fluidic circuitry (capillary tubes, adap-
/ tive ports, etc.). Flow-through cell is detailed kig. 4(b).
This cell is made of Tefldh. It exhibits a 2mm high
with J, andl,, are respectively Bessel function and modified chamber and a capacity of 200 mL blanked by aphi
Bessel function of first kind}j; the dimensionlesg-mode thick borosilicate glass. Two capillary tubes (255/510,
eigenvalue and, stands for the global radius of the mem- Capillary Peek Tubing, Upchurch Scivex) are connected
brane. For example, for (0,0) and (0,1) vibration modes of the through Nanopoft assemblies (Upchurch Scivex) to the
membraneijj eigenvalues are equal to 3.197 and 4.@11. flow-through cell. The piezoelectric membrane TO8 pack-

¢1j(r 6) = cos(o) |:Jn < ij r2>

Inox frame

Peristaltic Low Pressure Sample In-capillary tube
Pump Iniecti ;
jection
Value Borosilicate glass e e
®
= /&\ = pr. - Teflon cell

Carrier Buffer : :

\ ‘ ' ; . TO8 support

Sample — ! | _ Aluminium support
Flow-through | Loop ballar madiis
cell =
. _,L Sample
Waste

Radiotor

L Waste

Fig. 4. (a) Schematic of the flow injection analysis system; (b) detail of the flow-through cell.
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age is clipped between the liquid cell and an aluminum sup- . ) Negg:ji\gmgarged
port. P -@ e ® & @ _

This set-up allows to the carrier buffer to continuously B D Electrostatic force
stream across the piezoelectric membranes with a constant Ve }aﬁ Vo, 2 2 \ -~ ——Positively charged
velocity fixed by the peristaltic pump (Masterflex, 1-4 mL/h 4 % & 5 Y% amine groue
velocity flow). An elastic silicon tubing (Tube Tyg8n N j"’ f

0.51/2.31 mm) is used as fluidic connection between the car-
rier buffer vial and the injection valve, passing through the
peristaltic pump head.

The low-pressure liquid injection valve (Upchurch Scivex)
with a 1 mL sample loop allows the analyte to be injected
into the liquid circuit and to flow it onto the piezoelectric
membranes chip.

The dip-and-dry technique consists of a repetitive succes-
sion of the following steps: dipping of the sensor into the
analyte solution, rinsing and drying it then carrying out the
measurement of the resonant frequency of the sensor. This
technique has been used to measure the mass loading inducqqg. 5. Schematic diagram of negatively charged gold colloids adsorption
by the binding of streptavidin—conjugated gold nanoparti- on the surface of a piezoelectric membrane.
cles to biotinylated target cDNA fixed onto the surface of the
piezoelectric membranes. a consequence of bond citrate required for colloidal surface

For both measuring techniques (continuous stream of an-saturation) adsorb on the previously functionalized surface
alyte or dip-and-dry technique), resonant frequencies of the by the amino-silane layer. Indeed, under acidic conditions,
piezoelectric membranes were measured using the opticathe amino group is protonated and the resulting positively
beam deflection technique. Each membrane was actuated bgharged monolayer shows strong affinity with the negatively
applying a 1V ac voltage directly to the piezoelectric layer. charged gold colloids.

It should be noticed thata2 V dc voltage was also applied The same protocol has been used with silicon dioxide
to optimize the electromechanical response of the piezoelec-(SiOy) test samples in order to observe and evaluate experi-
tric layer. Light from a diode laser (Melles Griot, 631.8nm, mentally the number of gold colloids adsorbed after different
5mW) is focused onto the vibrating membrane into the liquid incubation times, as will be explained in Secti&n

via a microscope lens (Leitz, UMK 50/0.6) and reflected on a

position-sensing quadrant photodetector (Hamamatsu, SGD-5.2. Biotinylated DNA hybridization and biomolecular
444A-4). The signal is amplified and measured by a lock-in recognition by streptavidin—conjugated gold

amplifier (EG&G, 7280 DSP) with a 1 MHz bandwidth. nanoparticles

mm PZT

= LTO
Ti/Pt
— Si

== SiO,

Cleaning of samples (control samples and piezoelec-
5. Chemical and biological protocols tric membranes) and self-assembly of the amino-silane
monolayer onto the Si©surfaces were carried out in the
Two different protocols have been carried out on the sur- same way as in the gold colloids adsorption experiment
faces of the piezoelectric micromachined membranes to vali- (Fig. 6a)). Phosphorus dendrimers with CHO end groups,
date them as biosensors. These protocols are described belowgeneration 4 (G4), were synthesized according to a method
published earlief15]. Dendrimers were used to avoid in-
5.1. Gold colloids adsorption protocol teractions of DNA with the surface and to facilitate hy-
bridization. The samples were incubated in a solution con-
The procedure for gold colloids detection experiment is taining phosphorous dendrimers (0.1%, wi/v) in tetrahy-
as follows: to clean the piezoelectric membranes surfaces,drofuran (THF) for 7h at room temperature under gen-
the chip is rinsed with ultrapure ethanol and deionized water. tle agitation Fig. 6b)). Then, several rinsing steps were
A drying step using nitrogen is then performed. The mem- performed with THF, 95% ethanol and finally, absolute
branes are then coated with an amino-silane layer by dis-ethanol. Drying has been done under a nitrogen stream
pensing an amino-propyltrimethoxysilane (APTS, Aldrich) [16].
solution, followed by a bake step at 140 for 10 min. Sus- Aminated oligonucleotide (NE#5-AAG ATT ACT CCG
pensions containing 40-nm gold colloids (Tebu-Bio) with a ATA CCA TT-3’) was diluted to the appropriate concentration
concentration of & 102 particles/mL at different pH (ina  in 300 mM sodium phosphate buffer (NP O, pH 9.0) and
sodium acetate buffer) are prepared. As showFign5, neg- deposited onto the sampldsd. 6(c)).
atively charge gold colloids (synthesized by citrate reduction  Afterincubation overnight, samples were incubated for1 h
of HAuCl4 solutions and having a negative surface charge aswith a sodium borohydride solution (3.5 mg/mL in deionized
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Fig. 6. Schematic representation of the biotinylated DNA hybridisation protocol onssiace and the biomolecular recognition by streptavidin—conjugated
gold nanoparticles: (a) formation of the self-assembled amino-silane monolayer; (b) grafting of dendrimers of generation 4; (c) immobilization of aminated
oligonucleotides; (d) hybridization of complementary biotinylated oligonucleotides; (e) biomolecular recognition by streptavidin—acbgjidiatmoparticles.

