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Résumé

Un matériau adaptatif ou «intelligent » est capable de modifier spontanément ses
propriétés physico-chimiques en réponse a un stimulus (température, pH, etc.). Les surfaces
sensibles a un stimulus mécanique constituent une nouvelle catégorie de matériaux
adaptatifs capables de montrer des changements de propriétés de surface sous I'effet d’'une
contrainte mécanique. Dans ce contexte, ces travaux se concentrent sur 'adsorption d’objets
biologiques tels que des protéines sur un support élastique. L’objectif étant de contrbler cette
adsorption en fonction du taux d’étirement du substrat. Les élastoméres de silicone (PDMS),
de par leur élasticité et leur faible toxicité, constituent des supports de choix pour
I'élaboration de telles surfaces. Ces matériaux polymére sont largement utilisés dans le
domaine médical et en microfluidique.

La premiére étape d’élaboration consiste a rendre la surface du support de PDMS
chimiquement réactive. Pour des temps de traitement courts, la polymérisation plasma de
'anhydride maléique permet d’introduire des groupements réactifs a la surface du PDMS,
tout en conservant ses propriétés élastiques a I'’échelle locale.

Les substrats de PDMS traités présentent des propriétés acide-base de surface qui sont
caractéristiques des groupements diacide du film polymére plasma. Le degré d’ionisation et
les propriétés d’adhésion de ces surfaces sont étudiés en fonction du pH. L’évolution de ces
propriétés sous élongation atteste de I'effet de dilution des groupements réactifs de surface.

Le support étirable et réactif est ensuite fonctionnalisé avec des systémes constitués de
polyméres et de récepteurs spécifiques. D’une part, les chaines de poly(éthyléneglycol)
(Peg) présentent des propriétés de résistance a I'adsorption de protéines. D’autre part, la
biotine est un récepteur capable de se lier spécifiquement a une protéine, la streptavidine.
En combinant le greffage covalent des Pegs et de la biotine sur le substrat de PDMS, on
obtient une surface bi-fonctionnelle. L'objectif est de masquer la biotine avec les Pegs
lorsque le substrat est a I'état relaxé, puis de promouvoir I'adsorption spécifique de la
streptavidine sous élongation, afin d’obtenir un systéeme de reconnaissance moléculaire

sensible a un stimulus mécanique.



Abstract

Surface responsive materials have the property to show response mechanisms triggered
by external stimuli (temperature, pH, etc.). Mechanically responsive surfaces are a new kind
of stimuli-responsive materials, which surface properties change in response to mechanical
stress. This work focuses on the controlled adsorption of biological objects such as proteins
on an elastic substrate. The goal is to control adsorption as a function of the elongation of the
substrate. In elaborating mechanically responsive materials, silicone elastomers (PDMS)
constitute interesting substrates because of their high flexibility and low toxicity. These
polymers are widely used in biomedical devices and in microfluidics.

The first step of elaboration consists in making the PDMS substrate chemically reactive.
For low treatment time, plasma polymerization of maleic anhydride leads to the introduction
of reactive groups on PDMS surface, while maintaining elastic properties at local scale.

Treated PDMS substrates show acide-base properties which are characteristic of the
diacid groups from the plasma polymer thin film. The degree of ionization and the adhesion
properties of the surface are studied as a function of pH. The evolution of these properties
under elongation attests from the dilution effect of surface reactive groups.

The stretchable and reactive substrate is then functionalized with systems made of
polymers and specific receptors. Poly(ethyleneglycol) (Peg) chains are well known to resist
to protein adsorption, whereas biotin receptors bind specifically streptavidin proteins. A bi-
functional surface is obtained by combining covalent grafting of Pegs and biotine on the
PDMS substrate. The goal is to mask biotin with Peg chains in the relaxed state, while
promoting specific binding of streptavidin under elongation of the substrate. This material
may constitute a molecular recognition system that responds to a mechanical stimulus.
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Introduction générale

Introduction générale

Les surfaces et interfaces jouent un réle primordial dans le développement des nouvelles
technologies. Les domaines concernés touchent aussi bien I'adhésion que la catalyse, les
semi-conducteurs, les capteurs, ou les biomatériaux pour ne citer que quelques exemples.

La fonctionnalisation d’'un substrat devient une étape essentielle dés lors que l'on
souhaite réguler les propriétés de la surface en vue d’'une application bien spécifique. Depuis
quelques années on assiste au développement de nouveaux modes de fonctionnalisation de
surfaces conduisant a des systémes originaux dont la particularité est de répondre a des
sollicitations extérieures. On parle alors de surfaces adaptatives. Ces surfaces,
généralement obtenues par greffage de polyméres sur des substrats solides sont élaborées
de maniére a présenter des changements controlés de leurs propriétés, si possible de
maniére réversible, en réponse a [lapplication de stimuli externes. Dans beaucoup
d’exemples décrits dans la littérature, les surfaces adaptatives répondent a des variations de
température, de pH, ou encore a un rayonnement lumineux.

Le sujet de thése porte sur I'élaboration de nouvelles surfaces adaptatives sensible a un
stimulus mécanique. Trés peu d’exemples dans la littérature considérent ce type ce stimulus.
Pourtant, dans la nature, il est a lorigine de divers types de réponses biologiques
apparaissant par exemple au niveau du systéme auditif ou une pression est transformée en
signal électrique ou encore au niveau des cellules ou les forces de traction au niveau du
cytosquelette sont converties en signaux biochimiques. L’élaboration de matériaux, et en
particulier de surfaces répondant a des stimuli mécaniques présente un grand intérét d’'un
point de vue fondamental pour le développement de nouveaux concepts de matériaux
synthétiques. En second lieu, maitriser le comportement d’'une surface en réponse a un
stimulus mécanique pourrait ouvrir la voie a de nouvelles applications dans le domaine
biomédical. En effet, le corps humain est sujet a de nombreuses contraintes mécaniques au
niveau des muscles, des articulations, ou encore des artéres. La libération contrélée de
principes actifs ou encore la croissance cellulaire initiées par des stimuli biomécaniques
constitueraient d’intéressantes perspectives pour le développement de patchs et d’implants
meédicaux adaptatifs.

L’'objectif de ce travail a caractére fondamental est d’élaborer un matériau dont les
propriétés surfaciques de reconnaissance moléculaire dépendent de [I'élongation. La
stratégie d’élaboration mise en ceuvre consiste a fonctionnaliser un support élastique avec
des systémes de récepteurs masqués par des macromolécules. L’idée est de rendre ces

récepteurs spécifiques accessibles pour des objets biologiques tels que des protéines lors
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de I'élongation macroscopique du substrat. Les deux principaux enjeux liés a I'obtention d’'un
tel matériau résident dans le masquage des récepteurs et dans le transfert de I'élongation
macroscopique a I'échelle locale afin de démasquer ces récepteurs sous élongation. La
réversibilité du phénoméne, c'est-a-dire la libération de I'espéce adsorbée lors de la
relaxation de la contrainte, constitue I'objectif ultime du projet. La Figure 1 ci-dessous illustre

ce concept de surface adaptative.

Figure 1 : Concept de surface adaptative dont les propriétés d’adsorption de protéines sont
contrélées par un stimulus mécanique

Dans ce travail, des substrats élastoméres de poly(diméthylsiloxane) (PDMS) sont utilisés
comme base élastique. Ces supports inertes sont modifiés par polymérisation plasma afin
d'y introduire des groupements réactifs de surface tout en conservant leurs propriétés
élastiques a I'échelle locale. La fonctionnalisation du substrat est ensuite assurée par le
greffage covalent de biomolécules et de macromolécules hydrosolubles. Les surfaces bi-
fonctionnelles obtenues sont finalement analysées en termes d’adsorption de protéines, en

fonction de I'élongation du substrat. Ce travail s’articule autour de cinq chapitres :

Le premier chapitre expose une synthése bibliographique décrivant quelques exemples
de surfaces adaptatives sensibles a des stimuli « classiques » tels que des variations de
température ou de pH, avant d’aborder la question des matériaux sensibles a un stimulus
mécanique, dont les exemples sont beaucoup plus rares. Ce chapitre introduit également le
support élastomére de PDMS, en insistant sur son utilisation comme matériau élastique dont

la chimie de surface doit étre contrblée.

Le second chapitre est dédié au traitement de la surface inerte du PDMS par
polymérisation plasma de I'anhydride maléique dans le but d’obtenir une surface réactive et
élastique a I'échelle locale. Les conditions de traitement « classiques » appliquées aux
substrats de PDMS conduisent a la formation d’'une couche fragile a I'origine de I'apparition
de craquelures lors de I'élongation du substrat. Ces craquelures sont indésirables dans

I'objectif visé car celles-ci nuisent au transfert de I'élongation macroscopique du substrat a
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I'échelle locale. La stratégie employée dans ces travaux afin d’éliminer ces craquelures
consiste a diminuer le temps de traitement. L’évolution de la composition chimique de la
surface en fonction de la durée de traitement est analysée afin de mettre évidence les
différentes étapes de la croissance du film polymére. |l est montré que l'application d’'un
temps de traitement court permet d’introduire des groupements réactifs de surface tout en

conservant la cohésion du substrat a I'échelle locale sous élongation (Figure 2).
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Figure 2 : Analyses paralléles de la composition chimique et de la cohésion des substrats de
PDMS sous élongation en fonction de la durée du traitement par polymérisation plasma

Le froisieme chapitre traite de I'analyse des propriétés acide-base des substrats de PDMS
traités par polymérisation plasma. L’hydrolyse des groupements anhydride du film conduit a
la formation de groupements diacides présentant des propriétés acide-base au sens de
Bronsted. L’évolution du taux d’ionisation de la surface en fonction du pH est étudiée par
différentes méthodes ce qui permet d’accéder aux pKas de surface. Les propriétés
d’adhésion dépendantes du pH sont également mises en évidences par AFM (Microscopie a
Force Atomique) en réalisant des mesures de force en milieu aqueux entre une pointe AFM
et un substrat de PDMS tous deux modifiés par polymérisation plasma (Figure 3).

Ces propriétés acide-base de surface, caractéristiques des groupements diacides du film,
sont exploitées afin de mettre en évidence la dilution des groupements réactifs de surface

lors de I'’élongation macroscopique du substrat.
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! Adhésion

Substrat de PDMS

Figure 3 : Schéma illustrant la mesure de force par AFM en milieux aqueux entre une pointe
et un substrat de PDMS tous deux modifiés par polymérisation plasma

Dans le quatrieme chapitre le support étirable et réactif est fonctionnalisé de maniére
covalente avec des systémes constitués de polyméres et de récepteurs spécifiques a
fonctionnalité¢ amine. D’'une part, les chaines de poly(éthyleneglycol) (Peg) sont des
polyméres présentant des propriétés de résistance a I'adsorption de protéines. D’autre part,
la biotine est un récepteur capable de se lier spécifiquement a une protéine, la streptavidine.
En combinant le greffage des Pegs et de la biotine sur le substrat de PDMS, on obtient une
surface bi-fonctionnelle, présentant a la fois des fonctions anti-adsorbantes et des fonctions
permettant d’attacher spécifiquement la streptavidine sur le substrat (Figure 4). L'objectif
est de favoriser le caractere adsorbant ou anti-absorbant du support en fonction de son taux
d’élongation. Les tests d’adsorption de protéines sont réalisés en fonction de I'élongation du
substrat de PDMS, a l'aide d’un dispositif d’élongation triaxial élaboré dans le cadre de ces

travaux.

(a) (b) (c)
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Figure 4 : Schéma illustrant les différents types de films fonctionnalisés avec (a) des Pegs,
(b) la biotine, (c) les Pegs et la biotine (film bi-fonctionnel). Les propriétés d’adsorption de
protéines de ces films sont étudiées en fonction du taux d’élongation du substrat de PDMS
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Dans le cinquiéme chapitre, les différents facteurs de limitation du systéme sont discutés
a tous les niveaux du matériau, de la nature composite du substrat de PDMS au systéme
protéine ligand utilisé dans cette étude. En outre, des solutions et perspectives

envisageables dans le cadre des travaux futurs y sont proposées.
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1 Surfaces adaptatives répondant a différents stimuli

1.1 Définition

Une surface adaptative ou «intelligente» est capable de modifier spontanément ses
propriétés physico-chimiques de surface (mouillage, affinité chimique, adhésion, etc.) en
réponse a un stimulus externe (température, pH, lumiére, etc.).1 La modification de surfaces
et la création d’interfaces avec des polyméres synthétiques dont la composition et
I'architecture sont ajustables a facon offre de nombreux degrés de liberté pour le design de
tels matériaux. >° Les domaines d’application associés incluent les systémes de libération
contrélée de principes actifs4, les capteurSS, les systémes de séparation et de fiItration6, pour
ne citer que quelques exemples.

Nous rapporterons ici quelques exemples de surfaces adaptatives en se focalisant sur les

systémes sensibles a la température, au pH ou encore a la lumiére.
1.2 Exemples

1.2.1 Surfaces sensibles a la température

La température est I'un des stimuli les plus utilisé dans le domaine des matériaux
adaptatifs. Un changement de température est un parameétre facile a contréler et aisément
applicable dans des conditions in vitro ou in vivo. Par exemple, des supports de culture
cellulaires sensibles a la température sont utilisés in vitro’ tandis que des hydrogels ou
micelles sensibles a la température permettent de libérer des principes actifs in vivo.®

La plupart des systémes sensibles a la température présentent une température critique
de solubilité. La température critique de solubilité est la température a laquelle un polymére
en solution présente un changement de phase. Si la solubilit¢ du polymére en solution
présente une diminution de solubilité a partir d’'une température critique, on parle de
polymére LCST (Lower Critical Solution Temperature). La Figure 1.1 présente |le

diagramme de phase typique d’'un polymére LCST en solution.
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Two-phase state
Polymer-water segregated

One-phase state

Uniform mixture

composition

Figure 1.1 : Diagramme de phase typique d’un polymere LCST en phase aqueuse (d’apres
la référence 3)

Il existe aussi des polyméres HCST (Higher Critical Solution Temperature), mais ce sont
les polyméres LCST qui sont utilisés dans la plupart des applications. Le Poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAAm) est le polymére LCST le plus courant, celui-ci présente une
transition de phase étroite dans I'eau a environ 32°C.0 Il est possible de contrbler cette
température de transition en modifiant les segments N-isopropylacrylamide de la chaine.?
Les polyméres LCST sont utilisés dans des applications variées en solution ou sous la forme
de gels réticulés. Il est également possible d’exploiter le comportement de ces polyméres
lorsque ceux-ci sont introduits au niveau d’un substrat, dont les propriétés sont modulables
en fonction d’un stimulus externe.'® Par exemple, Yoshizako et al'" montrent qu’il est
possible de réguler I'adsorption spécifique de protéines sur un substrat fonctionnalisé avec
des récepteurs spécifiques et des polyméres LCST. La Figure 1.2 schématise ce concept de

surface adaptative.
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Figure 1.2 : Schéma illustrant le concept de reconnaissance moléculaire contrblé par la
température utilisant les propriétés des polymeres LCST en solution, d’apres la référence 11

Dans ces travaux, des matrices de chromatographie par affinité sont fonctionnalisées
avec un ligand spécifique de [l'albumine, le cibacron (CB) et avec le poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAAmM) qui présente un changement de solubilité a 32°C. Les
résultats montrent que la quantité d’albumine adsorbée est significativement réduite a des
températures inférieures a la température LCST du PNIPAAm, a condition que I'espaceur
utilisé pour greffer le cibacron ait une longueur inférieure a la longueur moyenne des chaines
de PNIPAAmM a I'état étendu. De plus, il est montré dans cette étude que les protéines
adsorbées peuvent étre libérées de la surface en se plagant en dessous de la température
LCST tout en maintenant constants d’autres facteurs tels que le pH et la force ionique. En
d’autres termes, il est possible de régénérer les sites spécifiques d’adsorption de cette
colonne de chromatographie par une simple diminution de la température.