water). They were rinsed three times with deionized water biotin group of immobilized oligonucleotides fixed on the
and finally dried under nitrogen stream. samples can create a strong complex with streptavidin. The
Hybridizations Fig. 6(d)) were carried out by adding a conjugates streptavidin—gold colloids are home-made start-
solution containing the complementary target biotinylated ing with the centrifugation of a 1 mL suspension of 40 nm
oligonucleotide (3TTC TAA TGA GGC TAT GGT AAT in diameter gold colloids at 5000 rpm. After eliminating the
TTT T-biotin) in saline-sodium-phosphate-EDTA (SSPE: supernatant, the centrifugation pellet is mixed with a 100 mL
20mM NahPOy, 0.3M NaCl, 2mM EDTA) buffer, con-  glycine buffer (2 mM). An amount of 5 mL of colloidal sus-
taining sodium dodecyl sulfate (SDS, 0.1%, w/v), pH 7.4, pension can then be retrieved and replaced by 5 mL of strep-
for 30 min at room temperature. The five additional thymines tavidin solution (1 mgmkt?). After 15min of incubation,
(italicized in the previous target sequence) allow to take away the solution is centrifuged at 5000 rpm during 5min, the
the biotin from the hybrids. The samples were then washed supernatant is removed again and the centrifugation pellet

twice for 10 min with the washing buffer (20 mM NaRQy, is mixed with a 100 mL glycine buffer (2mM). A test of
0.3M NaCl, 2mM EDTA, 0.1% SDS), then with diluted flocculation of the gold colloids is finally carried out by
buffer (2mM NaHPQy, 0.03 M NaCl, 0.2 mM EDTA). adding 10 mL of NaCl into an Eppendorf tube prepared for
After hybridization and washing, 20mL of gold col- control: if there is flocculation, it means that the gold col-
loids functionalized with streptavidirsfreptomyces Avidinii  loids are not functionalized with streptavidin and the proce-

S0677, Sigma—Aldrich) were deposited onto the samplesdure must be repeated. The suspension is then centrifuged
(Fig. 6(e)). The streptavidin—conjugated gold nanopatrticles (5000rpm, 5min) again, the supernatant is removed and
will be used as “nano-weights” during the “dip-and-dry” 100uL of glycine buffer (2 mM) are added to the pellet. This

test performed with the piezoelectric membrane. Indeed, theoperation is repeated twice and allows to remove the free-
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streptavidin from the streptavidin—conjugated gold nanopar- surface groups (synthesized on gis€urfaces) is between 3
ticles. and 5.
An amount of 1 mL of gold colloids suspension with a
pH of 3.7 was thus injected into the sample loop of the FIA
6. Results and discussion system (flow velocity equal to 1 mL/h) in order to dispense it
onto the surface of a piezoelectric membranes chip mounted
In a first experiment, the capability of the new biosensor in the chamber reaction. First, a buffer solution (sodium ac-
for detection of added mass should be proofed. To do this, etate 0.03 M at pH 3.7) was injected into the reaction chamber
the piezoelectric membranes have been used to measure thentil the resonant frequency of the piezoelectric membrane
real-time kinetics of gold colloid adsorption, the whole matrix was stabilized. For the experiment discussed here, the piezo-
being integrated in the FIA system, as explained in the next electric membrane was excited on its (0,1) resonant mode (at

section. 341.7 kHz), since the amplitude of the oscillation at the (0,1)
resonant frequency was higher than that at the (0,0) resonant
6.1. Kinetics of gold colloids adsorption frequency. The stabilization step was around 90 min. Then,

the colloidal solution was injected into the reaction chamber

Silicon dioxide samples of 2cm 2cm were coated by  andtheresonantfrequency value started to gradually decrease
an amino-silane layer as explained before and then respec{as shownirrig. 9). The decrease of the resonant frequency is
tively incubated in suspensions containing 40 nm gold col- continuous during 120 min before flattening out at 339.4 kHz.
loids with a concentration of 9 102 particles/nd at three This resonant frequency shift can be directly related to
different pH values (3.7, 5.3 and 8.5). These experiments the number of gold colloids adsorbéufine at the surface
allowed us to select the optimal pH for a maximum den- of the piezoelectric membrane by calculating the mass sen-
sity of adsorption of gold nanoparticles on the silicon diox- sitivity of the sensor as indicated in E@). Replacing, by
ide amino-silanized surfaces. Different times of incubation the (0,1) experimental resonant frequency of the membrane
(from 60 to 180 min) have been explored. Scanning electron yields a mass sensitivitg, equal to—3.6 Hz/pg. By divid-
microscopy (SEM) has been used to estimate the numbering this value by the resonant frequency of the device and by
of colloidal gold particles deposited onto the surfaces of the taking into account its active area, mass sensitivity becomes
control samplesKig. 7). The obtained results are shown in —7.4 Hz/MHz (ng/cm)~! which is by a factor of several hun-
Fig. 8 It should be noticed that the colloidal suspension with dreds better than state-of-art values for piezoelectric mass-
the pH value of 3.7 seems to give a better gold colloids ad- sensing device§l8]. The ratio between the resonant fre-
sorption yield than other suspensions. This confirms the re- quency shift and the mass sensitivity value allows to calculate
sults reported by Giesbers et Hl7] according to which the  the amount of mass added on the surface of the piezoelectric
pH value providing an optimal ionization state of the amine membrane that can be directly converted into a density (num-

pH 8.5, =60 min pH 8.5, =90 min pH 8.5, t=120 min

pH 8.5, t=180 min

Fig. 7. Scanning electron microscopy (SEM) photographs of gold nanoparticles adsorbed onto amino-silaninedtBiDsamples surfaces for different
times of incubation into the colloidal solution at three different pH values.
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Fig. 8. Estimated number of gold nanoparticles adsorbeql.perof amino-silanized Si@control samples surfaces vs. time of incubation for different pH
colloidal solutions.

ber of particlegtm?) of gold colloids adsorbed onto the ac- Whereas the adsorption experiment onto control samples was
tive area of the device. Thus, the 2.4 kHz resonant frequencyrealized undestatic conditions, the real test using a piezo-
shift yields a density of gold colloids adsorbed onto the sur- €lectric device was performed undecentinuousstream of
face of the device that equals 130 nanopartiple€. This is gold colloids suspension that could dramatically affect the
two times lower than the density of nanoparticles adsorbed onyield of adsorption of gold colloids on the active area of the

the surface of a Sigkontrol sample (260 nanoparticlgsi?) sensor. Moreover, the dimensions of the reaction chamber and
incubated during 120 min into a colloidal suspension at the the velocity of the flow of the colloidal suspension injected in
same pH (3.7), as shown Fig. 8. were not really optimized. Further optimization could reduce

This discrepancy could be accounted for by the fact that the thickness of the Nernst diffusion lay@®] thus acceler-
both experiments are conducted under different conditions: ating the diffusion process of the gold nanoparticles towards
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Fig. 9. Evolution of the (0,1) resonant frequency of the piezoelectric membrane vs. time during the injection of a colloidal solution (at pH 5.3) into the reaction
chamber of the FIA system. The two optical microscope photographs show the piezoelectric membrane before and after adsorption of gold colloids on its
surface. Error bars represent the standard deviation of the measured resonant frequency for five experiments.
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Fig. 10. (a) Schematic view (real scale is not respected) of the active areas delimited orp adBi@| sample used for the validation of

the biotinylated DNA hybridization and biomolecular recognition by streptavidin—conjugated gold nanoparticles protocol. Examples of (b) one
DNA—(biotinylated)DNA—(streptavidin/gold colloids) conjugates spotx}0(c) detail of (b) (20) and (d) one (single-strand)DNA—(streptavidin/gold
colloids) conjugates spot (5). The spots were observed under dark field mode (optical microscopy).

the active area of the device and consequently increasing thehybridization was not performedrig. 10(d)). In the latter

yield of the number of nanoparticles adsorbed per? of case, no interaction exists between the streptavidin that re-

amino-silanized surface. covers the gold nanoparticles and aminated oligonucleotides
first deposited onto the dendrimerized Si€amples.

6.2. Dip-and-dry test for DNA hybridization detection These validation protocols on control samples allowed the

transfer of the entire protocol of biotinylated DNA hybridiza-

Again, 2cmx 2 cm silicon dioxide samples were coated tion on piezoelectric membranes that were formerly coated
by an amino-silane layer. The entire protocol of biotiny- by a passivation silicon oxide film. Taking into account the
lated DNA hybridization and biomolecular recognition us- complexity of this protocol, decision has been taken to per-
ing streptavidin—conjugated gold nanoparticles were carried form dip-and-dry tests by using the piezoelectric membranes.
out (as shown irFig. 10. “Control spots” refer to zones  This implies not using the FIA system but measuring of the
where hybridization was not conducted to check the speci- resonant frequencies of the piezoelectric membranes before
ficity of the interaction between the streptavidin—conjugated and after adsorption of the streptavidin—gold colloids conju-
gold nanoparticles and biotinylated oligonucleotides. After gates.
deposition of 20mL of gold colloids functionalized with In a first experimental step, the biochemical protocol start-
streptavidin onto each one of the “active areas” (as depicteding to the amino-silanization of the Sj@urface, followed by
in Fig. 10a)), control samples were incubated for 15min, the deposition of dendrimers, the aminated oligonucleotides
then washed with the hybridization washing buffer (SSPE: depositing and biotinylated complementary oligonucleotides
20mM NaHPQ4, 0.3M NaCl, 2mM EDTA, 0.1% SDS) hybridization is conducted on a piezoelectric membrane chip
followed by rinsing steps under deionized water and pure already bonded and sealed to a TO8 package. The reso-
ethanol and finally dried under nitrogen stream. The con- nant spectrum of one piezoelectric membrane is traced by
trol samples were observed under an Olympus BX51M op- using the optical beam deflection technique. The resonant
tical microscope (dark field observations) and the corre- frequency corresponding to the fundamental resonant mode
sponding images are shownfig. 1Qb—d). Notice that the  (0,0) is measured at 476 kHz. Then, 20 mL of gold colloids
biomolecular recognition of biotinylated DNA hybridization functionalized with streptavidin are deposited on the mem-
by streptavidin—conjugated gold nanoparticl€sg( 1Qb) branes chip. After 15 min of incubation time followed by im-
and (c)) is highly specific compared to spots where DNA mersion in washing buffer (SSPE: 20 mM NgPOy, 0.3 M
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Fig. 11. (0,0) resonant frequencies measured before and after the deposition of streptavidin—conjugated gold colloids on the surface of a piezoelectric membra
where biotinylated DNA oligonucleotides were previously hybridized with complementary oligonucleotides sequences.