Remarquons qu’il est également possible d’obtenir une surface thermosensible par
polymérisation plasma en utilisant un monomeére permettant d’obtenir une structure polymére
présentant une LCST. Ainsi, Ratner et al12, ont montré que la polymérisation plasma du
NIPAM conduit a l'obtention d’'une couche thermosensible. Dans ce cas, I'énergie de
surface, I'épaisseur et les propriétés mécaniques du film polymére plasma présentent une
transition & 31-32°C. |l est montré que l'origine de cette transition provient de I'orientation
préférentielle des groupements amide vers linterface film-eau pour former des liaisons
hydrogéne avec l'eau a basse température, tandis qu’au-dessus de la LCST, ces

groupements s’orientent vers l'intérieur du film pour des raisons entropiques.
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La solubilité de chaines de poly(éthyléneglycol) (Peg) dans I'eau dépend également de la
température, mais la température critique de séparation de phase est typiquement de I'ordre
de 100°C." Zareie et al'* ont utilisé des dérivés de Pegs présentant 12 unités répétitives
éthyléne glycol, modifiés avec des groupements hydrophobes afin de diminuer Ila
température de transition LCST jusqu’a 37°C. Des monocouches autoassemblées (SAM’s)
mixtes ont été préparées sur des surfaces d’or a partir de ces Pegs et de récepteurs
spécifiques (biotine fonctionnalisée avec un ligand disulfure), avec un ratio de 2:1. En-
dessous de la température LCST, les Pegs présentent une conformation étendue (longueur
théorique de ~5,7 nm) tandis qu’au dessus de la LCST, les Pegs présentent une structure
collapsée, permettant de masquer ou démasquer la biotine, dont le ligand disulfure présente
une longueur théorique de ~3 nm. La Figure 1.3 présente les résultats de I'analyse SPR
(Surface Plasmon Resonnance) et AFM (Atomic Force Microscopy) de l'adsorption de

streptavidine sur ces monocouches mixtes, a 23°C (<LCST) et a 45°C (>LCST).
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Figure 1.3 : Analyse SPR et AFM de I'adsorption de la streptavidine surla monocouche
mixte Peg12/biotine,(a)Structures chimiques des composants de la monocouche ; Peg12 (a
gauche), biotine-ligand disulfure (a droite), (b) et (c) Représentation schématique de
I'adsorption de la streptavidine a 23°C et 45°C, respectivement, (d) Réponse SPR apres
I'adsorption de streptavidine a 23°C et 45°C, (e) et (f) Images AFM en mode tapping en
milieu liquide des monocouches apres injection de solutions de steptavidine a 23 et 45°C,
respectivement, d’apres la référence 14

10
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Les résultats indiquent que l'adsorption spécifique de la streptavidine sur les sites
spécifiques de biotine se produit a 45°C, lorsque les Pegs sont sous leur forme collapsée. A
23°C, température inférieure a la LCTS, les Pegs adoptent une conformation étendue, ce qui
permet de masquer la biotine. Cette étude démontre qu’il est possible d’activer les propriétés
de reconnaissance moléculaire de la surface par une augmentation de la température, mais
la question de la réversibilité du phénomene (libération de la streptavidine par diminution de
la température) n’est pas discutée dans ces travaux.

Nous citerons enfin les travaux de Grunze et aI15, montrant que les propriétés de
mouillage, de bioadhésion et d’adsorption de protéines de SAM’s mixtes a terminaisons
oligo(éthyléne glycol) et méthyle peuvent étre réversiblement modifiées en changeant la
température. Cette propriété est attribuée a des changements de structure des

monocouches sous l'effet de la température.

1.2.2 Surfaces sensibles au pH

Les polymeéres sensibles au pH présentent généralement des groupements latéraux
ionisables capables d’accepter ou de donner des protons en fonction du pH. Le degré
d’ionisation d’'un polymére présentant des groupements ionisables (appelé polyélectrolyte)
change rapidement lorsque le pH est égal au pKa (constante d’acidité) de ces groupements.
Le changement de la charge nette des groupements latéraux provoque une modification du
volume hydrodynamique des chaines polymére. La transition d’'une conformation collapsée
vers une conformation étendue est liee a la répulsion électrostatique mutuelle des
groupements chargés adjacents.16

On distingue deux types de polyélectrolytes sensibles au pH : les polyacides faibles et les
polybases faibles. Les polyacides tels que l'acide poly(acrylique) (PAAc) acceptent des
protons a faibles valeurs de pH et donnent des protons a pH élevé (formation de charges
négatives).17 De maniére opposée, les polybases telles que la poly(4-vinylpiridine) sont
chargées positivement a pH faible tandis que leur déprotonation a pH élevé conduit a leur
neutralité.'®

Dans de nombreuses applications, les surfaces sensibles au pH sont composées de
chaines de polyélectrolytes greffés sous la forme de peignes ou de multicouches,
présentant des changements de conformation en fonction du pH. Par exemple, Ito et al'®
décrivent un systeme de filtration en verre poreux sensible au pH. Dans ces travaux, des
chaines d’acide poly(acrylique) ont été polymérisées a partir de surfaces de verre
fonctionnalisées avec des silanes puis activées par un traitement plasma air, comme lillustre

la Figure 1.4.

11
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porous glass filter g FEA silane-coupled surface  gjow-discharge
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Polyelectrolyte brush

Figure 1.4 : Schéma illustrant la préparation d’un systeme de filtration sensible au pH,
d’apreés la référence 19

Cette étude montre que la perméabilité du systéme dépend du pH (Figure 1.5) :

- Pour de faibles valeurs de pH, les chaines polyélectrolyte sont sous leur forme
collapsée, les pores du filtre sont ouverts et la vitesse de perméation de I'eau est
élevée.

- Pour des valeurs de pH élevées, les chaines polyélectrolyte sont sous leur forme

étendue, les pores sont bouchés et la vitesse de perméation de I'eau est faible.

High pH Low pH
(a) water water
i [ PR O
[~ N § ;
( b) 16 1‘pH 6 PH 6

Water permeation rate (g/min)

(=]

0 5 10 15 20 25 30

Time (min)
Figure 1.5 : (a) Schéma décrivant le mécanisme de perméation d’un filtre de verre

fonctionnalisé avec des chaines d’acide poly(acrylique) (b) Cycles de filtration dépendant du
pH, d’apres la référence 19

12
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Dans cette étude, les chaines d’acide poly(acrylique) ont été introduites au niveau de la
surface poreuse par polymérisation radicalaire. L'inconvénient de cette méthode est de ne
pas permettre de contréler de maniére précise la longueur et la densité de greffage des
chaines. Une autre méthode consiste a greffer les chaines polyélectrolyte de degré de
polymérisation contrélé au niveau des pores de la membrane. Par exemple, les mémes
auteurs ont greffé des chaines d’acide poly(glutamique) présentant une terminaison disulfure
au niveau d’'une membrane en polycarbonate nanoporeuse recouverte d’un film d’or.?° Dans
cette étude, les changements du diamétre des pores en fonction du pH ont été étudiés par

AFM, comme l’illustre la Figure 1.6.
pH3.0 pPH7.0

100.0 nm

50.0

0.0

100 nm

Figure 1.6 : Images AFM d’une membrane poreuse fonctionnalisée avec des chaines d’acide
poly(glutamique), a pH = 3 et a pH = 7, d’apres la référence 20

1.2.3 Surfaces sensibles a la lumiére

Les matériaux polyméres photosensibles sont constitués de groupements capables de
changer leur configuration en réponse a une excitation lumineuse dans ruv.?’

La majorité de ces matériaux utilisent les propriétés de dérivés de I'azo-benzéne,
chromophores présentant une photoisomérisation réversible sous rayonnement UV. La
conformation de type trans linéaire, est transformée en une conformation cis repliée a cause
de la photoisomérisation du groupement central -N=N- induite par I'adsorption d’'un photon a

une longueur d’'onde de 360 nm environ.

uv
Light

-

Trans Cis

Figure 1.7 : Photoisomérisation de 'azobenzéne, d’apres la référence 3

13
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Ce phénoméne peut étre utilisé afin de contrdler les propriétés de surface des matériaux
en fonction de leur illumination. La fabrication de monocouches par la méthode de Langmuir-
Blodgett a partir de molécules ou de polyméres amphiphiles22 ainsi que la préparation de
monocouches autoassemblées de silanes®® ont permis d’obtenir des couches
photosensibles présentant des changements réversibles de propriétés optiques, pour des
applications de type capteur/actionneur (« command layers »).

Un phénoméne appelé « réponse photomécanique » se manifeste par des changements
réversibles des propriétés mécaniques de monocouches contenant des groupements
azobenzéne sous illumination, liés aux changements de structures des molécules au sein de
la monocouche.?*

Un phénomeéne intéressant a été décrit par Ichimura et al®® qui ont démontré qu’une
goutte de liquide déposée sur une monocouche constituée de dérivés d’azobenzéne peut
étre déplacée selon une certaine direction en appliquant un gradient de rayonnement UV sur
la surface. Ces travaux montrent que l'irradiation asymétrique de la surface est a l'origine
d’'un gradient d’énergie de surface lié a différents taux d’isomérisation du chromophore,

comme l’illustre la Figure 1.8.

L UV light
D L b4 3 Lo
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Figure 1.8 : Images du déplacement latéral d’une goutte d’huile d’olive sur une surface riche
en formes cis déplacée en direction de régions de plus haute énergie de surface par
irradiation asymeétrique avec un rayonnement UV a 436 nm perpendiculaire a la surface,
d’apreés la référence 25

Les auteurs suggérent que le déplacement contrélé par la lumiére d’une goutte de liquide

dans un tube en verre modifié présente des applications potentielles dans la réalisation de

procédés chimiques a I'’échelle micrométrique.
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Nous citerons enfin les travaux d’Anselmetti et al®® présentant un systéme d’affinité
chimique activé par irradiation lumineuse ou par chauffage. Cette surface adaptative est
constituée de monocouches autoassemblées composées de macrocycles photosensibles de
resor[4]arene. Lors de l'irradiation de la surface par un rayonnement UV, les macrocycles
s’ouvrent et présentent une cavité pour I'attachement spécifique d’ions ammonium. La cavité
est bloquée en I'absence d’irradiation. La Figure 1.9 décrit ce phénoméne réversible, qui a
été mis en évidence par des mesures de force (« Single Molecule Force Microscopy ») a
I'aide d’'une pointe AFM fonctionnalisée avec une chaine poly(éthyléneglycol) présentant un

ion ammonium en bout de chaine.

(a)

(b) A

4

.
L e

Figure 1.9 : (a) Représentation du macrocycle resor[4]arene photosensible, (b)
Représentation schématique de 'expérience de « Single Molecule Force Microscopy »
utilisée pour mettre en évidence le phénoméne d’affinité chimique induit par un stimulus

lumineux, d’apres la référence 26

Ce concept de « cage moléculaire » dont I'ouverture ou la fermeture est contrélable en
fonction d’'un stimulus externe ouvre la voie, entre autres, a de potentielles applications en

termes de mémoires moléculaires.

2 Support élastique de PDMS et stimulus mécanique

En général, les surfaces adaptives sont constituées d’'un support sur lequel sont introduits
des polyméres présentant des changements de propriétés en réponse a un stimulus externe.
Dans le cas des surfaces adaptatives élaborées dans le cadre de ces travaux, I'approche

sera différente. La réponse surfacique ne sera pas basée sur des changements de

15



Chapitre 1 — Synthese bibliographique

propriétés de molécules individuelles mais sur des changements d’encombrement stérique
lié au déplacement collectif des molécules lors de I'élongation du support.

Dans cette idée, la stratégie d’élaboration d’'un tel matériau repose sur la modification d’'un
support élastique, capable de s’allonger et de se relaxer réversiblement. A ce titre, les
élastoméres de poly(diméthylsiloxane) (PDMS), communément appelés silicones,
constituent des supports particulierement intéressants en raison de leur caractére élastique
et de leur faible toxicité.

Dans la suite, nous donnerons quelques généralités sur les silicones avant de citer
quelques exemples d'utilisation du PDMS requérant la modification de la chimie de
surface. Nous présenterons également des stratégies d’élaboration de matériaux tirant profit
de ses propriétés élastiques. Nous décrirons enfin les récents exemples de films adaptatifs
sensibles a un stimulus mécanique réalisés a partir de multicouches de polyélectrolytes
déposés sur des supports de PDMS. Nous montrerons alors I'originalité de nos travaux, tant
au niveau conceptuel qu’au niveau de I'approche utilisée pour I'élaboration de la surface

adaptive.

2.1 Le PDMS, un polymére aux propriétés originales?

Les silicones sont des polymeéres synthétiques contenant des unités répétitives Si-O dans
la chaine principale et présentant des groupements organiques liés a I'atome de silicium via
une liaison Si-C. Il existe une grande variété de silicones, a I'état d’huiles (molécules
linéaires, fluides) ou de résines (petits réseaux macromoléculaires, solides), utilisés dans de
diverses applications telles la lubrification, les joints d’étanchéité, I'isolation électrique et les
prothéses médicales, pour ne citer que celles-ci. Le poly(diméthylsiloxane) (PDMS), silicone
le plus courant, est représenté par la formule générale —(Si(CHj3)2-O),-. De maniére générale,
les silicones présentent des propriétés les distinguant des molécules organiques classiques.
Les groupements Si-O (~106 kcal/mol) présentent une énergie de liaison Iégerement plus
forte que la liaison C-C (~81 kcal/mol) ou C-O (~75 kcal/mol), ce qui est a I'origine de leurs
bonnes propriétés de résistance thermique et de vieillissement. La flexibilit¢ de la chaine
siloxane est liée au grand angle de valence de la liaison Si-O-Si et a une distance
interatomique élevée. De plus, la répartition réguliére des groupements méthyle apolaires
empéche les interactions entre les chaines ce qui est a l'origine de la mobilité des chaines
de PDMS. La flexibilité et la mobilité des chaines se traduisent par une température de
transition vitreuse particulierement basse (~ -120°C) et un comportement viscoélastique
prononcé. Le PDMS est hydrophobe et chimiquement inerte en raison des groupements
méthyle latéraux. Cependant, le caractére légérement polaire de la liaison Si-O et les

doublets de I'atome d’oxygéne combinés a la grande flexibilité de la chaine permet au PDMS
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de développer des interactions polaires et acide-base avec d’autres molécules ou matériaux,
a 'image de I'adhérence du PDMS sur une surface de verre propre.

La réticulation des huiles de silicone conduit a la formation de réseaux
macromoléculaires. Le solide élastique obtenu est appelé élastomeére de silicone. La
dispersion de particules de silice (« charges ») permet d’augmenter la résistance mécanique
des élastomeéres.

Dans la suite, nous présenterons quelques applications du PDMS (sous la forme

d’élastomeére) requérant la modification et le contrdle des propriétés de surface.

2.2 Exemples d’utilisation du PDMS

2.2.1 La microfluidique

La microfluidique consiste en la manipulation de liquides et de gaz au niveau de canaux
dont la section est de I'ordre de 10-100 um. C’est une technologie émergente au niveau des
systémes miniaturisés développés pour des applications en chimie, biologie et médecine.
Les applications concernées sont les systémes analytiques miniaturisés, les dispositifs
biomédicaux, les instruments pour la chimie et la biochimie et les systemes pour la
recherche fondamentale.?® %

Le PDMS constitue un matériau trés intéressant pour la fabrication de microcanaux pour
différentes raisons :

- Des structures micrométriques peuvent étre aisément élaborées en moulant le

PDMS a partir d’'un moule présentant la structure négative (réplique).

- Le PDMS est optiquement transparent au-dela de 280 nm ce qui est compatible
avec les moyens de détection tels que I'absorbance UV/Visible et la fluorescence.

- En raison de son caractere déformable et hydrophobe, I'assemblage du PDMS
avec lui-méme et divers types de matériaux (verre, silicium, PMMA, etc.) permet
de former des joints étanches, de maniére réversible (contact moléculaire) ou
irréversible par I'application d’'un traitement de surface permettant d’établir des
liaisons covalentes.

- La faible toxicité du PDMS permet d’envisager I'implantation de dispositifs in vivo.

Malgré ces propriétés intéressantes, I'utilisation directe du PDMS pose des problémes en
microfluidique. En particulier, I'hydrophobicité du PDMS nuit au remplissage des canaux
avec des solutions aqueuses et conduit a l'adsorption non-spécifigue de composés
hydrophobes. Par conséquent, le controle de la chimie de surface du PDMS est un enjeu
important pour son utilisation dans des applications de microfluidique. L’augmentation du

caractére hydrophile, la résistance a l'adsorption non-spécifique d’analytes tels que les
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protéines et I'introduction de molécules spécifiques telles que des antigénes au sein des
canaux constituent des problématiques clés.

Diverses méthodes sont utilisées afin de modifier la chimie de surface du PDMS pour des
applications en microfluidique, incluant des méthodes physiques, chimiques ou la
combinaison des deux. L'article de revue de Makamba et al*® décrit ces diverses méthodes
incluant la modification par des sources énergétiques (plasma oxygéne, UV, décharge
corona), l'adsorption de molécules amphiphiles, Il'adsorption de multicouches de
polyélectrolytes, la polymérisation radicalaire induite par irradiation, le greffage de silanes et
la polymérisation plasma. Par exemple, Langer et al®" ont utilisé la polymérisation plasma du
para-xylyleéne-carboxy-pentafluorophenolester-co-paraxylyléne (PPX-PPF) afin de
fonctionnaliser un dispositif microfluidique en PDMS avec des biomolécules permettant
d'immobiliser des objets biologiques tels que des cellules au niveau des canaux. La Figure

2.1 décrit les différentes étapes d’élaboration de ce dispositif.

PDMS p-Device

PPX-PPF

CVD Coating

v

Layer-by-layer
Biotinylated Surface Self-assembly

Sealing against
Glass Cover

Figure 2.1 : Représentation schématique des étapes d’élaboration d’un dispositif de
microfluidique présentant une surface bioactive. Une couche mince réactive est déposée par
polymeérisation plasma sur le substrat de PDMS structuré puis le systéme est fermé et rendu

étanche a l'aide d’une plaque de verre. Le film polymere plasma réactif permet le greffage
covalent de la biotine puis 'adsorption spécifique de la streptavine. Grace aux 4 sites
d’interaction spécifique de la streptavidine, un anticorps fonctionnalisé conjugué a la biotine
est introduit sur le substrat. Cet anticorps permet la fixation de cellules endothéliales sur le
substrat, d’apres la référence 31
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L’utilité de ce dispositif au niveau de tests biologiques sur les cellules a été démontrée en

mesurant in vitro I'activité de I’échistatine, un inhibiteur d’adhésion cellulaire.