NaCl, 2mM EDTA, 0.1% SDS) and by several rinsing steps  First, the micromachined resonating piezoelectric mem-
under deionized water and pure ethanol, the chip was driedbranes have been developed and characterized. Secondly
under nitrogen stream. The resonant spectrum is traced andh suitable FIA system allowing real-time reaction kinet-
the resonant frequency corresponding to the fundamental resics track has been developed. Finally, the biosensor func-
onant mode (0,0) is again measured, its value being equal tationality of our devices has been validated in two ways:
472.1 kHz. on the one hand, the piezoelectric membranes have been
As shown inFig. 11, a resonant frequency shift equal used to measure the real-time kinetics of gold colloid ad-
to 3.9kHz is recorded, indicating that the streptavidin— sorption, the whole matrix being integrated into the FIA
conjugated gold colloids are fixed by the biotinylated DNA system. Here, mass sensitivity of the device has been es-
oligonucleotides initially grafted on the surface of the piezo- timated at—3.6 Hz/pg (i.e. several hundreds better than
electric membrane. Nevertheless, photographs of the mem-of state-of-art values for piezoelectric mass-sensing de-
branes chip after completion of the entire protocol have vices).
shown that the biocompatible silicon sealant (that protects = On the other hand, the dip-and-dry technique has been
each bonding wire) was severely damaged by the succes-used to measure mass loading induced by the binding of
sion of biochemical baths. Consequently, work is now in streptavidin—conjugated gold nanoparticles to biotinylated
progress to complete the biological protocols before bond- target cDNA fixed onto the surface of the piezoelectric mem-
ing the devices to the TO8 package. Further investigations branes. Measurements of resonant frequency of one piezo-
are needed to estimate the global added mass brought byelectric membrane have been carried before and after ad-
streptavidin—conjugated gold colloids in order to directly sorption of the streptavidin—gold colloids conjugates and a
rely the shift of the resonant frequency to the grafting shift of the resonant frequency has been recorded meaning
density of nanoparticles to the surface of the piezoelectric that the streptavidin—gold colloids are fixed by the biotiny-
membrane. lated DNA oligonucleotides initially grafted on the surface
of the piezoelectric membrane.
These results indicate that micromachined piezoelectric
7. Conclusion membranes have a real potential as micromechanical biosen-
sors and could represent areal alternative to the quartz crystal
In this paper, the behavior of micromachined resonat- microbalance-based biosensors. Further experimental work
ing piezoelectric membrane-based biosensors operating inis in progress to avoid the optical detection technique by
two fundamental different ways, namely integrated in a exploiting the self-sensing capabilities of the piezoelectric
flow injection analysis (FIA) system and providing mea- layer integrated into the device structufd and to use
surements by the “dip-and-dry” technique, has been inves-the FIA system to track the kinetics of the interaction of
tigated. streptavidin—conjugated gold colloids with the biotinylated
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DNA fixed on the piezoelectric membrane surface in real Biographies

time.
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Abstract

In this paper, the assembly and stability of locally spotted spherical
nanoparticles onto various substrates are studied. Arrays of silicon-based

microcantilevers, combined with an automated three-stage spotter, are used
to deposit picolitre droplets containing 300 nm diameter polyethylene glycol
and 150 nm diameter amino conjugated silica nanospheres onto silicon,
allylamine and acrylic acid surfaces. Matrices of colloid spots ranging from

10 to 100 um in diameter have been successfully patterned. SEM
characterizations of the nanoparticles’ geometry and spatial distribution
within the spots were carried out, showing the colloid aggregation at the
droplet’s rim and the selective stability of the printed patterns. The expected
substrate functionalization was assessed by XPS characterizations of the
nanoparticles’ surfaces. Finally, polyethylene glycol-SiO, nanoparticle
conjugates were used as masks during a selective reactive ion etching of the
silicon substrate, and silicon nanopillars have been obtained. This work
opens up possibilities of high spatial resolution nanopatterning with

nanoparticle conjugates.

1. Introduction

Biosensors are a rapidly progressing field in modern science,
involving the integration of biomaterials such as enzymes,
antigen—antibodies or DNA with electronic elements such as
field-effect transistors or MEMS with the aim of transducing
biological events occurring on these elements by ‘easy-to-
treat’ physical signals [1]. In general, a biosensor consists
of two parts, i.e. a transducer and an affinity-based interface
which lead to the variation of a physical quantity when the
analyte of interest binds to the sensor system. The sensitivity
of these affinity-based biosensors depends on the amount of

4 Author to whom any correspondence should be addressed.

0957-4484/05/040525+07$30.00 © 2005 IOP Publishing Ltd  Printed in the UK

receptor molecules immobilized on the sensor surface, as well
as the amount of target molecules arriving on the sensor surface
during the measuring process. Related to this, two ways of
artificially increasing the intrinsic sensitivity of a biosensor
have been recently addressed in the same manner, i.e. by
using the conjugation of nanoparticles either with the receptor
or target molecules [2]. If the former approach allows a
higher immobilization degree of bioreceptor molecules per
unit area [3], the latter allows for forming high molecular-
weight units that make these conjugates ideal labels for
microgravimetric analyses [4, 5].

Nevertheless, the continuous need for more and more
miniature biosensors combined with the potential for parallel
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detection (e.g. in the screening for active compounds) requires
new tools that should be able to bring the nanoparticle-based
conjugates precisely on the transducer surface (biopatterning
experiments). So far most biopatterning and nanopatterning
experiments have been carried out using microcantilever-based
atomic force microscopy (AFM) probes [6—10]. With an AFM
probe, the sample forms a thin molecular layer on the tip
surface and around its base area. When placed in contact with
a surface, the species migrate from the tip onto the surface.
This approach allows the local deposition of colloids into
nanometre scale clusters without the possibility of printing
several spots simultaneously. Besides, this tool is not well-
suited for larger deposition areas. In contrast, matrices of
micrometre size liquid drops can be obtained with commercial
printing equipments [11]. However, these tools are usually
very expensive and the droplet’s diameter reaches at least
60 pum.

In this paper, a method for fabricating nanostructured
well-defined spots with biospecific chemical functionalities
is presented.  This method has been carried out using
arrays of silicon-based microcantilevers by depositing spots
of nanoparticles using a direct contact deposition technique.
The same approach has been used in the past, where arrays of
more than a hundred spots, from the femtolitre to the picolitre
range, containing fluorescent-labelled oligonucleotides and
proteins, were directly patterned on a glass slide [12]. Here,
functionalized amorphous silica nanospheres were deposited
on coated silicon surfaces, and the resulting nanostructured
spots were studied by SEM. The selection of the SiO,
face to polymeric nanoparticles was based on the possibility
to saturate the surfaces of the former with functional
amino groups [13] or antifouling polyethylene glycol (PEG)
derivatives. These aspects further support the idea of the use
of the nanoparticles as active parts of biomedical devices, such
as biosensors and tissue engineering supports.