2.2.2 Les implants médicaux

Le poly(éthylene téréphtalate) (PET), le poly(tétrafluoroéthyléne) (PTFE), le polypropyléne
(PP), les polyuréthanes et les silicones sont des polyméres commerciaux utilisés comme
implants biomédicaux en raison de leur relative inertie et de leur biocompatibilité.32

En particulier, le PDMS est un élastomére trés utilisé en raison de son élasticité et de son
inertie chimique. Ce matériau est réputé pour ne présenter que de faibles dégradations au
court du temps aprés son implantation. Cette stabilité distingue les élastoméres de silicone
des autres élastoméres et a motivé leur utilisation massive au niveau de cathéters, de
prothéses mammaires et de tissus artificiels, pour ne citer que quelques exemples.sz' 3

Cependant, en partie en raison de son caractére hydrophobe, le PDMS a tendance a
interagir avec les protéines ce qui induit 'adsorption d'importantes quantités de protéines sur
les implants dans un environnement biologique.34 Cette affinité importante du PDMS a
I'égard des protéines est indésirable dans les applications ou les implants sont directement
en contact du sang.33’ %

Par conséquent, un objectif de la recherche dans le domaine des biomatériaux consiste a
améliorer les propriétés de biocompatibilité et de bioactivité des implants en élastomére de
silicone. L'article de revue d’Abasi et al*® traite des différentes méthodes employées afin de
modifier les propriétés du PDMS pour des applications médicales. Ces méthodes incluent la
modification de volume (mélanges lors de la formulation, utilisation de copolyméres,
fonctionnalisation des chaines) et de surface (méthodes physiques, chimiques et
combinaison des deux). Les méthodes de traitement de surface sont similaires a celles
évoquées précédemment dans le cas des applications en microfluidique. Nous citerons enfin
I'article de revue trés complet recemment publié par Desmet et al®” traitant de I'utilisation des

plasmas froids pour la modification de la surface de biomatériaux polymeéres.

2.2.3 Les supports déformables de culture cellulaire

Le PDMS est couramment utilisé comme support de culture cellulaire en raison de son
caractére élastique permettant d’étudier in vitro I'influence de contraintes mécaniques sur
les cellules.®® En effet, divers types de cellules au niveau des tissus sont soumises a des
contraintes mécaniques telles que la compression au niveau des os et du cartilage39 ou
I’élongation cyclique au niveau de cellules du systeme cardiovasculaires.*°

La principale limitation du PDMS comme support pour la culture cellulaire est son

importante hydrophobicité et sa faible adhérence a I'égard des cellules. La méthode la plus
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utilisée consiste a adsorber des protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagéne
ou la fibronectine sur les supports de culture cellulaire en PDMS, mais cette méthode ne
permet pas de maintenir les propriétés d’adhésion cellulaire sous élongation.41

Les travaux récents de Hinz et al*' montrent clairement que l'attachement covalent des
protéines  (collagéne) sur le substrat fonctionnalisé (plasma  oxygéne/3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES)/glutaraldéhyde) permet d’augmenter la quantité de
cellules fixées ainsi que leur étalement et leur prolifération, comparativement aux méthodes
non covalentes consistant a adsorber directement les protéines sur le substrat ou a modifier
le substrat avec des multicouches de polyélectrolytes (poly(styréne)-sulfonate (PSS)/
poly(éthylene)-imine (PEI)). L'efficacité de ces différentes méthodes pour transmettre
I’élongation macroscopique du substrat de PDMS au niveau des cellules a également été
étudiée. La Figure 2.2 présente la quantification de I'aire des cellules pour différents taux

d’élongation du substrat de PDMS recouvert de collagéne selon différentes méthodes.
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Figure 2.2 : Quantification de 'augmentation d’aire des cellules pour différents taux
d’élongation des substrats de PDMS modifiés avec le collagéne par simple adsorption
(Ads), a l'aide de multicouches (LBL), par greffage covalent (PAG). Les histogrammes gris
foncé correspondent a la proportion de cellules présentant une diminution d’aire en raison de
leur détachement du substrat. Les histogrammes gris clair correspondent aux cellules
partiellement détachées présentant un pourcentage positif d’augmentation d’aire. Les
histogrammes blancs correspondent a la proportion de cellules ne se détachant pas et dont
l'augmentation d’aire correspond a I'élongation appliquée au niveau du substrat, d’apres la
référence 41

Les résultats montrent que la proportion de cellules présentant une augmentation
maximale de leur aire (1515 %) sous un taux d’élongation de 15 % est augmentée lorsque
les protéines promotrices d’adhésion cellulaire sont introduites sur le substrat de maniére
covalente. En d’autres termes, ces résultats montrent que le greffage covalent des protéines
sur le substrat favorise le transfert de I'élongation macroscopique du substrat au niveau des

cellules dont les dimensions sont de I'ordre de quelques micrométres.
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2.3 L’élongation : un outil pour I’obtention de matériaux a propriétés
variables

2.3.1 Concept des monocouches mécaniquement assemblées

Genzer et al*? ont montré qu’il est possible d’augmenter la densité surfacique de chaines
perfluoroalacane greffées sur une surface de PDMS en réalisant les étapes de modification

du substrat sous élongation. La Figure 2.3 décrit la méthode d’élaboration de telles surfaces.

#1 V\"i' ¢_;"IYIV
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Figure 2.3 : Schéma illustrant les différentes étapes d’élaboration de monocouches
mécaniquement assemblées. (A) Substrat de PDMS non étiré, (B) Elongation du substrat
d’un allongement Ax, (C) Exposition de la surface étirée a un rayonnement UV-Ozone,
formation de groupements hydroxyle (-OH), (D) Les alcanes perfluorés F,H, sont greffés en
phase vapeur sur le substrat maintenu sous élongation, (E) La contrainte est relaxée, le
substrat retourne a son état initial, la densité surfacique de d’alcanes perfluorés est élevée,
d’apres la référence 42

Lorsque le substrat de PDMS est soumis a une élongation uni-axiale Ax, le nombre de
points de greffage —OH introduits sur la surface lors du traitement UV/Ozone est augmenté
par rapport a I'état non étiré, en raison de 'augmentation d’aire. Les chaines hydrophobes
d’alcanes perfluorés F(CF;),(CH.)SiCl; présentant une terminaison trichlorosilane réactive
réagissent de maniére covalente avec les groupements hydroxyle de la surface. Il est donc
possible de greffer davantage de chaines lorsque le substrat est étiré. Lorsque le substrat
est relaxé a son état initial, la diminution de 'aire de I'élastomére conduit a une augmentation
de la densité surfacique des chaines. Ainsi, cette méthode de fonctionnalisation s’appuyant
sur le caractére élastique du substrat conduit & une augmentation de la densité de greffage
des molécules hydrophobes comparativement a une fonctionnalisation réalisée a I'état
relaxé. La mesure d’angle de contact de I'eau démontre ce phénoméne puisque le caractére
hydrophobe de la surface est plus prononcé lorsque le substrat est fonctionnalisé sous
élongation.

Ces auteurs ont également montré que cette méthode permet d’obtenir des surfaces a
gradients moléculaires.** En effet, I'élongation uniaxiale du substrat de PDMS conduit

localement a une déformation hétérogéne de la surface en raison du caractére
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incompressible de I'élastomére. En fonction de la géométrie de I'éprouvette et de la direction
d’élongation, les différentes zones de la surface subissent une déformation plus ou moins
importante, sous forme d’élongation ou de contraction. Ainsi, les auteurs montrent qu’il est
possible d’obtenir différents types de gradients moléculaires a partir d’éprouvettes de silicone
présentant différentes géométries fonctionnalisées selon la méthode précédemment décrite.

La Figure 2.4 présente les principaux résultats de cette étude.

unstretched stretched

r___"_"_:J

Figure 2.4 : (a), (b) Photographie d’éprouvettes de silicone présentant deux types de
géomeétries (S1 et S2) avant et apres élongation a un taux d’élongation uniaxial de 40%, (c)
Contour des éprouvettes a I'état relaxé (trait plein) et étiré (trait pointillé), (d) Cartographie de
l'intensité des signaux relatifs aux liaisons C-F apres la fonctionnalisation sous étirement des
deux types d’éprouvettes avec des alcanes perfluorés FgH,. Les régions sombres
correspondent aux régions de forte intensité en signal relatif aux liaisons C-F, d’aprés la
référence 43

La spectroscopie d’adsorption de rayons X (NEXAFS Near Edge Adsorption Fine
Structure) a été utilisée afin d’évaluer la densité surfacique d’alcanes perfluorés FgH, par la
mesure de l'intensité du signal relatif aux transitions électroniques des liaisons C-F. La
Figure 2.4(c) présente les cartographies de I'intensité relative au signal des liaisons C-F sur
deux types d’éprouvettes de PDMS fonctionnalisées sous élongation. Dans le cas de
I'éprouvette S1, la concentration en fluor la plus importante est mesurée au centre de
I’échantillon tandis que dans le cas de I'éprouvette S2 la concentration la plus importante est
mesurée au niveau des bords de I'échantillon. Les résultats montrent que cette distribution
de densité de greffage des molécules fluorées sur la surface correspond a la distribution de
la déformation locale du substrat évaluée par simulation (résultats non montrés). Les zones
présentant les déformations locales les plus élevées correspondent aux régions de forte

concentration de fluor.
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2.3.2 Utilisation du phénoméne de « buckling »

La compression de structures composées de couches présentant différents modules
élastiques permet de créer des structures sinusoidales au niveau de la topographie de la
surface.** Ce phénoméne appelé « buckling» a été exploité récemment pour des
applications dans les domaines de la métrologie de précision45 et de I'électronique flexible.*®

Une procédure permettant d’obtenir des structures sinusoidales consiste a traiter par

4744 |

plasma un substrat de PDMS maintenu sous élongation ou dilaté par chauffage. es

traitements énergétiques du PDMS conduisent généralement a son oxydation sous la forme
d’'une couche SiO, et au durcissement de l'interface. Lorsque le substrat de PDMS est relaxé
ou refroidi, la différence de module élastique entre la couche interfaciale modifiée et le
volume non modifié est a l'origine de contraintes provoquant la formation de structures,
généralement sinusoidales. Une approche similaire conduisant a la formation de structures
périodiques consiste a déposer un film métallique (par exemple) présentant un module

48,49 | es travaux récents

élastique plus élevé sur un substrat de PDMS de module plus faible.
de Jiang et al®® exploitent ce phénomeéne pour 'élaboration de super-capacités souples
constituées de films de nanotubes de carbone déposés sur des substrats de PDMS. La
Figure 2.5 décrit les étapes d’élaboration des ces films.

a)[.#.{

® l Prestrain PDMS substrate

I L+AL |

(i) Expose to UV light. Transfer and
l laminate CNT macrofilm to bond
with PDMS.
+

| L+al

o

Height (um) ™

1

0

(iif) l Release the prestrain and generate
buckled CNT macrofilms

L 4

4

2
Distance (um)

Figure 2.5 : (a) Etape d’élaboration d’un film de nanotubes de carbone présentant une
topographie périodique sinusoidale (« buckling ») incluant les étapes d’élongation du
substrat de PDMS, de traitement de surface par UV et de transfert des nanotubes, (c) Image
MEB (Microscopie Electronique a Balayage) d’un film de nanotubes de carbone déposé sur
un substrat de PDMS précontraint. La structure présente une période de 2 um. (d) Image
AFM de la structure périodique dont 'amplitude est de 0,4 um, d’apres la référence 50
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Dans ces travaux, des substrats de PDMS précontraints sont traités par UV puis un film
de nanotubes de carbone monofeuillets préalablement laminé est transféré sur le substrat.
La surface du PDMS traitée par UV et le film de nanotubes purifié présentent des
groupements hydroxyle (-OH). Selon les auteurs, le transfert du film de nanotubes sur la
surface de PDMS traité conduit a la formation de liaison covalentes (-C-O-Si). La relaxation
du substrat de PDMS précontraint conduit a la formation spontanée de structures
sinusoidales. Cette méthode de préparation permet de conserver les propriétés

électrochimiques des films lorsque le substrat est soumis a un taux d’élongation de 30 %.

2.3.3 Utilisation de craquelures

L’élongation d’un substrat de PDMS traité par plasma conduit généralement a la formation
de craquelures au sein de la couche inorganique et fragile de type SiO, formée lors du
traitement. Takayama et al’’ décrivent I'élaboration de substrats de PDMS présentant des

craquelures au sein desquelles des protéines favorisant I'adhésion de cellules sont

sélectivement adsorbées. La Figure 2.6 décrit le principe d’élaboration de cette surface.
)

<, PLURONIC F108

Figure 2.6 : Schéma illustrant le principe d’élaboration d’un substrat de PDMS structuré par
la formation de craquelures. Le substrat de PDMS (a), est oxydé (b), recouvert de Pluronic
F108 non-adsorbant pour les protéines (c), étiré afin de former des craquelures et de révéler
des zones qui ne résistent pas a l'adsorption de protéines (d), sur lesquelles des protéines
sont sélectivement déposées (e). (f) Craquelures paralléles mises en évidences par
I'adsorption de protéines fluorescentes, (g) et (h) cellules (myoblastes) sélectivement
attachées au niveau de craquelures recouvertes de collagene, d’apres la référence 51
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Le substrat de PDMS est traité par plasma oxygéne, fonctionnalisé avec des silanes en
phase vapeur, puis recouvert d’'une couche de Pluronic F108, un copolymeére a blocs oxyde
d’éthyléne / oxyde de propyléne) non-adsorbant pour les protéines. Lorsque le substrat est
étiré, des craquelures sont formées et révélent des zones non résistantes a I'adsorption de
protéines. La largeur des craquelures, de l'ordre de 100 nm a quelques um, peut étre
modulée en ajustant le taux d’élongation appliqué au substrat. L’adsorption sélective de
collagéne induit 'adhésion cellulaire au niveau des craquelures (Figure 2.6 (g) et (h)). Ces
travaux montrent également que la morphologie des cellules au sein des craquelures peut
étre réversiblement modifiée en fonction de cycles d’élongation/retrait du substrat, comme le

montre la Figure 2.7.

10-20 min.

B o o o
B ss/ |

Figure 2.7 : Transition réversible d’'une morphologie étalée a une morphologie rétractée des
cellules au sein des craquelures en fonction du taux d’élongation du substrat de PDMS,
d’aprés la référence 51

Lorsque le substrat est a I'état étiré, les craquelures sont ouvertes ce qui permet aux
cellules de s’étaler tandis que la relaxation du substrat conduit a la fermeture des
craquelures, les cellules adoptant alors une morphologie rétractée. Ce phénoméne peut étre
répété réversiblement au cours de plusieurs cycles élongation/retrait. Ce matériau constitue

ainsi un des rares exemples de surface adaptative sensible a un stimulus mécanique.
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2.4 Matériaux adaptatifs répondant a un stimulus mécanique

2.4.1 La nature comme exemple

La transformation d’'un stimulus mécanique sous la forme d’'un signal biochimique est
appelé « mécanotransduction ». Ce type de phénoméne intervient par exemple au niveau
des mécanismes régulant I'adhésion, la prolifération et la différenciation cellulaire.®?

Certaines protéines, telles que la fibronectine, sont capables de révéler des sites
spécifiques actifs appelés sites « cryptiques » lorsqu’elles sont soumises a une contrainte

%3.%4 | es mécanismes associés sont complexes et variés. lls sont notamment liés

mécanique.
a des changements de conformation des protéines sous I'action d’'une contrainte mécanique,
comme lillustre la Figure 2.8 qui présente un modéle décrivant les changements de
conformation de la fibronectine au sein de fibrilles de la matrice extracellulaire. Notons que la
contrainte mécanique trouve ici son origine au niveau des propriétés élastiques des cellules
qui sont capables d’induire des forces de traction au niveau des protéines de la matrice

extracellulaire.

D compact 73 n‘\. ’&
hypothesized from Fn-GFP studies s § / s/ ’:
but not confirmed by FRET ! ,a :

E extended with partial backfolding-
derived from cryo-SEM images

3 .-“‘"'“SLO J resting

> ]
F extended

G extended with unfolded type Il modules-
derived from FRET studies

high
strain

B, T

Proposed Fn conformations in ECM fibrils

Figure 2.8 : Modéle proposant divers degrés de changements de conformation de la
fibronectine au niveau de fibrilles de la matrice extracellulaire, sous I'action d’une contrainte
meécanique, d’apres la référence 53

Une maniére d’étudier le comportement des protéines soumises a une contrainte
mécanique consiste a fixer celle-ci sur une surface élastique. Par exemple, en fixant la
fibronectine sur un substrat de PDMS, Zhong et al®® ont montré que l'assemblage de la
fibronectine sous la forme de fibrilles est promu par I'élongation du substrat. Une autre

méthode consiste a appliquer une contrainte au niveau des protéines a l'aide d’un piége
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magnétique (« magnetic tweezer »), technique permettant d’exercer une force entre une bille
magnétique et des molécules attachées sur une surface solide. De récents travaux tirent
profit de cette technique, couplée a un microscope a fluorescence, afin de montrer que
I'étirement du talin, protéine du cytoplasme favorise I'attachement de la vaculine (protéine

partenaire).56 La Figure 2.9 décrit le principe de cette mesure.

Magnetic
tweezers

Avidinated
magnetic
bead

Alexa - 488

£

Objective

Figure 2.9 : Représentation du dispositif utilisé afin de mettre en évidence la fixation de la
vasculine marquée avec un fluorophore (en jaune) lors de I'élongation de la taline (en vert),
d’aprés la référence 56

2.4.2 Libération contrélée de molécules sous contrainte mécanique

Le corps humain est sujet a divers types de contraintes mécaniques au niveau des
muscles, des articulations, ou encore des artéres, ce qui permet d’envisager des applications
biomédicales ou la libération de principes actifs est contrélée sous I'action de stimuli
biomécaniques.

Par exemple, les travaux d’Arm et al®’ traitent de I'effet de I'application d’'une contrainte
meécanique cyclique sur la libération contrdlée de protéines a partir d’un implant orthopédique
en polymére biodégradable. Deux protéines modéles, I'albumine bovine et la « trypsine-
inhibiteur » ont été enfouies dans des implants cylindriques a base de co-polyester d’acide
lactique et glycolique (poly(lactic-co-glycolic) acid, PLGA). Les implants dégradables ont été
soumis a des contraintes cycliques de type flexion trois points a hauteur de 720 cycles par
jour pendant deux semaines. La quantité de protéines libérées en solution a été mesurée au
cours du temps en fonction de I'amplitude de la déflexion appliquée au centre des implants,

comme le montre la Figure 2.10.
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Figure 2.10 : Quantité d’albumine bovine libérée pour différentes amplitudes de déflexion
appliquées au centre des implants soumis a des contraintes cycliques de flexion trois-points,
d’apres la référence 57

Les résultats montrent que la quantité de protéines libérées augmente significativement
lorsque les implants sont soumis a une contrainte mécanique. De plus, la libération accéléere
lorsque I'amplitude de la contrainte est augmentée. Les auteurs montrent que la contrainte
mécanique a pour effet d’'induire la formation de micropores et de microfissures au niveau de
la surface de I'implant. Les pores apparaissent dans les zones soumises aux contraintes les
plus faibles tandis que ces pores sont étirés sous la forme de fissures au niveau des zones
de forte contrainte. Les auteurs suggérent que la quantité de protéines libérées augmente

avec l'aire des fissures.

2.4.3 Films multicouches répondant a un stimulus mécanique

Les premiers travaux de nos équipes ont consisté en I'élaboration de surfaces dont les
propriétés de mouillage changent de maniére réversible en fonction de I'élongation du
substrat.®® Le nafion, un polyélectrolyte hydrophobe, a été utilisé afin de construire des
assemblages de films multicouches constitués de strates hydophobes poly(allylamine)/nafion
(PAH/Naf) et de strates hydrophiles pol(allylamine)/poly(acrilic acid) (PAH/PAA) alternées,
déposées sur un substrat de PDMS traité par polymérisation plasma. Deux types de films
multicouches ont été préparés. Un film hydrophile terminé par une couche (PAH/PAA) et un
film hydrophobe terminé par une couche (PAH/Naf). L’angle de contact de I'eau sur ces films
a été mesuré au cours de plusieurs cycles d’élongation/retrait successifs, pour un taux
d’élongation de 2,2. La Figure 2.11 représente la structure de ces films et I'évolution de

I'angle de contact de I'eau mesuré sur ces films au cours de cycles d’élongation/retrait.
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Figure 2.11 : A gauche, représentation schématique des films multicouches, chaque bande
représente une bicouche. Les bandes jaunes et vertes correspondent a (PEI/Naf), les
bandes rouges et vertes a (PAH/Naf) et les bandes rouge et bleues & (PAH/PAA). Le film
(A) est terminé par une couche (PAH/PAA), le film (B) est terminé par une couche
(PAH/Naf). A droite, courbe présentant I'évolution de I'angle de contact de I'eau au cours des
cycles élongation/retrait pour les films de type (A) (ligne continue) et de type (B) (ligne
brisée), d’apres la référence 58

Les résultats montrent que I'angle de contact sur le film multicouche terminé par une
couche hydrophile (film de type (A)) présente des valeurs alternant réversiblement entre 57°
et 100° lorsque I'on passe d'un état non étiré a un état étiré (taux d’étirement de 2,2). En
paralléle, le film terminé par une couche hydrophobe (film de type (B)) ne présente que des
changements mineurs d’angle de contact sous élongation. Il a été suggéré que I'élongation
favorise la restructuration du film de maniére a exposer les groupements fluorés
hydrophobes de la couche de nafion au niveau de linterface film/air, afin de minimiser
I'énergie de surface. Mais la formation de craquelures au niveau du film polymére plasma
sous élongation, se propageant au niveau du film multicouche et exposant le substrat de
PDMS hydrophobe, pourrait également expliquer ce phénoméne.

Des films polyméres sensibles a [I'élongation constitués de multicouches de
polyélectrolytes directement déposés sur des substrats de PDMS ont été mis au point dans
le cadre de la thése de Damien Mertz sous la direction de Philippe Lavalle et de Jean-
Claude Voegel.59

Dans ces travaux, des systémes multicouches de polyélectrolytes ont été assemblés en
alternant films a croissances exponentielle et linéaire de maniére a former deux
compartiments séparés par une barriere. Le systéme multicouche présente une épaisseur de

plusieurs um. Il a été montré que I'élongation du substrat de PDMS conduit a la formation de
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pores au sein de la couche barriére, ce qui induit la diffusion de chaines de polyélectrolytes
d’'un compartiment a rautre.®® La Figure 2.12 présente les images de microscopie confocale

des films sous élongation, en fonction du temps.

5 um

Figure 2.12 : Images de microscopie confoncale d’un systéme bi-réservoirs (deux réservoirs
Sséparés par une barriere), sous un taux d’élongation de 90%. A gauche : sections (x,z)
représentant la diffusion des chaines de PLLrirc et de PLLrno a travers la barriere (a) at =0,
(b) at=4h (c)at=8h. Adroite : (d) image (x,y) a l'interface entre les deux réservoirs
représentant les nanopores formés dans la barriere, d’aprés la référence 60

Les résultats montrent que la diffusion de chaines PLLgc (vert) et PLLgyo a travers la
barriére est favorisée sous élongation en raison de la formation de nanopores au sein de la
barriére.

Récemment, des architectures similaires ont été développées afin d’activer une réaction
de biocatalyse enzymatique sous élongation.61 Des films multicouches (PLL/HA), (poly-(L-
lysine)/hyaluronic acid) a croissance exponentielle ont été utilisés comme réservoir et
recouverts dun film (PDADMA/PSS), (poly(diallyldimethylammonium)/poly(sodium4-
styrénesulfonate)) a croissance linéaire utilisé comme barriere. Une enzyme, l'alcaline
phosphatase (ALP), a été introduite au sein du réservoir. Cette enzyme est responsable de
la déphosphorylation de la fluorescéine diphosphate (FDP). L’hydrolyse de la FDP (non
fluorescente) catalysée par I'ALP conduit a la production de fluorescéine (fluorescente). La

Figure 2.13 décrit ce systéme biocatalytique sensible a I'’élongation.
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Figure 2.13 : Schéma présentant le systeme biocatalytique sensible a I'élongation. Le film

est constitué d’un réservoir contenant des enzymes ALP et recouvert d’une barriere. (i) A

I’état relaxé, la catalyse est inactivée. (i) Pour un taux d’élongation critique, les enzymes
sont accessibles, la réaction de biocatalyse est activée, production de fluorescéine. (iii)
Inhibition des enzymes pour des concentrations importantes de fluorescéine et d’ions
phosphate. (iv) Une étape de ringage avec un tampon permet de réactiver les enzymes.

Lorsque le systeme est relaxé, les enzymes sont a nouveau masquees et la catalyse est

désactivée, d’apres la référence 61

La réaction de biocatalyse est activée sous élongation, comme le montre la Figure 2.14.
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Figure 2.14 : (a) Section d’images de microscopie confocale de substrats de PDMS
recouverts de multicouches de polyélectrolytes contenant des enzymes. Image 1 et 2 :
réservoir enzymatique mis en contact avec la solution de FDP. Image 3 et 4 : réservoir

recouvert d’une barriére a I'état relaxé puis étiré a 70%. (b) Evolution temporelle de

l'intensité de fluorescence pour des taux d’élongation croissants du substrat de 0% a 70%,
d’apres la référence 58
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Contrairement au systéme précédemment mentionné, la couche barriére ne présente pas
de pores ou de fissures lorsque le substrat est étiré. Dans ce systéme, les auteurs suggerent
que la réaction de biocatalyse activée sous élongation est liée a la diminution d’épaisseur de

la barriére (conservation de la matiére), ce qui permet de rendre les enzymes accessibles.

2.4.4 Définition et originalité des surfaces adaptatives proposées

Il existe trés peu d’exemples de surfaces adaptatives dont les propriétés physico-
chimiques sont contr6lées en fonction de stimuli mécaniques. Les films multicouches
déposés sur un substrat de PDMS constituent, a notre connaissance, les seuls exemples de
matériaux présentant de telles propriétés. Comme nous I'avons décrit précédemment, ces
films sont obtenus par assemblage non covalent de polyélectrolytes formant des films de
plusieurs um d’épaisseur utilisés comme réservoir ou comme barriére. A partir de ce type de
systéme, deux types de matériaux adaptatifs ont été réalisés :

- Dans un systéme constitué de deux réservoirs séparés par une barriére fragile,
I'élongation du substrat de PDMS provoque la rupture de la barriére (formation de
nanopores) et la diffusion de molécules d’'un compartiment a I'autre.

- Dans un systeme constitué d’'un réservoir séparé du milieu environnant par une
barriere élastique, I'élongation du substrat de PDMS est a [lorigine d’un
amincissement de la barriere favorisant I'accessibilité d’enzymes présentes dans
le réservoir.

Ces deux types de matériaux adaptatifs sont contrélés par des mécanismes intervenant
au niveau du volume du film. Dans le premier exemple, la formation de nanopores intervient
au niveau de la couche barriere séparant deux réservoirs, tandis que dans le second
exemple, c’est une modification d’épaisseur induite par I'élongation qui est a l'origine de
'accessibilité des molécules du réservoir. Ces mécanismes sont liés a I'épaisseur

micrométrique des films de polyléctrolyte et au caractére non covalent de leur assemblage.

La stratégie développée dans ce travail de thése est différente puisque celle-ci s’appuie
sur une fonctionnalisation superficielle du substrat de PDMS a partir de molécules ou de
macromolécules greffées de maniére covalente sur la surface. L’idée est de transmettre
I'élongation du substrat de PDMS au niveau de ces molécules pour promouvoir leur
séparation a I'’échelle locale. On peut alors imaginer que des sites cryptiques inaccessibles
car masqués par les molécules encombrantes peuvent étre rendus accessibles sous
élongation. Un tel systéme serait alors gouverné par des mécanismes surfaciques liés a des
changements d’encombrement stérique de sites récepteurs, par « dilution » des molécules
encombrantes environnantes. La Figure 2.15 présente le concept d'une telle surface

adaptative, appliqué a I'adsorption controlée de protéines sous élongation.
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Figure 2.15 : Concept de surface adaptative dont les propriétés d’adsorption de protéines
sont modulées par un stimulus mécanique

En premier lieu, l'élaboration d’'un matériau satisfaisant a ce concept requiert la
fonctionnalisation covalente d’'un support élastique. La stratégie développée consiste a traiter
un substrat élastomére de PDMS par polymérisation plasma de I'anhydride maléique.

Un premier enjeu de ce projet consiste a mettre au point des conditions de traitement
garantissant l'introduction de groupements réactifs sur la surface inerte du PDMS tout en
conservant les propriétés élastiques du substrat a I'échelle locale (chapitres 2 et 3).

En second lieu, le substrat élastique et réactif obtenu doit servir de support pour le
greffage covalent de macromolécules et de récepteurs spécifiques dont les densités de
surface sont modulables en fonction de I'élongation. L’objectif étant de démasquer les
récepteurs spécifiques sous élongation, afin d’obtenir un systéme de reconnaissance

moléculaire sensible a un stimulus mécanique (chapitre 4).
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1 Introduction

La premiére étape du procédé d’élaboration de la surface répondant a un stimulus
mécanique consiste a rendre la surface de PDMS réactive tout en conservant ses propriétés
élastiques. Pour cela, la polymérisation plasma constitue une méthode de traitement de
surface intéressante, permettant de déposer une couche organique réticulée, d’épaisseur et
de composition chimique contrblées, par voie séche et sur tout type de matériaux.’ Dans ce
contexte, 'anhydride maléique est un monomeére particulierement intéressant de par sa
grande réactivité chimique, notamment avec les amines.?® Les conditions optimales de
dépbt conduisant a un maximum de rétention de groupements anhydride au sein de la
couche ont été déterminées dans le cadre de la thése de F. Siffer.* Ces conditions ont été
reprises dans des travaux consistant a greffer des multicouches de polyélectrolytes
(polyméres chargés hydrosolubles) sur des substrats de PDMS préalablement modifiés par
polymérisation plasma de I'anhydride maléique.5 Le film polymére favorise alors I'adhésion
de la premiére couche de polyélectrolyte chargée positivement. Si ces conditions de dépdbt
sont satisfaisantes du point de vue de la modification chimique du substrat, elles conduisent
cependant a la fragilisation de l'interface et a la formation de craquelures lors de I'élongation
du PDMS.

L’origine de ces craquelures a été attribuée a I'oxydation du substrat de silicone sous la
forme d’une interphase inorganique fragile de type Si0,.° Ces effets sont généralement
observés lors du traitement énergétique de silicones, notamment par plasma oxyg(‘ane.7

Dans le but de créer une interface étirable et chimiquement réactive, il est donc
indispensable d’éviter la formation de craquelures empéchant toute dilution homogéne des
fonctionnalités de surface a I'échelle moléculaire. En effet, I'énergie élastique fournie lors de
I’élongation du substrat est alors absorbée par les craquelures, qui s’élargissent tandis que
les zones adjacentes ne sont quasiment pas étirées.

Parce que la réactivité chimique et le taux de rétention élevé des groupements anhydride
au sein de la couche déposée ont un réle important pour la conception des surfaces
répondant a un stimulus mécanique, nous avons opté pour une stratégie consistant a
diminuer le temps de traitement dans les conditions optimales de puissance et de cycle de
marche du réacteur, utilisées par F. Siffer. Nous avons émis I'hypothése que la fragilisation
du silicone conduisant a la formation de craquelures est liée au temps de traitement, a toutes
autres conditions égales par ailleurs. Pour vérifier nos dires, nous avons mené une étude
cinétique au cours de laquelle nous avons étudié en paralléle les modifications chimiques et
structurales (en particulier sous étirement) des substrats de silicone soumis a des

traitements plasma dont la durée varie entre 2 min et 45 min. Le but de ce travail étude est
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de déterminer le temps de traitement critique au-dela duquel des craquelures peuvent étre
décelées pour un taux d’élongation de 100%. En paralléle, il s’agit d’évaluer si ce temps

critique conduit a une modification chimique du substrat satisfaisante.

2 Matériel et méthodes

2.1 Substrat de PDMS

Les substrats de PDMS ont été moulés par Statice Santé SAS (France) a partir du produit
MED-450 de Nusil Silicone Technology LCC (Carpinteria, CA 93013 USA). C’est un
élastomére de silicone se préparant par le mélange de deux composants : le premier est
constitué de chaines polydimethylsiloxane a terminaisons vinyle -CH=CH,, le second de
chaines poly(dimethylsiloxane) a terminaisons hydrogénosilane Si-H. La réaction d’addition

entre les deux constituants (Figure 2.1) est catalysée par le platine et est accélérée par

chauffage.
il
HsC\/\/\o_Si_O\/\/\ (I‘,H3
\ CHs MO S So—sio
SN
Pt, AT CHa
CH,
e |} HSC\/\/\O———SI—O\/\/\
3 \/\/\O—Si—o\/\/\ &h CHj3
| CH, 3
CHj

Figure 2.1 : Réaction d’hydrosilylation entre un polymére siloxane a fonctionnalité Si-H et un
polymere siloxane a fonctionnalité —CH=CH.,

L’analyse thermogravimétrique (ATG) montre que le mélange contient également environ
50% (en masse) de silice amorphe (charges de renfort ou « filler »). Un film de PDMS de 200
pm d’épaisseur est moulé en pression et en température entre deux plaques de verre, a
I'aide d’'une presse. Aprés démoulage, les deux faces du film sont protégées par un film de
polyéthyléne. Le spectre infrarouge du film obtenu en transmission ne montre pas de pic
correspondant aux groupements Si-H indiquant que la réaction est compléte. 3% de chaines
courtes de PDMS sont extraites du film lors de son gonflement dans le cyclohexane. Les
films sont directement utilisés aprés retrait du film protecteur de polyéthyléne.

Les essais dynamiques mécaniques consistent a imposer une déformation variant de
maniére sinusoidale.® Dans les conditions d’'un essai en fréquence, un matériau élastique
fournit une réponse instantanée en phase avec la sollicitation. Un liquide, au contraire,
difféere sa réponse qui subit un déphasage de 90° par rapport a la contrainte. Pour un

matériau viscoélastique la proportionnalité entre contrainte et déformation reste vérifiée dans
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la limite de la viscoélasticité linéaire. Mais la déformation subit un déphasage traduisant la
dissipation d’énergie. A partir des composantes de la contrainte en fonction de la direction de
déformation on accéde aux paramétres caractéristiques :

- Module de conservation (ou charge) : E’(w) en traction, G’(w) en cisaillement

- Module de perte : E (w) en traction, G (w) en cisaillement

- Angle de perte 5: Tgd = E (w)/E (w) ou Tgd = G (w)/G (w)

Le Tableau 2.1 présente les résultats des essais mécaniques dynamiques (DMA) du film

réalisés en traction a des fréquences de 1 Hz et 10 Hz.