2. Experimental setup

2.1. Sphere synthesis

PEG-600 and amino surface ended amorphous silica
nanospheres were synthesized by modifying the standard
method of precipitation of alkoxides described by Stdber [14].
We took advantage of the self-adsorption of the organic
PEG to the hydrolysed alkoxide at basic pH to obtain
silica nanospheres with PEG saturated surfaces. Amino
functionalized nanoparticles were obtained by co-precipitation
with an aminosilane. The PEG-600 batch was synthesized
by adding into the reaction beaker an aqueous solution
of NHj3, PEG-600 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany),
absolute ethanol and tetraethoxysilane (TEOS) respecting the
mentioned addition order (all from Fluka, Buchs, Switzerland
if not otherwise mentioned). The final concentrations of the
precursors were as follows: NH3 0.2 M, PEG-600 0.02 M and
TEOS 0.2 M. In the case of amino functionalized beads, we
added 0.01 M aminopropyltriethoxysilane (APTS) replacing
PEG-600. The reaction was carried out at 25°C without
stirring until precipitation and then left in the reaction medium
for 24 h. In order to change to the ethanol storing medium,
the nanospheres were centrifuged in 15 ml vials at 5000 rpm
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Figure 1. Optical photograph of microfabricated cantilevers.

and 20°C. The remaining unreacted liquid was eliminated.
Finally, the nanospheres were re-suspended after refilling
with ethanol up to the original synthesis concentration of
1.5 x 10" em™3.

2.2. Colloid characterization

The nanoparticles’ geometry was studied by SEM, while
surface characterization was done by x-ray photoelectron
spectroscopy. X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) was
performed using an Ultra XPS from KRATOS Analytical
equipped with a monochromatic Al Ko source (150 W).
Survey (0-1150 eV binding energy (BE) pass energy of 80 eV)
and high resolution spectra (20 eV pass energy) were obtained
at 90° take off angle (operating pressure 2 x 10~ Torr). The
surface charge was compensated by a flood gun referring all
peak energies to the BE of the hydrocarbon peak at 285.0 eV.
High resolution C 1s and O 1s spectra were peak fitted, after
a linear background subtraction, with a G/L function by using
the equipment software. Quantitative analysis was performed
using element peak areas measured on survey spectra and
software referenced relative sensitivity factors (RSF).

2.3. Substrate preparation

Three different kinds of substrate were used for the deposition
of nanoparticle droplets. Silicon substrates (100, n-type, 1-
3 @ cm) were cleaned by subsequent ultrasonic baths of
trichloroethylene, acetone and ethanol. In order to diversify the
wettability and the chemical functionalities of the substrates,
two wafers were covered with plasma polymerized allylamine
(ppAL) and acrylic acid (ppAA), respectively. The deposition
of both polymers was carried out in a capacitively coupled
reactor as previously described [15]. Basically, optimized
films were obtained at 35 mTorr, with a 20 W discharge (RF
13.56 MHz) of the precursor (AL or AA, Sigma-Aldrich)
assisted by 6 sccm Ar flow.

2.4. Deposition tool and procedure

The deposition system consists of a silicon-based microcan-
tilever array fixed on a three-stage automated spotter. The chip
array, including four cantilevers, is fabricated using conven-
tional microfabrication techniques [12, 16]. The cantilevers,
shown in figure 1, are 2 mm long, 210 um wide and 5 pum
thick. A slit and a reservoir are incorporated in the cantilever
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Figure 2. SEM detailed view of PEG-600 (left), and APTS (right) conjugated SiO, nanoparticles.
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Figure 3. XPS spectra corresponding to PEG-600 nanoparticles (top, C 1s left, O 1s right) and APTS nanoparticles (bottom, C 1s left, N 1s

right).

(This figure is in colour only in the electronic version)

for liquid loading and deposition. The loading is currently
done by immersing the cantilevers in the liquid to be deposited,
the slit being filled via capillary forces. Droplet formation
occurs when the tip of the cantilever touches the depositing
surface. The automated spotter is a home-made XY Z motion
control system combined with a ceramic piezoactuator for pre-
cise positioning of the cantilevers with respect to the surface.

Displacement along each axis is done by a PC controlled step-
by-step servo-motor enabling 0.5 pum steps.

The experimental protocol started with loading the
cantilevers. The cantilever’s tip was dipped into a reservoir
containing the nanoparticle suspension for a few seconds. The
cantilever array was then moved on top of the depositing
surface using the XY Z motion control system. Liquid droplet
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Figure 4. SEM image of a matrix of PEG-600 nanoparticle spots on
a silicon substrate.

apaa  18KU X7, @08 lﬁ Not1e
Figure 5. SEM picture of a spot of PEG-600 nanoparticles on a
ppAL substrate.

Table 1. Surface composition of the PEG-600 and APTS
conjugated SiO, nanoparticles as derived from XPS analysis.

Sample)\ at. conc. (%) C O Si N

PEG-600 10 53 37 0
APTS 19 50 27 4

formation was finally achieved by putting the cantilever’s tip in
contact with the substrate surface. Because of the better time
response, a ceramic piezoelectric actuator was used for this
process step, enabling a better control of the contact time and
thus the volume to be deposited. Matrices of up to a hundred
spots were obtained by combining the deposition step with an
XY translation, without the need for a refill.

3. Results and discussion

The synthesized nanoparticles were observed by SEM prior
to their use in the microspotter in order to identify the
mean particle size and geometry. Figure 2 presents the
images corresponding to PEG-600 (left) and APTS (right)
nanoparticles. Both showed well defined spherical shapes
with mean sizes of 300 and 150 nm for PEG-600 and APTS,
respectively.