1Hz | 10 Hz
E’(MPa) | 48 | 4,27
E”(MPa) | 0,6 | 0,53

Tgd |0,124 | 0,124

Tableau 2.1 : Analyse mécanique dynamique du film de PDMS

Le module élastique E’ de l'ordre de 4,5 MPa est caractéristique d'un élastomere de
silicone au niveau de son plateau caoutchoutique, tandis que le module de perte de 'ordre

de 0,5 Mpa est relativement faible car I'élastomére est fortement réticulé.
2.2 Polymérisation Plasma de I'anhydride maléique

2.2.1 Principe

Le procédé de dépdt chimique en phase vapeur assisté par plasma (PACVD), procédé
appelé « polymérisation plasma », permet de déposer sur un substrat des films minces et
ultraminces a partir d'une phase gazeuse contenant un monomeére polymérisable. Les
molécules du monomére sont activées et fragmentées sous l'action d'un champ
électromagnétique. Les fragments activés (radicaux libres) peuvent se recombiner pour
former de fagon aléatoire des « entités » qui se déposent a la surface des substrats eux
méme activés et présentant des radicaux. Les liaisons interfaciales formées entre le film et le
substrat sont a I'origine de I'adhésion des films. A noter que la formation du polymére plasma
résulte d’'un mécanisme simultané de déposition et d’ablation.®

Dans le cas de réacteurs alimentés par courant alternatif se pose le choix de la
fréquence. Celle-ci s’échelonne des basses fréquences jusqu’aux fréquences micro-ondes
en passant par les radio-fréquences. Le générateur utilisé dans cette étude délivre des radio-

fréquences. Deux modes sont possibles lors d'un traitement plasma10 :
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- Le mode continu : les radio-fréquences sont délivrées de maniéere continue. Ce mode
conduit a la formation de films polymere plasma fortement réticulés.

- Le mode pulsé : Les radio-fréquences sont délivrées sous forme d’'impulsions. Durant
le temps t,,, les radio-fréquences alimentent les électrodes puis, pendant le temps to,
les radio-fréquences sont interrompues. Ces deux parametres définissent le cycle de
marche du réacteur qui correspond au rapport to, / (tonttorr). Pendant la période t,,, il y
a formation d’espéces actives aussi bien dans la phase gazeuse que sur la surface a
traiter. La période to5, quant a elle, permet aux espéces actives de se recombiner
entre elles et au film de se former.

En plus du cycle de marche, la puissance délivrée par le générateur est un paramétre trés
important a prendre en compte lors du dép6ét. La puissance et le cycle de marche gouvernent
la cinétique de dépbt et la composition chimique du film. Par exemple, des conditions de
puissances élevées, en mode continu, conduisent a la croissance rapide d’'un film dont les
propriétés chimiques ne sont pas controlées. Par contre, des conditions de faible puissance
et de faible cycle de marche permettent de maitriser la composition chimique de la surface,
mais la vitesse de dépdt sera faible. Lorsque le monomére n’est pas totalement dégradé
dans la phase plasma mais se trouve en majorité au sein de la phase polymére, on parle de
rétention du monomére dans le film. Le degré de rétention peut se déterminer par une

analyse XPS et I'épaisseur du film se mesure par ellipsométrie, lorsque le support le permet.

2.2.2 Montage

L’anhydride maléique est broyé en une poudre fine a I'aide d’'un mortier et placé dans un
« tube a monomere ». Les expériences de polymérisation plasma ont été conduites dans un
réacteur cylindrique en verre a couplage inductif dont les caractéristiques sont les suivantes :

- Diameétre : 6 cm

- Volume : 680 cm®

- Pression minimale : 5.10* mbar

- Perte avide : 10" kg.s™

La pression est contrblée par l'intermédiaire d’'un capteur de type Pirani. Le vide est
effectué grace a une pompe a deux étages (Edwards) reliée a un piége a azote liquide.
Autour du réacteur sont enroulées 5 spires de cuivre de 4 mm de diamétre reliées au
générateur de radiofréquences. Toutes les parties du montage sont assemblées avec des
raccords cajon sans graisse. Une boite d’accord L-C (Dressler, VM 1500W-ICP) est utilisée
afin d’équilibrer les impédances du générateur (Dresler, Cesar 133, 13,56 MHz) et du
réacteur. Lors du dép6t d’un film mince par plasma pulsé, les impulsions de décharges sont

suivies a I'aide d’'un oscilloscope.
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2.2.3 Dépét

Avant chaque expérience, le réacteur est nettoyé par un plasma air continu de 60 W
pendant 30 min. Le systéme est ensuite amené a la pression atmosphérique et le substrat
est introduit au centre de la chambre du réacteur. Le vide est ensuite effectué jusqu’a
atteindre la pression de 5.10* mbar, avant d’introduire les vapeurs de monomére a une
pression constante de 0,2 mbar (pression de sublimation de l'anhydride maléique a
température ambiante), avec un flux de 1,6.10™"° kg.s™ de monomeére. Le plasma est initié et
équilibré en mode continu pendant 15 s avant le traitement pulsé. La puissance des
radiofréquences utilisées est de 15 W pulsé (816 hertz avec un cycle de marche du réacteur
de 2%) et la durée du traitement varie entre 2 min et 45 min. Lorsque le temps de traitement
désiré est atteint, 'émission des radiofréquences est coupée, alors que le flux de monomére
est maintenu pendant 2 min afin de promouvoir la réaction des derniers radicaux restant a la
surface du dépdt. Lorsque la pression est redescendue a 5.10® mbar, la chambre du

réacteur est remise a I'atmosphére.
2.3 Analyses de surface

2.3.1 Mouillabilité

Dans ce chapitre, la mesure d’angle de contact nous a permit de déterminer I'évolution de
I'énergie de surface du substrat de PDMS en fonction de la durée du traitement par
polymérisation plasma.

Principe. Lorsqu’une goutte d’un liquide donné est déposée sur une surface solide plane,
I'angle entre la tangente a la goutte au point de contact et la surface solide est appelé angle
de contact (6). La mesure de cet angle apporte plusieurs types d'information :

- Si on utilise I'eau comme liquide sonde, on peut déduire le caractére hydrophobe (angle
éleveé, énergie de surface faible) ou hydrophile (angle faible, énergie de surface élevée) de la
surface.

- Si on utilise différents liquides de référence, on peut accéder a I'énergie libre de la surface,
tout en discriminant les composantes polaires ou apolaires de cette énergie en utilisant un
modéle."

- Si on mesure I'hystérése entre I'angle a I'avancée et au retrait de la goutte on obtient des
renseignements sur la non homogénéité physique (rugosité) ou chimique de la surface.

Mesure et analyse. Les angles de contact a 'avancée et au retrait ont été déterminés a
I'aide d’'un goniométre KRUSS équipé d’'une chambre de mesure a atmosphére contrélée et
d’'un dispositif de caméra vidéo. Chaque résultat est la moyenne de 3 mesures réalisées sur
différentes zones du substrat. L’équilibre thermodynamique d’'une goutte de liquide déposée

sur une surface est décrit par I'équation de Young12 :
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Y=Yy =Y c080 Equation 2.1

Difféerentes méthodes sont couramment utilisées afin de déterminer I'énergie libre de
surface a partir des mesures d’angle de contact. Cependant, ces méthodes ne sont pas
satisfaisantes car elles conduisent a des résultats différents. Selon la théorie de Fowkes, le
travail d’adhésion solide-liquide Wy est la somme d’'une composante dispersive Wy ® due aux
forces de London, et d’'une composante non-dispersive W¢" incluant tous les autres types

d’interactions. Wy est calculé en utilisant 'Equation 2.2 :

W,=w:+ Ws';d =y,(1+cos 0) Equation 2.2

En paralléle, la composante dispersive de I'énergie de surface peut étre estimée a partir
des mesures d’angle de contact de liquides purement apolaires, pour lesquels ;/l=y,d en

premiére approximation (i.e. le diiodomethane et le 1-bromonaphtalene dans cette étude).
En effet, en raison du caractére universel des forces de London, par de simples
considérations de symétrie a linterface, la composante dispersive du travail d’adhésion
solide-liquide est définie comme la moyenne géométrique des composantes dispersives

respectives de la tension de surface du liquide et de I'énergie de surface du solide :

W,=W!=y'(1+cos@)=2(ry"""  Equation 2.3

En combinant ces deux équations nous pouvons déterminer la composante non-
dispersive du travail d’adhésion solide-liquide de liquides polaires (i.e. 'eau dans cette

étude) :

Ws};d =7 (I1+cos)— 2(757;1)0'5 Equation 2.4

Ainsi, dans le but d’estimer les interactions solide-eau, nous avons d’abord évalué la
composante dispersive de I'énergie de surface a partir des valeurs d’angle de contact a
'avancée des liquides apolaires, mesurés a différents temps de traitement, en déterminant
la pente de la « droite des liquides apolaires » :

1/2
_ K 7[ . .
cos Qliq.apol =-1+2y, Equation 2.5
Vi
Dans un second temps, nous avons calculé les composantes du travail d’adhésion solide-

eau a partir des valeurs d’angle de contact de I'eau en utilisant 'Equation 2.4.
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2.3.2 XPS

Dans cette étude, les analyses XPS nous ont permis de déterminer la nature et la
proportion relative des groupements chimiques introduits a la surface du substrat de PDMS
lors du traitement par polymérisation plasma.

Principe. L'XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy) est une technique spectroscopique
quantitative qui permet de déterminer la composition atomique et la nature des
environnements chimiques (liaisons chimiques) de la surface d’'un matériau. Les spectres
XPS sont obtenus en irradiant I’échantillon avec un faisceau de rayons X tout en mesurant
I’énergie cinétique et le nombre de photoélectrons émis par I'échantillon dans une épaisseur
comprise entre 1 et 10 nm, ajustable en fonction de I'angle d’incidence du faisceau. L’XPS
requiert des conditions d’ultravide.

Mesure et analyse. Les analyses XPS ont été menées sur un spectrométre de type
LEYBOLD LHS11, équipé d’'une source au magnésium non monochromatée (1253,6 eV),
ainsi que d’un analyseur hémisphérique. Les photoélectrons émis sont collectés a un angle
de 90° par rapport a la surface. Les spectres XPS sont reconstruits (décomposés) en
éléments gaussiens avec des largeurs a mi-hauteur identiques grace au logiciel CASA XPS.
Les facteurs de sensibilité expérimentaux des éléments C(1s): O(1s): Si(2p) sont

respectivement 1,0 : 0,34, : 1,19.

2.3.3 FTIR-ATR

Dans ce chapitre, la spectroscopie FTIR-ATR nous permet de déterminer la variation
relative de la quantité de groupements anhydride au sein du film polymére en fonction de la
durée du traitement, en utilisant une bande de vibration du PDMS comme référence interne.

Principe. La spectroscopie infrarouge (IR) exploite le fait que les molécules possédent
des fréquences spécifiques pour lesquelles elles tournent ou vibrent en correspondance
avec des niveaux d'énergie discrets (modes vibratoires). Le spectre infrarouge d'un
échantillon est établi en faisant passer un faisceau de lumiére infrarouge au travers de cet
échantillon. L'examen de la lumiére transmise indique la quantité d'énergie absorbée a
chaque longueur d'onde. On peut le faire avec un faisceau monochromatique, avec une
modification de la longueur d'onde dans le temps, ou en utilisant un instrument a transformée
de Fourier afin de mesurer toutes les mesures d'onde simultanément. On peut alors obtenir
les spectres en absorbance ou en transmittance et déterminer les longueurs d'ondes
d'absorption. L'analyse de ces caractéristiques indique les détails de la structure moléculaire
de I'échantillon.

La réflexion totale atténuée (ATR) est une technique permettant I'analyse directe d’un

échantillon solide (poudre, substrat) ou liquide. Cette technique est non destructive et ne
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demande aucune préparation au niveau de I'échantillon, ce qui en fait une analyse de
routine. En mode ATR, I'échantillon est plaqué contre un cristal. Dans les conditions de
réflexion totale du faisceau infrarouge sur le cristal, il y a formation d’'une onde évanescente
se propageant dans I'’échantillon sur une épaisseur de quelques micrométres. A la sortie du
cristal, aprés une ou plusieurs réflexions selon la taille du cristal et de I'’échantillon, le
faisceau est collecté par un détecteur.

Mesure et analyse. Les spectres infrarouge des substrats de PDMS modifiés sont
réalisés a l'aide d’'un spectrométre a transformée de Fourrier (Brucker IFS66S) équipé d’un
détecteur MCT refroidi par azote liquide et d’'un accessoire ATR (réflexion totale atténuée)
monoréflexion en germanium. L’ensemble des spectres a été réalisé avec une résolution de
4 cm™ sur 100 scans.

La profondeur de pénétration de 'onde évanescente dans le matériau est donnée par :

A
dp =
21Tn1(sin26-n212)%

Equation 2.6

ou A est la longueur d’onde du faisceau infrarouge, n, est l'indice de réfraction du cristal,
ny; est le ratio des indices de réfraction de I'échantillon et du cristal, et 6 est I'angle
d’incidence du faisceau. L’indice de réfraction du cristal de germanium13 est de 4,01 tandis
lindice de réfraction du PDMS™ est de 1,43. Les spectres sont réalisés dans un intervalle de
nombre d’onde (211/A) compris entre 4000 cm™ et 600 cm™. En appliquant I'Equation 2.6, la
profondeur de pénétration de I'onde évanescente est comprise entre 1 pm & 4000 cm™ et 6,8
um a 800 cm™.

La quantité relative d’anhydride maléique déposée en fonction du temps de dépdt est
évaluée en normalisant 'absorbance de la bande C=0 de I'anhydride maléique (~1780 cm™)
par rapport a I'absorbance de la bande Si-CH; (~845 cm™) du PDMS utilisée comme
référence interne car la variation de I'épaisseur du film liée au dépét (quelques nanométres)
est négligeable devant I'épaisseur sondée (quelques microns). La Figure 2.2 présente un

spectre infrarouge typique d’un film de PDMS traité par polymérisation plasma.
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Figure 2.2 : Spectre FTIR-ATR d’un substrat de PDMS traité par polymérisation plasma de
I'anhydride maléique. L’absorbance de la bande C=0 correspondant aux groupements
anhydride est normalisée par I'absorbance de la bande Si-CHs;du PDMS (référence interne)

2.3.4 MEB

Dans ce chapitre, 'analyse MEB est principalement utilisée afin d’imager la surface du
PDMS modifié par polymérisation plasma dans le but de déceler la présence de craquelures
sous élongation.

Principe. La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy en anglais) est une technique de microscopie électronique basée sur le principe
des interactions électrons-matiére, capable de produire des images en haute résolution de la
surface d’un échantillon. Le principe du MEB consiste en un faisceau d’électrons balayant la
surface de I'échantillon a analyser qui, en réponse, réémet certaines particules (électrons
secondaires, rétrodiffusés, etc.). Ces particules sont analysées par différents détecteurs qui
permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface d’'une part, et
d’accéder a la composition élémentaire du matériau d’autre part.

Mesure. Le microscope utilisé est un microscope a pression variable de marque FEl,
modele Quanta 400, permettant de travailler dans trois grammes de vide : haut vide, "low
vacuum" (jusqu'a 1 torr de pression dans la chambre) et environnemental (jusqu'a 20 torrs
de pression dans la chambre). L'eau est généralement utilisée en raison de son pouvoir
amplificateur des électrons secondaires émis par I'échantillon. Le mode haut vide nécessite
de travailler sur des échantillons conducteurs, le mode "low vacuum" permet de travailler sur
des échantillons isolants, le mode environnemental permet de travailler sur des échantillons
hydratés. La résolution du microscope est de 3,5 nm en haut vide, environ 5 nm en "low
vaccum" et environ 10 nm en environnemental. Toutes les observations ont été réalisées

avec une tension d'accélération de 30 kV. Les expériences de traction sont menées en mode
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low vacuum (Puo0 = 1 torr), la platine de traction motorisée a été congue et réalisée par J.
Hemmerlé. Les échantillons isolants sont rendus conducteurs par un dépdbt d'or dont
I'épaisseur est de 15 nm. Le dépdt est réalisé avec un pulvérisateur cathodique de marque

Edwards, modéle Scancoat Six.

2.3.5 Imagerie AFM

Dans cette étude I'imagerie AFM nous permet de mesurer l'effet du traitement par
polymérisation plasma sur la morphologie de la surface des échantillons de PDMS, a I'état
relaxé ou étiré.

Principe. Le microscope a force atomique (ou AFM pour Atomic Force Microscope) est
un microscope a sonde locale permettant de visualiser la topographie de la surface d'un
échantillon conducteur ou isolant avec une résolution latérale de quelques nanométres et
une résolution verticale inférieur a 0,1 nm. Le principe se base sur les interactions entre
I'échantillon et une pointe nanométrique montée sur un microlevier. La pointe balaie (scanne)
la surface de I'échantillon, et I'on agit sur sa position verticale selon un parameétre de
rétroaction. Un ordinateur enregistre cette hauteur et peut ainsi reconstituer une image de la
topographie de la surface.

Soft/hard tapping. L'imagerie d’'une surface par AFM en mode tapping (aussi appelé
contact intermittent) permet d’accéder a deux types d’informations : la hauteur (rugosité) et la
phase. Le contraste de phase dépend des variations de rigidité apparente de I'échantillon a
I'échelle de quelques nanomeétres. Par exemple, un fort contraste de phase est observé
entre des parties plus ou moins rigides de copolymeres a bloc.” Le contraste de phase
dépend également de la consigne d’amplitude a laquelle 'image est réalisée. Ainsi, on parle
de « soft tapping » lorsque I'amplitude des oscillations du cantilever est faible, c'est-a-dire
que la pointe interagit peu avec la surface. En « hard tapping », la consigne d’amplitude est
élevée ce qui se traduit par un fort taux d’appui de la pointe au contact de I'échantillon. Par
conséquent, I'image de phase d’'une méme zone d’un échantillon peut considérablement
évoluer entre des conditions de « soft tapping » et de « hard tapping ». En particulier,
d’'importants contrastes de phase sont généralement observés sur des élastoméres chargés,
entre les particules inorganiques dures et la matrice polymére molle.'® Selon le modele de
Hertz, lorsque la pointe sphérique et la surface plane de I'échantillon, entrent en contact,
sous l'effet d’'une force F, la rigidité S de la surface dépend a la fois des modules de

I’échantillon et de la pointe, et de I'aire de contact circulaire'” :

oF ]
S = 5 caB*  Equation 2.7

ou & est la profondeur d’'indentation, a est le rayon de I'aire de contact A entre la pointe et

la surface, € est une constante et E* le module effectif :
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1 _(-v)  (-v))
E* E, E,
ou Eq et E, sont les modules d’Young, v, et v, les coefficients de poisson de la pointe et

Equation 2.8

de l'échantillon respectivement. Le contraste de phase mesuré a une fréquence w, est

donné par la relation suivante :

Ap(o,) = S% =¢aFE *% Equation 2.9

ou le levier est caractérisé par sa fréquence de résonnance wy, sa constante de raideur
k, et son facteur de qualité Q. Cette relation indique que le contraste de phase dépend a la
fois du module local de I'’échantillon et de I'aire de contact entre la pointe et I'échantillon. Or
dans le cas de la matiére molle, I'aire de contact peut varier en fonction du taux d’appui, ce
qui peut étre a l'origine de l'inversion du contraste de phase selon que le terme lié a 'aire de
contact ou au module prédomine.

Ainsi, sur un élastomere chargé, une inversion de contraste de phase peut étre observée
entre les conditions de « soft tapping » et de « hard tapping ». Par exemple, les travaux de
Cléement et col.”® montrent que, dans des conditions de « soft tapping », I'aire de contact
pointe-échantillon est faible et le contraste de phase est dominé par les variations de
module local de la surface (les charges « dures » apparaissent en clair). En « hard tapping »,
I'aire de contact pointe-échantillon est plus élevée dans les zones molles et le contraste de
phase est dominé par des changements d’aire de contact entre la pointe et la surface de
I’échantillon (les zones molles apparaissent en clair).

L’utilisation d’un levier de constante de raideur faible permet de réduire les interactions
pointe-surface, ce qui est utile pour étudier des échantillons sensibles tels que des films
organiques. Dans le cas de matériaux a forte pégosité (tack) tels que des PSA (Pressure
Sensitive Adhesive) ou le PDMS, il est préférable d’utiliser un levier de constante de raideur
élevé afin de compenser les forces d’adhésion entre la pointe et la surface et de favoriser
leur séparation.19 Ainsi, le contraste de phase obtenu par imagerie AFM en mode tapping
dépend a la fois des variations locales de module de I'échantillon, de la consigne d’amplitude
et de la constante de raideur du levier utilisé. Par conséquent, l'interprétation des variations
de contraste de phase mesurées sur une surface polymére peut nécessiter de réaliser des
images de la méme zone de I'échantillon dans des conditions d’appui variables. L'analyse
couplée de I'évolution des images de topographie et de phase en fonction du taux d’appui
permet ainsi de mettre en évidence la structure de la surface, voire de l'interface.

Remarquons enfin que la rugosité apparente du matériau polymére estimée par AFM
dépend fortement des conditions d’appui. La rugosité réelle de la surface se rapproche de la

rugosité apparente de la surface déterminée dans des conditions d’appui modérées.
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Mesure et analyse. Les analyses AFM sont réalisées a l'aide d’'un microscope atomique
Dimension 3000 (Digital Instruments), piloté par un contréleur Nanoscope IlIA (Digital
Instruments). En mode tapping, deux types de leviers, de constante de raideur de 5 N.m™
(Vecco) et 48 N.m™ (Nanoworld), munis d’une pointe en silicium sont utilisés. Les pointes de
constante de raideur élevée (k = 48 N.m™") permettent de réduire les effets de I'adhésion du
substrat et d’augmenter la résolution latérale des images. Celles-ci sont utilisées pour les
images du substrat de PDMS traité 6 min.

L’ajustement des gains est réalisé de maniére a minimiser les variations d’amplitude. Les
conditions de « soft tapping » correspondent aux conditions d’appui les plus modérées
(« Amplitude Setpoint » le plus élevé possible) permettant de suivre la topographie de
I’échantillon. Les conditions de « hard tapping » correspondent aux conditions d’appui a
partir desquelles les contrastes de hauteur et de phase ne présentent plus de changements
en augmentant le taux d’appui (i.e diminution de I' « Amplitude Setpoint »).

En mode contact, les images sont réalisées a I'air ou dans I'eau a I'aide d’'une pointe en
nitrure de silicium (DNP, Veeco) traitée 2 minutes par polymérisation plasma, supportée par
un levier de 0,06 N.m™”. Les gains sont ajustés de maniére a minimiser les variations de
déflexion du levier. Les images minimisant les forces d’interactions sont réalisées dans les
conditions d’appui minimales (« Deflexion Setpoint ») permettant de suivre la topographie de
I’échantillon.

Les analyses sous étirement uni-axial sont réalisées a l'aide d’un dispositif spécialement
congu par nos équipes. Les images dont les dimensions varient de 30 pm x 30 ym a 400 nm

x 400 nm, sont réalisées a une vitesse (scan rate) de 1Hz.

3 Modifications chimiques du substrat au cours du traitement

3.1 Mouillabilité

3.1.1 Evolution de I’angle de contact de I'’eau

Les substrats de silicone ont été traités par polymérisation plasma de I'anhydride
maléique entre 2 min et 45 min. Pour chaque échantillon, les angles de contact de I'eau a
'avancée et au retrait sont mesurés sur les substrats immédiatement aprés le traitement.

Les résultats sont présentés sur la Figure 3.1.
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Figure 3.1 : Evolution de I'angle de contact de I'eau en fonction de la durée de traitement.
(a) A l'avancée, (b) Au retrait

L’angle de contact a l'avancée de I'eau sur le PDMS non traité est de 119°. Cette
hydrophobicité est liée au caractére apolaire des groupements méthyle (-CH;) des chaines
siloxane, créant peu d’interactions avec les molécules d’eau. L’angle de contact diminue
progressivement en fonction du temps de traitement du substrat de PDMS par
polymérisation plasma. Un traitement de 30 min permet de rendre la surface hydrophile
puisque I'angle de contact de I'eau est de 75°. Un traitement plus long ne permet pas
d’atteindre des valeurs plus faibles. En paralléle, 'angle de contact au retrait décroit de 90°
pour le PDMS non traité jusqu’ a 12° aprés 10 min de dépbt. Au-dela, celui-ci n’est plus
mesurable, car les valeurs sont inférieures a 10°.

L’eau est un liquide polaire dont la tension de surface (72,8 mJ.m™) est la somme d’une
composante non-dispersive (51 mJ.m?) et d’'une composante dispersive (21,8 mJ.m?). Or
les forces dispersives sont universelles, elles existent pour les groupements polaires et
apolaires. Par conséquent, les mesures de mouillabilité réalisées avec I'eau nécessitent
d’étre associées a des mesures avec des liquides purement apolaires tels que le
diiodométhane ou le bromonaphtaléne, afin de distinguer les composantes dispersives et

non-dispersives du travail d’adhésion solide-eau pour chaque durée de traitement.

3.1.2 Evolution de I'angle de contact du diiodométhane

La Figure 3.2 décrit I'évolution des angles de contact a l'avancée et au retrait du

diiodométhane en fonction de la durée de traitement. L’angle a I'avancée décroit de 85° pour
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un substrat de PDMS non traité jusqu’a une valeur de 50° aprés 45 min de dépdt. En
paralléle, 'angle de contact au retrait décroit de 61° a 15°. Afin de mettre en évidence
I'enrichissement de la surface en groupements polaires, nous allons déterminer I'évolution
des composantes dispersive et non-dispersive du travail d’adhésion solide-eau. La
composante dispersive Wg® traduit les interactions dispersives de I'eau avec les
groupements polaires et apolaires de la surface, tandis que la composante non-dispersive

W4 résulte uniquement des interactions avec les groupements polaires.
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Figure 3.2 : Evolution de I'angle de contact du diiodométhane en fonction de la durée de
traitement. (a) A l'avancée, (b) Au retrait

3.1.3 Evolution du travail d’adhésion solide-eau

La Figure 3.3 présente I'évolution des composantes dispersives W et non-dispersives
Wg™ du travail d’adhésion solide-eau en fonction de la durée de traitement par
polymérisation plasma. La méthode de calcul est détaillée dans la partie matériel et
méthodes (partie 2.3.1). Nous observons que les valeurs des composantes dispersive et
non-dispersive du travail d’adhésion augmentent avec la durée de traitement. En particulier,
'augmentation de la composante non-dispersive traduit I'enrichissement progressif de la
surface en groupements polaires introduits par polymérisation plasma. Les évolutions des
composantes dispersive et non-dispersive montrent 4 phases distinctes, liées aux
changements progressifs de la composition chimique de I'extréme surface du film.

- Phase |: Aux temps trés courts t < 3 min, les composantes dispersives et non-
dispersive augmentent, attestant de lintroduction d’une faible fraction de groupements

polaires sur la surface. Une variation de la rugosité liée a I'ablation de la surface, additionnée
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a des effets de nettoyage, pourraient également contribuer aux changements de mouillabilité
dans les premiers instants du dépét.

- Phase II: Aux temps courts (3 min < t < 12 min), la composante non-dispersive
augmente progressivement en fonction de la durée de traitement, tandis que la composante
dispersive est constante. La composition chimique de la surface s’enrichit progressivement
en environnements polaires.

- Phase lll: Aux temps intermédiaires (12 min < t < 25 min), les valeurs des
composantes dispersive et non-dispersive augmentent de fagcon plus prononcée
comparativement aux phase précédentes: la fraction polaire de la surface devient
significative par rapport a la fraction de PDMS non modifiée.

- Phase IV : Aux temps longs, le travail d’adhésion solide-liquide tend a se stabiliser :

un film polymére plasma de composition chimique définie recouvre la surface.
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Figure 3.3: Travail d’adhésion solide-eau en fonction de la durée de traitement par
polymérisation plasma (a) Composante dispersive W, (b) Composante non-dispersive W™

3.2 Analyse XPS

Afin de déterminer la nature de la composition chimique de la surface en fonction de la
durée du traitement, nous avons réalisé des analyses XPS de la surface au cours des
différentes phases du traitement, mises en évidence par mouillabilité. Les temps choisis
sont 2 min, 6 min, 12 min 30 et 30 min. Nous décrirons I'évolution de la composition
atomique de la surface, avant de nous intéresser a I'environnement chimique de chaque

atome entrant dans la composition du film.
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3.2.1 Composition atomique de la surface

Le Tableau 3.1 décrit I'évolution de la composition atomique de la surface en fonction de
la durée du dépbt. Nous remarquons que la composition atomique du substrat de PDMS
montre un pourcentage de silicium (36%) plus élevé que le pourcentage théorique en
considérant la formule chimique du silicone (Si 25% / O 25% / C 50%). Cet écart est
probablement lié a la fraction massique élevée de charges de silice au sein du polymére
(~50-60% en masse), dont une partie se trouverait a une distance de la surface inférieure a
10 nm (épaisseur sondée par I'analyse XPS en incidence normale). Dés les premiéres
minutes de traitement, la composition atomique du film est enrichie en carbone et en
oxygéne, tandis que la fraction de silicium diminue pour devenir trés faible mais non nulle
aprés 30 min de dépét. L’ablation et I'oxydation des chaines siloxane, la formation de
radicaux de surface et la croissance du film polymére plasma constituent les principaux
phénoménes a l'origine des changements de composition chimique de la surface. Dans la
partie suivante, nous analyserons précisément les spectres XPS haute résolution des
différents atomes afin de déterminer I'évolution de la nature des groupements de surface en

fonction de la durée du dépét.

Composition atomique (%)

C O | Si
PDMS | 43,8 (21,6 | 34,6

PDMS /PP 2 min|52,4|22,1|25,4

PDMS / PP 6 min|50,9|26,9|22,8

PDMS / PP 12 min 30 53,4 |27,8|18,8

PDMS / PP 30 min | 65,7 (29,8 4,5

Tableau 3.1: Composition atomique du film en fonction de la durée du dépét. La profondeur
d’analyse est de 10 nm

3.2.2 Nature des groupements de surface

Le Tableau 3.2 présente le résultat des décompositions spectrales des enveloppes C(1s),
O(1s) et Si(2p) des analyses XPS réalisées sur les substrats de PDMS aprés différents
temps de traitement. Les énergies de liaison des différentes composantes ont été ajustées

en accord avec les données des tables de la littérature.?® La Figure 3.4 présente les
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spectres C(1s) obtenus aux difféerents temps de dépdt, illustrant notamment I'enrichissement

de la composition de surface en groupements d’anhydride maléique.

280 282 284 286 288 290 292 280 282 284 286 288 290 292

(d) 30 min

280 282 284_ 286 . _288 290 292 280 282 284 286 288 290 292
Energie de Liaison (eV)

Figure 3.4 : Enveloppes des spectres XPS C(1s) réalisés apres différents temps de
traitement du substrat de PDMS par polymérisation plasma de I'anhydride maléique
(a) 2 min, (b) 6 min, (c) 12 min 30, (d) 30 min
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PDMS PDMS/PP2min  PDMS/PP6min PDMS/PP12min30 PDMS/PP30min
Composantes EL (V) %At EL.(eV) %At EL.(eV) %At EL.(eV) %At E.L. (eV) % At.
C(1s) c-si 28435 100 | 2843 833 | 2843 693 | 2843 52 | 2843 214
cC - - 285 - 285 125| 285 208 | 285 35
C-C(0)=0 - - 2856 53 | 2856 6 285,6 93 | 2856 286
[oXo) - - 2865 39 | 2863 35 | 2863 59 | 2863 157

0-C-0/-C=0 - - 287,8 2 | 2877 26 | 2877 27 | 2878 2
0=C-0-C=0/ HO-C=0 - - 2894 53 | 2893 6 289,3 93 | 2894 286
O(1s) Si-0-Si/0=C-0-C=0 | 532 100 532 923 | 532 883| 532 834 | 5324 709
0=C-0-C=0 / HO-C=0 - - 5338 7,7 | 5337 117| 5337 166 | 5336 297

Si(2p)  Si-O-Si (PDMS) 101,9 916| 1019 99 | 101,9 861 | 101,7 893 | 1016 100

Si(Ox) 2<x<4 - - - - | 1028 10 | 1029 8,8 - -

Si-02 (charges silice) | 103,9 84 | 1039 1 104 39 104 1,9

Tableau 3.2: Résultat de la décomposition spectrale des enveloppes C(1s), O(1s) et Si(2p)
des analyses XPS, en fonction de la durée de traitement

Les enveloppes C(1s) et O(1s) du PDMS non traité montrent une seule composante a
284,35 eV et 532 eV correspondant respectivement aux liaisons de type C-Si et Si-O-Si,
caractéristiques des chaines siloxane. L’enveloppe Si(2p) présente une composante a 103,9
eV de l'ordre de 8% attribuée aux charges de silice, s’additionnant a la composante O-Si-O
du silicone située a 101,9 eV.

Aprés 2 min de traitement (phase 1), l'enveloppe C(1s) montre la présence
d’ environnements oxygénés de différents types : -C-O, O-C-O/-C=0, et O=C-O-C=0/HO-
C=0. La composante correspondant aux groupements anhydride a 289,4 eV est la plus
importante, elle est de I'ordre de 5%. L’enveloppe O(1s) de 'oxygéne montre également une
composante a 533,8 eV correspondant aux groupements anhydride. Lorsque le temps de
traitement atteint 6 min (phase Il), la concentration des groupements polaires augmente
sensiblement tandis que nous détectons une composante C-C située a 285 eV dans
'enveloppe C1(s) du carbone, attribuée aux chaines hydrocarbonées -CH,-CH,- du
polymére plasma. En paralléle, I'enveloppe Si(2p) présente une nouvelle composante a
102,8 eV caractéristique d’environnements de type SiOx (2<x<4) attribués a I'oxydation des
chaines de silicone (PDMS «modifié»). Entre 6 min et 12 min 30 (phase Il), les
concentrations des espéces polaires et hydrocarbonées continuent d’augmenter, tandis que
la composition de la surface s’appauvrit en environnement -C-Si de type PDMS. Entre 12
min 30 et 30 min de dépdbt (phase lll), les changements de composition du film sont plus
prononcés: pour un traitement de 30 min, le taux de rétention d’anhydride maléique dans le
film est alors de I'ordre de 30%, ce qui est comparable a la valeur obtenue sur un substrat de
silicium.** Nous remarquons que la composante SiO, a 102,9 eV n’est plus détectée, car
celle-ci est attribuée au substrat de PDMS oxydé (« modifié »), qui est recouvert par un film

épais (quelques dizaines de nanomeétres) de polymére plasma a des temps de dép6t élevés.
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Les 4% de silicium détectés dans le film présentent alors un environnement C-Si
correspondant probablement a des fragments de chaines de silicone volatilisés lors de
I’'ablation du substrat, puis redéposés dans le film en cours de croissance. Ces résultats
suggerent que la cinétique de croissance du film polymére plasma subit une transition pour
une durée de traitement de I'ordre de 12 min. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons
évalué I'augmentation relative de la quantité d’anhydride maléique sur le substrat en fonction
de la durée de dépdt, par une analyse FTIR-ATR.