In order to illustrate the surface properties of the
nanoparticles, and thus the surface properties of the printed
spots, a surface characterization was performed using x-
ray photoelectron spectroscopy. An element analysis was
extracted from widescan spectra. The results confirmed
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Figure 6. SEM picture of a spot of PEG-600 nanoparticles on a
silicon substrate.
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Figure 8. SEM close-up view of a spot of PEG-600 nanoparticles
on silicon.

that the PEG-600 contained a higher oxygen surface content
while the presence of nitrogen was confirmed onto the
APTS nanoparticles (table 1). The chemical structure of the
nanoparticle’s surface was further investigated by performing
high resolution spectra. The C s spectrum corresponding
to the surfaces of PEG-600 beads is presented on the top of
figure 3. The spectrum was satisfactory reproduced by using
three components that stand for C-C-C (285.0 eV), C-C-O
(286.7 eV) and O-C-0O (288.3 eV) bonds, respectively. The
relatively high intensity of the second component represents
the surface presence of PEG-600 fragments at almost the same
intensity corresponding to the ethoxy radicals remaining on
the surface from the TEOS precursor. The monocomponent
shape of the O 1s spectrum (532.7 eV) further confirms that
oxygen is almost only present in a single bonded organic
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Figure 10. SEM images corresponding to APTS nanoparticles on ppAL substrate before (top) and after rinsing (bottom).

structure O—C. In the case of the APTS surfaces, the C 1s
spectrum is deconvoluted with four contributions (figure 3,
bottom). The assignment of the contribution at 286.1 eV to
C-N bonds is confirmed by the N 1Is spectrum presented on
the right-hand side.

A CCD camera was used to observe droplet formation
during the printing of the colloidal suspension on the different
substrates. The deposition procedures were carried out under
ambient conditions, i.e. temperature of 21°C and humidity

level of about 50%. As expected, because of evaporation,
droplet formation did not occur when the medium solvent
consisted of only ethanol or water. To prevent evaporation,
two agents were examined: dimethyl sulfoxide (DMSO) and
glycerol. DMSO was not compatible with the colloidal
solution because the suspension flocculated after DMSO was
added. This was probably due to a hydrolytic process induced
on the silica beads by DMSO. However, the addition of at least
25% of glycerol led to a successful liquid deposition.
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Figure 11. SEM picture of the silicon pillars obtained after a dry
etch of a silicon substrate patterned with silica nanoparticles.

SEM observations were then carried out to characterize the
droplets, check the presence of nanoparticles and study their
spatial uniformity. The observations showed that PEG-600
functionalized silica nanoparticles were present on the three
types of substrate (as shown for a silicon substrate in figure 4).
By varying the contact time during deposition, droplets of
various diameters, ranging from about 10 um (figure 5) to more
than 100 um (figure 6), have been obtained. An SEM picture
of the tip of a depositing cantilever proved that the absorption of
colloidal nanoparticles onto the cantilever surface did not block
the channel and its aperture (figure 7). Leaving the samples
drying for a couple of days after printing seemed to result in
spots of poor uniformity, the density of nanoparticles being
higher on the edge of the droplet than in its centre (figure 8).
This result was due to the solvent capillary flow that carried
particles at the rim of the droplet during its slow drying [17].
Finally, the deposition of amino functionalized beads was not
as successful because the nanoparticles tend to aggregate, thus
lowering the spot uniformity. The aggregation of this kind
of nanoparticle was of relevance even in previous steps as
observed during the re-suspension of centrifuged products.

Even if the aggregation of colloids is inhibited in the case
of PEG radicals (due to the self-repulsion of these chains in
water), the self-organization through capillary forces did not
lead to well defined areas of nanoparticle monolayers. In order
to obtain homogeneous monolayer particle spots, a control
of the colloid density, colloid surface properties and rate of
evaporation is needed. The first parameter is critical as it
dictates the importance of the capillary forces acting on the
colloid arrangement after deposition. Too high concentrations
initiate capillary forces before an initial settlement, while too
low concentrations lead to a lack of surface coverage. The
surface properties of the colloids determine the effectiveness
of the capillary forces in the particle transport. In general,
the rate of evaporation can be used to correct some trends. For
instance, the organization of a highly concentrated solution can
be improved by a reduced evaporation rate, allowing particle
settlement to occur before capillary forces become dominant.

Regarding the spot stability in aqueous media, the formed
colloidal structures were observed to be selectively stable. In
fact, dipping samples into distilled water for 5 min did not
induce changes in any of the surfaces, even when comparing
100 nm details. A comparison before and after rinsing with
the PEG-600 nanoparticles is presented in figure 9. On the
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other hand, the excitation in ultrasounds completely removed
the colloidal pattern. This selectivity in stability is of essential
interest for applications in which the nanoparticles are used
as masks for creating patterns on substrates. The same kind
of selective behaviour was observed in the case of the smaller
APTS nanoparticles, as observed in figure 10. The physical
and chemical stability of the particles was tested by a silicon
dry etch. The PEG-600 SiO, nanoparticles were used as masks
during a selective reactive ion etching (RIE) of the silicon
substrate. The etching operation was carried out using C4Fg,
SF¢, and O, gas sources. As shown in figure 11, silicon pillars
have been obtained, on which the masking silica nanospheres
can still be seen. Further works on the optimization of the
etching parameters are under way to create nanopillars with
higher aspect ratio.