3.3 Analyse FTIR-ATR

La Figure 3.5 présente I'évolution relative de la quantité d’anhydride maléique déposée

sur le substrat en fonction de la durée de dépét.
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Figure 3.5: Evolution de la quantité relative d’anhydride maléique déposé en fonction de la

durée de traitement, déterminée par FTIR-ATR. Les points expérimentaux correspondent a

I'absorbance de I'anhydride maléique normalisée par 'absorbance de la bande -Si-CH; du
PDMS, utilisé comme référence interne

Nous observons un changement de régime de croissance (changement de pente de la
courbe) aprés 10-12 min de traitement. Nous avons observé une transition similaire en
mouillabilité, au niveau de I'évolution du caractére non-dispersif du travail d’adhésion en
fonction de la durée de dépét (Figure 3.3), traduisant I'enrichissement de la surface en
groupements polaires. Dans les temps courts de traitement (i.e. t < 10-12 min), les
groupements polaires, en majorité des groupements anhydride (cf. analyse XPS section
2.3.2), sont aléatoirement greffés sur la surface a partir de radicaux créés a la surface du

PDMS. Pour les temps longs, lorsque la fraction de surface modifiée devient significative, la
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majorité des groupements anhydride est greffée a partir de radicaux créés sur la fraction de
polymére plasma en cours de croissance. On parle alors de croissance continue. La
transition entre les deux modes de croissance se situe vers 10-12 min de traitement.

En d’autres termes, les résultats précédents indiquent que, pour les temps courts de
traitement, la composition chimique de la surface est trés hétérogéne : celle-ci se compose
d'une fraction croissante de groupements polaires au sein d’'une matrice hydrophobe de
PDMS. Dans la partie suivante, I'étude de I'hystérésis de mouillage nous permettra de

confirmer cette hypothése.

3.4 Hystérése de mouillage

L’hystérése de mouillage se définit par la différence entre 'angle de contact a I'avancée
B, et 'angle de contact au retrait 8g. Pour une surface solide supposée idéale, c'est-a-dire
plane, lisse, indéformable et chimiquement homogéne, I'hystérése de mouillage est
minimale. L’augmentation de I'hystérése de mouillage d’un liquide sur une surface peut étre
attribuée a une augmentation de la rugosité (modéle de Wenzel) ou a la présence
d’hétérogénéités chimiques (modéle de Cassie-Baxter).21

Dans cette étude, nous comparerons I'hystérése relative de mouillage AH de 'eau et du
diiodométhane en fonction du temps de traitement.

0,-6;

A
Sur le substrat de PDMS non traité, les hystéréses relatives de mouillage de 'eau et du

AH(%) = x100 Equation 3.1

diiodométhane sont similaires et relativement faibles, de I'ordre de 20%. Ce résultat confirme
que la surface de PDMS est chimiquement homogéne, les différences entre les angles a
'avancée et au retrait sont probablement liées a la rugosité du substrat. Dés les premiéres
minutes de dépdt, I'hystérese relative de mouillage de I'eau augmente de fagcon prononcée.
Celle-ci est de 'ordre de 50% pour un temps de traitement de 3 min, puis augmente jusqu’a
80% aprés 6 min de traitement. Au-dela de 10 min de traitement, I'hystérése n’est plus
mesurable car la valeur I'angle de contact de I'eau au retrait ne peut plus étre déterminée
expérimentalement (Bg < 10°). Les variations relatives de I'hystérése de mouillage du
diiodométhane different significativement de celles de I'eau. L’hystérése demeure constante
dans les premiére minutes de traitement (~20%), puis augmente a partir de 8-10 min pour
atteindre une valeur stable de 'ordre de 70% a partir de 30 min. L’importante hystérése de
mouillage de I'eau dans les premiers temps de traitement est caractéristique d’une surface
chimiquement hétérogéne présentant une faible fraction d’hétérogénéités hydrophiles dans
une matrice hydrophobe.22 En paralléle, les variations de I'hystérése de mouillage du

diiodométhane sont quasiment nulles dans les temps courts, ce qui confirme que cest
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introduction de groupements polaires sur la surface hydrophobe qui est a l'origine de

I'hystérése de mouillage de I'eau.

A partir de 10 min de traitement environ, I'hystérése de mouillage du diiodométhane

augmente : le liquide est alors sensible a la croissance continue du polymére plasma, a

I'origine d’hétérogénéités chimiques de deux ordres : au niveau des fractions couvertes et

non-couvertes du substrat d’'une part, et au sein de la fraction de polymére plasma en cours

de croissance d’autre part. Pour des temps de dépdt longs, lorsque le film polymére plasma

est homogeéne, I'hystérése de mouillage se stabilise a une valeur liée aux hétérogénéités

chimiques du film polymére plasma. Ces résultats attestent du caractére hétérogéne de la

surface dans les temps courts de dépdt, composée d’'une matrice hydrophobe de PDMS,

partiellement modifiée (SiO,) au sein de laquelle sont introduits des groupements polaires.
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Figure 3.6 : Hystérése de mouillage de I'eau et du diiodométhane en fonction de la durée de
traitement

3.5 Mécanisme et cinétique de croissance du film

Les analyses de mouillabilite, XPS et FTIR-ATR réalisées pour différents temps de

traitement nous permettent de décrire les différentes étapes de la modification de la

composition chimique du substrat de PDMS en fonction du

temps de traitement par

polymérisation plasma. La Figure 3.7 schématise cette évolution.
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Figure 3.7 : Différentes étapes de la modification de la composition chimique de la surface
du substrat de PDMS en fonction de la durée de traitement par polymérisation plasma

Dés les premiéres minutes de traitement, des groupements polaires, en majorité des
groupements anhydride maléique, sont aléatoirement greffés sur la surface, a partir de
radicaux formés sur la surface de PDMS. En paralléle, la surface de PDMS est
progressivement oxydée sous la forme SiOx. La composition de la surface est hétérogéne,
celle-ci est constituée d’'une matrice de PDMS, s’oxydant peu a peu, sur laquelle viennent se

greffer des groupements polaires, évoluant vers un film polymeére plasma constitué d'un
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mélange réticulé de groupements polaires et de chaines hydrocarbonées. Ce mode de
croissance du polymére sur la surface est qualifi¢ de « croissance hétérogéne ».
Remarquons que les techniques utilisées jusqu’a présent ne nous permettent d’évaluer ni la
taille caractéristique de ces hétérogénéités chimiques, ni leur répartition sur la surface.

A partir de 10-12 min de traitement, la croissance du film polymére présente une
transition. La vitesse de dépdt d’anhydride maléique augmente, tandis que la fraction de
polymére plasma devient significative par rapport a la fraction de PDMS non modifié. Une
part croissante des radicaux de surface est formée sur le polymére plasma en cours de
croissance. On parle alors de « croissance continue ». A partir de 25-30 min de dépét, la
composition chimique de la surface se stabilise, le PDMS résiduel non modifié est faible, un
film homogéne et continu de polymére plasma recouvre la surface.

Rappelons que l'objectif de cette étude cinétique de la croissance du film est de
déterminer des conditions de traitement par polymérisation plasma pour lesquelles le
substrat ne craquéle pas sous étirement, tout en garantissant I'introduction d’une quantité
suffisante de groupements anhydride a la surface. A ce stade, nous avons montré que les
traitements aux temps courts conduisent au greffage aléatoire de groupements polaires dans
la matrice de PDMS, partiellement oxydée. Les traitements aux temps longs conduisent a la
formation d’'un film polymére plasma continu et homogéne. La prochaine étape de cette

étude consistera en I'analyse de la cohésion des films sous élongation.

4 Cohésion des films sous étirement

Les substrats de PDMS ayant subi différents temps de traitement ont été analysés par
MEB et par AFM afin de déceler la présence de craquelures sous un taux d’élongation uni-
axial de 100%.

4.1 PDMS traité 30 min

4.1.1 Analyses MEB

La Figure 4.1 présente des images MEB d'un substrat de PDMS trait¢é 30 min par
polymérisation plasma, a différents taux d’élongation. Les images montrent que la
dimension et la densité des craquelures dépendent du taux d’allongement. En effet, pour un
taux d’allongement de 10%, nous observons 'apparition de craquelures perpendiculaires a la
direction d’élongation, dont I'espacement moyen est de I'ordre de 5 pym et la largeur de
'ordre du um. Pour des taux d’allongement de 50% et 100%, nous observons que la densité
des craquelures augmente (espacement de 'ordre du um) tandis que leur largeur diminue

(de l'ordre de quelques centaines de nanométres) En effet, plus le taux d’allongement est
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important, plus I'énergie élastique emmagasinée dans le matériau est importante.
Localement, au niveau des zones fragiles du substrat, une craquelure est capable de se
propager si I'énergie est supérieure a I'énergie critique de propagation de la fissure.? 24 A
mesure que le taux d’allongement (i.e. I'énergie emmagasinée) augmente, des zones de
fragilité de plus en plus nombreuses vont étre soumises a une énergie supérieure a I'énergie
critique. Ceci explique I'augmentation de la densité de craquelures en fonction du taux
d’allongement. Au final, comme la densité des craquelures augmente, I'allongement est

réparti sur davantage de craquelures ce qui conduit a la diminution de leur largeur moyenne.

(d) 100%

Figure 4.1: Images MEB du substrat de PDMS traité 30 min, réalisées a différents taux
d’allongement uni-axial. (a) 0%, (b) 10%, (c) 50%, (d) 100%

Les images présentées Figure 4.1 ont été obtenues a un grossissement de 2500x. Pour
obtenir une meilleure résolution, il serait nécessaire de concentrer davantage le faisceau
d’électrons ce qui aurait pour effet de dégrader I'échantillon polymére. Une solution consiste
a métalliser I'échantillon. Ainsi, un échantillon de PDMS trait¢ 30 min métallisé aprés

étirement a pu étre imagé a haut vide a des grossissements plus importants (10 000x et
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50 000x). La Figure 4.2 montre la présence de plis orientés le long de la direction
d’élongation. Cet effet, appelé « buckling », est provoqué par la différence de module
élastique existant entre le substrat de silicone et l'interface modifiée, de module plus
élevée.”® Le relief de ces plis peut étre mis en évidence en inclinant I'échantillon. Les
images obtenues a haute résolution permettent également de deviner la morphologie du

polymére plasma et la présence d’agglomérats de charges de silice dans les craquelures.

@) 100%

Figure 4.2 : Images de MEB du substrat de PDMS traité 30 min, réalisées a un taux
d’allongement de 100%, dans des conditions de haut vide, selon différents degrés
d’inclinaison de I'échantillon. (a) et (b) 0°, (c) et (d) 50°

4.1.2 Analyse AFM.

L’analyse de la surface par imagerie AFM apporte des informations complémentaires
concernant la morphologie des craquelures, notamment en ce qui concerne leur profondeur.
La Figure 4.3 présente des images AFM obtenues en mode tapping, réalisées sur un
échantillon de PDMS traité pendant 30 min par polymérisation plasma, sous étirement
(100% d’élongation).
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Figure 4.3: Images AFM du substrat de PDMS traité 30 min, réalisées en mode tapping sous
un taux d’allongement uni-axial de 100%
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En plus des craquelures dans la direction perpendiculaire a la direction d’élongation, les
images de topographie et de phase mettent en évidence des craquelures plus fines et moins
étendues, paralléles a la direction d’élongation. Les images de haute résolution réalisées au
niveau des craquelures (Figure 4.3(c) et (c’)) montrent la présence d’agrégats de charges de
silice («filler») du PDMS. En effet la profondeur des craquelures est de I'ordre de 100 nm
(Figure 4.4), ce qui est probablement supérieur a I'épaisseur du dépbt qui est de l'ordre de
quelques dizaines de nanomeétres dans ces conditions (en premiére approximation, par
analogie avec I'épaisseur du film déposé sur un substrat de silicium dans les mémes
conditions). Autrement dit, les craquelures s’étendent au-dela de la couche de polymere
plasma, c'est-a-dire dans la couche de PDMS modifiée, fragilisée sous I'effet de l'irradiation
du plasma. Nous observons également des « filaments de matiere » orientés dans la
direction d’élongation au sein de la craquelure. Ces filaments correspondent probablement a

du PDMS non fragilisé, étiré a la base de la craquelure.

100 200 300 400 500 EOD 00 mum

Figure 4.4 : Analyse du profil d’une craquelure (Image présentée Figure 4.3(b))

4.2 Influence du temps de traitement.

La Figure 4.5 présente des images MEB realisées sous étirement (100% d’élongation)
sur des échantillons de PDMS traités entre 25 et 15 min. Pour les temps de traitement de 18,
20 et 25 min, nous observons des craquelures du méme type que celles observées pour des
traitements de 30 min. Cependant, pour des traitements inférieurs a 18 min, nous
n'observons plus de craquelures par cette technique. En raison de la limitation de résolution
verticale du MEB sur ce type d’échantillons (de I'ordre de quelques dizaines de nanomeétres),
il est nécessaire de vérifier 'absence de craquelures par AFM, technique pour laquelle la

résolution verticale est de 0,1 nm.
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(a) 25 min

©) 18 min "

Figure 4.5: Images MEB réalisées pour un taux d’allongement uni-axial de 100% du substrat
de PDMS aprés différents temps de traitement par polymérisation plasma. (a) 25 min, (b) 20
min, (c) 18 min, (d) 15 min

La Figure 4.6 présente des images AFM obtenues sous étirement en mode tapping pour
différents temps de traitement (30 min, 20 min, 8 min). Nous observons que la densité et la
taille des craquelures diminuent lorsque le temps de traitement est réduit. Des craquelures
de 100 nm de largeur, 20 nm de profondeur sont observées sur des échantillons de PDMS
traités pendant 8 min, temps de traitement minimal a partir duquel des craquelures sont
décelées sous étirement par AFM. Par exemple, un traitement de 6 min ne présente pas de

craquelures sous élongation (Figure 4.6(d)).
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Figure 4.6: Images AFM réalisées en mode tapping, pour un taux d’allongement uni-axial de
100% de substrats de PDMS traités par polymérisation plasma a des temps variables,
(a) 30 min, (b) 20 min, (c) 8 min, (d) 6 min

4.3 Choix du temps de traitement

Nous avons montré que pour des temps de traitement trés courts (a partir de 2 min), la

polymérisation plasma permet d’introduire des groupements d’anhydride maléique a la

69



Chapitre 2 — Elaboration d’une surface élastique et réactive

surface du PDMS. En paralléle, les craquelures observées sur le substrat sous élongation,
caractéristiques de la fragilisation du silicone sous l'effet du traitement énergétique, ne sont
plus observées en-dessous de 8 min de traitement dans les conditions de polymérisation
plasma utilisées.

Nous avons montré que pour les temps courts de traitement, la composition chimique de
la surface est hétérogéne. Celle-ci demeure riche en environnements type PDMS, avec des
fractions croissantes de groupements anhydride et la présence de I'environnement SiOx, lié
a l'oxydation du silicone. La répartition et la densité surfacique des groupements anhydride
demeurent inaccessibles a ce stade de I'étude. Il en est de méme de la répartition des
fractions SiO,. Nous pouvons cependant émetire I'hypothése que ces zones sont
discontinues et de dimensions nanométriques, puisque I'analyse locale par AFM ne révele
pas la présence de fissures. Il est également difficile de déterminer si les groupements
d’anhydride maléique se greffent de préférence sur des zones SiO, ou sur des zones de
PDMS non modifiées. Probablement la situation réelle correspond a un cas intermédiaire
dans la mesure ou lI'environnement SiO, n’est pas détecté par XPS pour un temps de
traitement de 2 min, tandis que des groupements anhydride sont introduits sur la surface. On
peut alors imaginer que I'écartement des groupements anhydride de surface sous l'effet de
I’élongation du substrat peut se produire a différentes échelles :

- Dans les zones non oxydées, les groupements s’écartent les uns des autres suivant la
direction d’élongation.

- Dans les zones oxydées, les groupements ne s’éloignent pas mais ce sont les zones
oxydées qui s’éloignent les unes des autres.

Pour la suite de I'étude, nous avons fixé le temps de traitement a 6 min. Dans la partie
suivante, nous caractériserons de maniére détaillée les substrats de PDMS traités dans ces
conditions. En particulier, nous étudierons les substrats aprés leur hydrolyse dans I'eau, car
leur conditionnement, leur fonctionnalisation et I'étude de leurs propriétés finales seront

réalisées en milieux aqueux.

5 Substrat de PDMS traité 6 min

5.1 Hydrolyse

5.1.1 Généralités

L’hydrolyse des groupements anhydride conduit a la formation d’acide dicarboxylique ou
acide maléique, comme le montre la Figure 5.1 décrivant I'ouverture du cycle par une

molécule d’eau. L’hydrolyse de films polymeére plasma d’anhydride maléique déposés sur
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6

une surface peut étre réalisée a rair® ou par immersion des échantillons dans I'eau.