4. Conclusion

In summary, a method to pattern spots of nanoparticles has
been developed. Silicon-based microcantilevers have been
used to deposit picolitre droplets containing functionalized
silica beads onto coated silicon surfaces. Loading of the
cantilevers was achieved by immersing the cantilever’s tip
in the colloidal suspension, and droplet formation was done
by a contact deposition technique via liquid transfer from the
cantilever’s tip to the substrate surface. By combining the
microfabricated array of microcantilevers with an automated
three-stage spotter, up to a hundred spots could be patterned
without the need toreload the cantilevers. 300 nm polyethylene
glycol and 150 nm amino surface ended amorphous silica
nanospheres were synthesized and successfully printed onto
silicon, allylamine and acrylic acid surfaces, resulting in
10-100 pm diameter spots.  Characterizations of the
nanoparticle’s surface, geometry and spatial distribution within
the spots were carried out by using XPS and SEM. As
expected, the deposited spots exhibited a higher density of
nanoparticles along the triple contact line and has demonstrated
to be selectively stable. These results are very promising
for the development of miniaturized biosensors requiring
precise and local deposition of nanoparticle-based conjugates
on transducers surfaces.
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This letter reports on the investigation of the mechano-chemical effect of cross-linked dried
free-standing alpha-lactalbumin (a-lactalbumin) thin films induced by different cation, calcium,
magnesium, and potassium binding. The protein membranes were fabricated by drying droplets of
an a-lactalbumin solution on top of silicon through-wafer holes obtained by deep reactive ion
etching. Then the membranes were consecutively exposed to solutions of the cations in HEPES
buffer solution while their resonant frequencies were measured by full-field surface stroboscopic
white light interferometry. Tests on more than 30 free-standing protein films showed more
significant conformational changes of the a-lactalbumin after immersion in a calcium solution than
those observed after immersion in magnesium and potassium solutions. These results demonstrate,
the real potential of free-standing protein films to be used as resonant biosensors for multiple cation
detection. © 2005 American Institute of Physics. [DOI: 10.1063/1.2035872]

The increasing recent interest in proteins as sensing
agents of their specific ligands has led to the development of
various types of sensors having a sensitive layer based on a
protein thin film. Besides the various methods of detection of
the protein-ligands interaction that could be classified as
“conventional” (e.g., optical detection of fluorescent-labelled
ligands) one can cite the mechano-chemical transduction
method that exploits the change of mechanical properties
induced by the change of molecular structure when protein
films chemically bind their ligands. The use of this effect for
detecting interactions between bio-macromolecules was re-
ported, for the first time, by Morozov and Morozova.' They
tested a number of different proteins in the form of cross-
linked film, pointing out that conformational changes caused
by specific binding can be measured by a conventional force
sensor. So far, most of applications using the mechano-
chemical effect for detecting interactions between bio-
macromolecules have used micromachined cantilevers.”™
Despite the high sensitivity and the high-throughput potential
of this method, care must be taken with regard to the physi-
cochemical aspects of the adsorption of bio-macromolecules
on the solid surface of the cantilevers in order to preserve the
native conformation of the proteins. Recently, a different ap-
proach to use mechano-chemical effect for detecting bio-
macromolecule interactions proposed the utilization of free-
standing protein films® thus avoiding the difficulties inherent
in the protein-surface interactions. The authors prepared
a-lactalbumin (a-LA) protein thin films by the electrospray
deposition method® and studied the mechano-chemical re-
sponse of the free-standing protein film to calcium ions

Y Author to whom correspondence should be addressed; electronic mail:
nicu@]aas.fr

0003-6951/2005/87(10)/103901/3/$22.50

87, 103901-1

showing that the biological activity of the protein was pre-
served. The measurement system used allowed detection of
the isometric tension changes of the protein film in a quasi-
static way, i.e., by pulling at low frequencies the protein film
with a piezoelectric actuator and by measuring the tension
induced in the film with a conventional force sensor.

This letter reports on the investigation of the mechano-
chemical effect of cross-linked dried free-standing «-LA thin
films induced by different cations (calcium—Ca®*,
magnesium-Mg>*, and potassium—K*) binding. Ca**, Mg?*,
and K* are biologically important cations and their detection
is important in clinical applications.L9 Since only trace
amounts of those cations exist in certain pathologies, ultra-
sensitive sensors are always needed. The physicochemical
properties of these cations differ significantly with Mg?* hav-
ing always an octahedral hydration sphere with slow ex-
change of aqueous ligands; K* having, in general, an octa-

a

(@) Si wafer

(¢) Deposition of a droplet of a-lactalbumin
solution by micro-pipette

of holes by Deep RIE and

FIG. 1. (Color) Fabrication process of free-standing a-lactalbumin film.

© 2005 American Institute of Physics
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©)

FIG. 2. (Color) Monochromatic homodyne interferometry image of free-
standing a-lactalbumin film (a) excited at off-resonance frequency; (b) ex-
cited at the resonance frequency. (c) Topography of vibration shape at the
resonance obtained by stroboscopic illumination.

hedral hydration sphere with fast exchange of water; and
Ca* having a highly variation hydration geometry and rapid
exchange of aqueous ligands. In biological systems there are
also very considerable differences between the cations, with
large differences between extra- and intracellular concentra-
tions; in particular, the intracellular concentration of free
Ca’* cations is highly 1regulated.lO The detection method de-
scribed here relies on the measurement of the resonance fre-
quency shifts of the a-LA thin film due to the conformational
changes of the protein when different cations are specifically
binding on. The a-LA thin films described here are free-
standing in the sense that they are not deposited on any other
solid substrate.

a-LA is a small (M,=14200), acidic (pI=4-5), Ca**
binding milk protein which is very important from several
points of view, as reported by Permyakov and Berliner."!
One of these points is that a-LA possesses a single strong
Ca’* binding site'*!? and for this reason it is frequently used
as a simple model Ca** binding protein. The other point is
that it has been reported that some forms of a-LA can induce
apoptosis in tumor cells," which suggests that this protein
can fulfill many important biological functions. It should be
pointed out that besides calcium, a-LA binds other physi-
ologically significant cations such as Mg?*, Mn?*, Na*, and
K*, but more weakly, which can compete with Ca** for the
same binding site! inducing similar, albeit smaller, structural
changes in a-LA.

Fabrication process of a a-LA free-standing film is de-
picted in Fig. 1. First, a 20-ul droplet of 2.5 mg/ml solution
of a-LA (Type III, from bovine milk, product L6010, Sigma
Aldrich) in pure water is deposited on the top of one through
silicon (Si) wafer hole (obtained by deep reactive ion etch-
ing) with a diameter equal to 200 um. The droplet is dried
up during several hours at room temperature. Since the sili-
con substrate is hydrophobic as a consequence of previous
fonctionalization step by methyl-terminated self-assembled
monolayers (n-octyltrimethoxysilane, ABCR), the a-LA so-
lution droplet does not spread inside the hole. Finally, the
a-LA film is cross-linked as a result of its exposure to 25%
glutaraldehyde vapours during 20 min at 20 °C. As could be
seen from the color of fringes, the thickness is not uniform
all over the surface of the membrane, going from about 300
nm at the center of the free-standing film to 2 um at the

Appl. Phys. Lett. 87, 103901 (2005)
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FIG. 3. Evolution of resonance frequencies of free-standing a-lactalbumin
films depending on the binding of cations (Mg?*, Ca’*, and K*). Error bars
represent the standard deviation of the measured resonant frequency for five
different experiments for each tested cation.

border. After the fabrication, the substrates with the free-
standing a-LA films were stored in HEPES buffer solution
(10 mM HEPES+NaCl 10 mM, pH 7.4) in freezer at 4 °C
during two months before use, thus allowing the evaluation
of stability in time of the protein films.

The resonant frequencies of the protein membranes, as
well as their vibration mode shapes, have been measured by
full-field surface stroboscopic white light interferometry.16
The excitation of the protein membranes was obtained by
means of an external piezoelectric actuator onto which the
sample was previously glued. All the measurements were
performed in air as soon as each chemical protocol had been
realized. When the film is vibrated at the resonance fre-
quency, the optical fringe becomes distorted, as shown in
Figs. 2(a) and 2(b). Figure 2(c) shows the shape of vibration
of the film at the resonance of fundamental mode obtained
by stroboscopic illumination. The resonance frequency of the
fundamental mode is around 600 kHz and depends on the
thickness of the protein film during the fabrication process.
Actually it has been noted that the thickness is not uniform
all over the surface of the membrane, varying from about
300 nm at the center of the free-standing film, to 2 um at the
border. The quality factor in air is generally around 22.

In a first experiment, a-LA free-standing membranes
have been consecutively exposed to solutions of cations in
HEPES buffer solution (10 mM HEPES+NaCl 10 mM, pH
7.4) having various concentrations, as follows: 1, 10, and
100 mM solution of Mg2+ in HEPES buffer; 10 and 100 mM
solution of K* in HEPES buffer; 1 and 10 mM solution of
Ca’* in HEPES buffer. The a-LA free-standing membranes
have been rinsed with HEPES buffer solution before each
change of concentration of the solution of cations in order to
evaluate the reversibility of the protein film response. Figure
3 shows the different cations dependence of the resonant
frequencies of the a-LA free-standing membranes. It should
be noted that the resonant frequencies of the protein mem-
branes have significantly increased during the exposition to
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FIG. 4. Evolution of resonance frequencies of free-standing «-lactalbumin
films depending on the successive binding of K* and Ca* cations. Error
bars represent the standard deviation of the measured resonant frequency for
14 different experiments.

Ca’* cation solution while their shifts have been noticably
lower during the exposition to K* and Mg?* cations solu-
tions. In terms of relative variation of the mean resonant
frequency at a given cation concentration regarding to the
mean resonant frequency directly after the cross-linking step,
it has been noted that this variation is equal to 20% in case of
the 1 mM Ca?* solution and 36% in case of the 10 mM Ca**
solution, while its value scans the range between 6% and
12% for Mg?* concentrations going from 1 to 100 mM and
between 8% to 10% for 10 and 100 mM K* concentrations.
These trends confirm in a different way the differences be-
tween the apparent binding constants of Ca**, Mg?*, and K*
cations (3X10°M~' for Ca?*, 2000100 M~' and
200+20 M~! for Mg?*—apparently a secondary binding site
is present for this cation—and 8+3 M~! for K*, respectively)
for bovine a-LA protein as given by Permyakov and
Berliner."" Another important point to emphasize is the reso-
nant frequencies values after each HEPES buffer rinsing step
that do not really reach the initial values measured immedi-
ately after the cross-linking step. Contrary to the results re-
ported in other works,* this is a general tendency observed
for all species of cations tested and could be due to partial
irreversible binding between the cations and the specific
binding sites of the bovine a-LA or to irreversible change of
conformation of the protein during the consecutive exposures
to different cation solutions.

In order to confirm the differences between the apparent
binding constants of Ca’** and K* cations for bovine a-LA
protein, a new series of tests has been realized. The same
a-LA protein membranes have been consecutively exposed
to two different cations solutions (respectively K* 100 mM
in HEPES buffer solution and Ca** 10 mM in HEPES buffer
solution) with a HEPES buffer rinsing step in between. The
results are shown in Fig. 4. It can be clearly seen that the
relative variation of the mean resonant frequency for K* 100

Appl. Phys. Lett. 87, 103901 (2005)

mM in HEPES buffer solution with regard to the mean reso-
nant frequency measured after the cross-linking step is, in
this case, equal to 1% while the same relative resonant fre-
quency variation in case of Ca®* is about 15%. Moreover,
another interesting phenomenon observed is the stability of
the resonant frequency even after the first HEPES buffer so-
lution rinsing step. This could be due to the superposition of
another influence factor on the sensitivity of the free-
standing protein film, especially the room humidity rate that
varied from 56% to 61% between the exposition of the pro-
tein films to K* 100 mM in HEPES buffer solution and the
first HEPES buffer solution rinsing step. Nevertheless, after
stabilization of the humidity and temperature conditions, the
variation of the resonant frequencies due to the Ca®* binding
confirms the initial results discussed previously in this letter.

In conclusion, these results demonstrate the real poten-
tial of free-standing protein films to be used as resonant bio-
sensors for multiple cations detection. New tests now have to
be carried on enlarged range of concentrations of cations
solutions in order to formally calculate association constants
thus allowing the comparing to values reported in the litera-
ture. Nonetheless, as demonstrated by the very last current
trends in this domain,"’ free-standing protein films such as
those discussed in this letter are in high demand for cutting
edge applications where the conventional current technolo-
gies show severe limitations, in order to supply new, ex-
tremely sensitive, families of sensors.
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