L’'immersion des films dans une solution basique permet également d’accélérer ce

processus.
H
/
H—Oy
I
H
0.0 _0O N O O
oy n
PDMS PDMS
Figure 5.1 : Mécanisme d’hydrolyse des groupements anhydride
Férch et al*’? ont montré que l'immersion de films polymére plasma d’anhydride

maléique déposés sur des substrats de silicium conduit a un gonflement des fiims se
manifestant par une augmentation de leur épaisseur optique. Le gonflement est lié a I'état de
réticulation (i.e. conditions de dépdt) des films. Les films faiblement réticulés gonflent
d’avantage que les films fortement réticulés. De plus, le gonflement augmente également
avec la concentration en sel et le pH de la solution. La Figure 5.2 schématise une structure

probable d’un film polymére plasma d’anhydride maléique en solution aqueuse.

Figure 5.2 : Hypothése de structure d’un film polymére plasma d’anhydride maléique en
solution aqueuse (a) Etat compact avec association de groupements —COOH a faible pH, (b)
Etat gonflé avec dissociation des groupements COOH a pH élevé, (c) Incorporation de
contre ions Na* dans le réseau polymére (d’apreés la référence 28)

Remarquons que la stabilité du film est fortement liée a la nature chimique du substrat.

Par exemple, des films polymére plasma déposés sur des substrats de polyéthyléne29
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délaminent en milieu aqueux dans des conditions de concentration en sel et de pH élevé. Le
phénoméne de gonflement des films est a l'origine de contraintes conduisant a leur
séparation du substrat lorsque la résistance interfaciale n’est pas suffisante. Par analogie,
les travaux de Gent et al* portant sur le gonflement de films élastomeéres sur un substrat
montrent que le détachement des films se produit lorsque I'énergie élastique emmagasinée
dans le film est supérieure a I'énergie interfaciale entre le film et le substrat. Par conséquent,
il est parfois nécessaire de modifier chimiquement le substrat préalablement au dép6t du
polymére plasma en introduisant une sous-couche d’accroche sur laquelle le film adhére en

milieu aqueux.31

Dans les conditions de dép6ét utilisées dans cette étude, les films déposés
sur des wafers de silicium tendent a se séparer du substrat dans des conditions de pH et de
concentration en sel élevées. Le prétraitement des wafers de silicium par le dépét d’'une
monocouche de diénes permet d’augmenter I'adhésion interfaciale des films, qui sont alors
stables quelles que soient les conditions de concentration en sel et de pH.32 Ainsi, nous
avons pu mettre en évidence les effets de I'’hydrolyse sur la morphologie de films de 6 min
déposés sur un wafer de silicium. Les Figure 5.3(a) et Figure 5.3(b) présentent les images
AFM d’un dépdt polymére plasma, respectivement avant et aprés hydrolyse dans I'eau.
Nous observons que la rugosité du film augmente aprés hydrolyse, ce qui traduit le
gonflement de la structure du film polymére plasma. Remarquons que les images sont
réalisées a l'air ce qui indique qu’au moins une partie des changements de morphologie du
film liés a son gonflement dans 'eau est conservée aprés séchage sous flux d’azote. Siles
effets de I'hydrolyse de films polymeéere plasma de faible épaisseur déposés sur un wafer de
silicium peuvent étre mis en évidence par AFM ou par des méthodes optiques par réflexion
telles que I'ellipsométrie ou le guide d’onde optique, de faibles modifications d’épaisseur ou
de rugosité sont trés difficiles a mettre en évidence sur des substrats de PDMS, en raison de
leur nature polymére et de leur rugosité. Dans la suite, nous nous intéresserons aux
propriétés des substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma, puis hydrolysés.
En particulier, nous évaluerons I'effet de I'hydrolyse sur la composition du film et analyserons

en détail la morphologie de la surface.
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Figure 5.3 : Images AFM réalisées en mode tapping d’un substrat de silicium traité par
polymérisation plasma (a) Avant hydrolyse, (b) Aprés hydrolyse

5.1.2 Analyse FTIR-ATR.

Nous avons montré qu’un traitement de 6 min d’un substrat de PDMS par polymérisation
plasma permet d’introduire des groupements d’anhydride maléique a la surface. L’hydrolyse
de I'anhydride maléique conduit a la formation d’acide dicarboxylique ou acide maléique. La
Figure 5.4 présente les spectres FTIR obtenus en mode ATR sur des échantillons de PDMS

traités 6 min avant et apres hydrolyse du film dans I'eau pendant 12 heures.
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Figure 5.4. Spectres FTIR-ATR. (a) PDMS non traité. (b) PDMS traité par polymérisation
plasma de I'anhydride maléique. (c) PDMS traité par polymérisation plasma puis hydrolysé
dans l'eau pendant 12 heures
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Le spectre d’un échantillon de PDMS obtenu immédiatement aprés le traitement (figure b)
montre la présence des bandes C=0 caractéristiques de I'anhydride maléique a 1860 cm
(élongation C=0 asymétrique [A]) et 1780 cm™ (élongation C=0O symétrique [B]). Aprés
hydrolyse, nous observons la disparition des bandes de I'anhydride maléique et I'apparition
de bandes C=0 -caractéristiques des acides carboxyliques et des formes ionisées

carboxylates & 1710 cm™ [C] et 1590 cm™ [D] respectivement.

5.1.3 Analyse XPS

Le Tableau 5.1 décrit la composition atomique obtenue a partir des spectres XPS de
survol réalisés sur les films avant et aprés hydrolyse. La composition atomique ne varie pas
significativement sous I'effet de I'hydrolyse, nous observons une Iégére augmentation de la
concentration en oxygéne, probablement liée a I'hydrolyse des groupements d’anhydride

maléique (ajout d’'une molécule d’eau par groupement anhydride).

Composition atomique (%)

%C | %0 | %Si

PDMS/PP6min 53,6 | 22,2 | 24,2
PDMS/PP6min hydro 53,5 | 24,2 | 22,3

Tableau 5.1 : Compositions atomiques du film avant et aprés hydrolyse, déterminées a partir
des spectres XPS de survol

La Figure 5.5 présente les spectres XPS C1s de substrats de PDMS traités 6 min par
polymérisation plasma, non hydrolysé (Figure 5.5 (a)) et aprés hydrolyse dans I'eau (Figure
5.5 (b)). La décomposition spectrale présentée Tableau 5.2 indique que la composante
correspondant aux groupements anhydride située a 289,3 eV est décalée vers une valeur
plus faible aprés hydrolyse, située a 289 eV. Cette énergie de liaison est attribuée aux
groupements acides carboxyliques formés lors de I'hydrolyse du film. Ce résultat confirme
les résultats obtenus par FTIR-ATR.

Les autres composantes de I'enveloppe C1s ne montrent pas de déplacement d’énergie
de liaison et les contributions de chaque composante ne varient pas significativement au

cours de I'hydrolyse.
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Figure 5.5 : Enveloppes C(1s) de 'analyse XPS d’un dépét (6min) de polymere plasma (a)
avant hydrolyse, (b) apres hydrolyse dans 'eau

Composante PDMS/PP6min PDMS/PP6min hydro
Energie % Atomique Energie % Atomique
(eV) (eV)
C(1s) C-Si 284,3 67,6 284,3 58,5
Cc-C 285 14,3 285 19,5
C-C(0)=0 285,6 5,8 285,6 6,2
C-O0 286,3 3,7 286,3 6
0O-C-0/-C=0 287,7 2,8 287,7 3,4
0=C-0-C=0/-C(0)=0 289,3 5,8 289 6,2

Tableau 5.2 : Composantes de I'enveloppe C(1s) déduites des analyses XPS de dépdts
polymere plasma avant et aprés hydrolyse

L’ensemble de ces résultats indique que I'effet principal de I'immersion du film dans I'eau
est d’induire la formation de groupements diacides carboxyliques par l'ouverture des
groupements anhydride maléique. Par ailleurs, la composition du film ne varie pas
significativement, ce qui indique que le film n’est pas altéré et que les éventuels effets de
lavage sont négligeables. En conséquence, le film polymeére plasma est stable dans 'eau.
Nous avons également vérifié la stabilité de la composition chimique du film ayant subi des

étapes de ringage en alternant des solutions de KCI 1M a pH faible et a pH élevé.
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5.1.4 Mouillabilité

L’angle de contact a I'avancée de I'eau sur une surface de PDMS traitée 6 min par
polymérisation plasma est de 108 + 2°. Aprés hydrolyse du film, celui-ci est de I'ordre de 100
+ 2°. En paralléle, les angles de contact des liquides purement dispersifs ne changent pas
apres I'hydrolyse du film. Qualitativement cette différence est due a la plus grande affinité de
I'eau pour les groupements acides comparativement aux anhydrides. En effet, il existe un
nombre plus important de possibilités d’interactions de type donneur-accepteur d’électrons
entre 'eau et les groupements acides (interactions acide-base de Lewis) De plus, ces
groupements sont ionisables et les liaisons hydrogéne de type ionique avec des espéces
chargées sont plus fortes que les liaisons hydrogéne entre espéces neutres. Il en résulte une
diminution de I'énergie interfaciale entre I'eau et la surface. Ainsi, dans sa globalité, le travail
d’adhésion solide-eau augmente aprés hydrolyse, ce qui indique qu’un film hydrolysé
augmentera son affinité pour des systémes (molécules, macromolécules, substrats, etc...)
capables d’interagir par liaison hydrogéne.

Remarque : Cette tendance est vérifiée pour 'ensemble des temps de dépét : La Figure
5.6 présente les composantes dispersives et non-dispersives du travail d’adhésion solide-
eau des substrats traités a différents temps, puis hydrolysés. Quel que soit le temps de
traitement, les valeurs des composantes dispersives des substrats traités et non traités sont
similaires, tandis qu’a partir de 3-5 min de traitement, la composante polaire du travail
d’adhésion est plus importante sur les films hydrolysés. En paralléle, la composante

dispersive du travail d’adhésion ne change pas apres hydrolyse, quel que soit le temps de

traitement.
- 80
© —o—Wnd hydro
¢ 70 - - 2- Wd hydro
8 ——Wnd
§ 607 T B Wd . whr s s s s
g al‘ 50 - 'é_-_é_ﬁ_g-_-i_‘_&,A-'A"" v
w E 404
_dé or )
5 £ 30|
©
S 20
g
2 10 -
S
= 0 < T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps de traitement (min)

Figure 5.6 : Effet de I'hydrolyse sur les valeurs des composantes du travail d’adhésion
solide-eau en fonction du temps de traitement par polymérisation plasma
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5.1.5 Stabilité des films

La recouvrance d’hydrophobicité (« hydrophobic recovery ») est un probléme couramment
rencontré lors des traitements du silicone par des procédés physiques (décharge corona,>
plasma oxygéne,7 plasma air,> etc.). Ce phénoméne se manifeste expérimentalement par
une augmentation de I'angle de contact de I'eau mesuré sur les substrats au cours du temps,
sur des périodes de I'ordre de quelques heures a quelques semaines, suivant la nature du
silicone et du traitement de surface. Ces phénoménes sont généralement attribués a des
phénoménes de réorientation des groupements de surface et a la migration de chaines de
silicone de faible masse vers la surface au cours du temps.7 Hilborg et al*® ont montré que
la recouvrance d’hydrophobicité est accélérée lorsque le substrat est soumis a une
contrainte mécanique faible (10%), les craquelures formées au niveau de l'interface SiOy
fragile favorisent alors la migration des chaines hydrophobes vers la surface. Enfin, les
travaux d’Owen et al*® indiquent que ce sont principalement les chaines de faible masse

formées lors de lirradiation du silicone qui sont a I'origine de la recouvrance d’hydrophobicité

(Figure 5.7).
Silica-like layer
porous and cracked

Chain scission
zone

} Bulk elastomer

Figure 5.7 : Schéma présentant les diverses zones résultant du traitement d’un élastomére
de silicone par une décharge électrique (d’apres la référence 33)

En général, la recouvrance d’hydrophobicité est accélérée par augmentation de la
température (mécanisme de diffusion activé thermiquement).33 Le phénomeéne est ralenti en

conservant les échantillons dans I’eau,34 voir éliminé en fonctionnalisant le substrat traité

3637 ou par adsorption de polyélectrolytes.38

avec une couche « barriére » par salinisation
La Figure 5.8 présente I'évolution de I'angle de contact a I'avancée de I'eau en fonction

du temps de conservation des films dans différents milieux.
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Figure 5.8 : Stabilités des substrats de PDMS traités 6 min en fonction du temps et du milieu
de conservation (a) Air ; (b) Eau déionisée (pH ~5), T° ambiante ; (c) Eau déionisée, T=4°C

Les films conservés a l'air et a température ambiante (Figure 5.8 (a)) ne présentent pas
d’évolution significative de I'angle de contact en fonction du temps de conservation, sur une
période de 25 jours. Les films conservés dans I'eau déionisée a température ambiante
(Figure 5.8 (b)) présentent une diminution de I'angle de contact de 106° a 100° pendant les
premiéres 24h, liée a I'hydrolyse du film. L’angle de contact demeure ensuite stable en
fonction du temps de conservation des films. Il en est de méme lorsque les films sont
conservés dans I'eau a 4°C Figure 5.8 (c). Ces résultats montrent que les films sont stables
pendant au moins 25 jours, et que leur hydrolyse a l'air est trés lente, ce qui est
probablement lié a I'environnement hydrophobe des groupements anhydride du film dans
ces conditions. La stabilité des films peut étre attribuée a l'effet « barriere » du traitement
plasma, a la fois par la surréticulation du substrat et par le dép6t d’un film mince polymeére.
L’absence de craquelures dans ces conditions de traitement de courte durée est également
un facteur permettant d’expliquer la stabilité des films. En modifiant des substrats de PDMS
par polymérisation plasma de I'acide acrylique, V. Barber et al®® ont également obtenus des
susbtrats de PDMS montrant une surface hydrophile stable pendant plusieurs jours.

Cette propriété de stabilité des films est intéressante dans la mesure ou ceux-ci peuvent
étre utilisés plusieurs jours aprés leur préparation, car les groupements acides carboxyliques
sont généralement réputés pour conserver leur réactivité chimique dans ce laps de temps

(contrairement aux amines qui ont tendance a s’oxyder).40
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D’aprés ces résultats et pour la suite de ce travail, les substrats de PDMS traités 6 min
par polymérisation plasma seront conservés dans I'eau déionisée a 4°C et utilisés au cours

des 3 semaines suivantes.
5.2 Morphologie

5.2.1 Substrats relaxés

5.2.1.1 PDMS non traité

La Figure 5.9 présente les images AFM obtenues en « soft tapping » (Figure 5.9(a) et
Figure 5.9(a’)) et en « hard tapping » (Figure 5.9(b) et Figure 5.9(b’)) dans la méme zone
d'un échantillon de PDMS non traité. Les profils des images de topographie obtenues en
soft tapping et en hard tapping différent : la rugosité moyenne apparente de I'échantillon est
plus élevée en hard tapping (R, = 21,4 nm) qu’en soft tapping (R, = 16,2 nm). Cet écart est
lié a la différence de taux d’appui de la pointe au contact de I'échantillon dans les deux
conditions : en hard tapping I'amplitude élevée des oscillations permet a la pointe de
s’enfoncer d’avantage dans les parties molles de I'’échantillon, riches en polymére. Les
zones dures correspondent a des zones riches en charges inorganiques de silice.

En paralléle, I'image de phase obtenue en hard tapping montre un fort contraste : les
charges apparaissent en clair tandis que les zones sombres correspondent au polymére. En
soft tapping, le contraste de phase est inversé et moins prononcé : les interactions pointe-
surface ne sont pas suffisantes pour révéler la présence des charges au sein de la matrice
polymére. L’épaisseur de la couche de polymeére recouvrant les particules de silice les plus
proches de la surface est difficile a déterminer mais doit probablement étre de I'ordre de
quelques nanométres. Notons que le diamétre des charges est de I'ordre de 50-100 nm,
celle-ci sont généralement réparties en agglomérats dont la taille varie de 200 a 600 nm en

moyenne.
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Figure 5.9 : Images AFM réalisées en mode tapping d’un échantillon de PDMS non traité.
« Soft tapping », (a) Hauteur, (a’) Phase; « Hard tapping », (b) Hauteur, (b’) Phase. Les
sections et les rugosités moyennes R, déterminées a partir des images de profil sont
également représentées pour chaque condition d’imagerie

Indiquons ici que dans leurs travaux, Clément et al.’® ont observé des contrastes de
phase a l'opposé de nos résultats: dans les conditions de hard tapping les charges
apparaissent en clair tandis qu’en soft tapping les charges apparaissent en sombre. Ces
différences sont probablement liées au fait que ces auteurs ont utilisé des leviers de faible
constante de raideur, le contraste de phase étant alors gouverné par les zones molles en
hard tapping. En effet, la Figure 5.10 présente les contrastes de phase inverses obtenus
dans des conditions de hard tapping sur une surface de PDMS non traité, a I'aide d’'une
pointe de constante de raideur faible de 5 N.m™ (Figure 5.10(a)) et d’une pointe de constante
de raideur élevée de 48 N.m™ (Figure 5.10(b)). Remarquons également que la rugosité
apparente du substrat est plus faible (R, =4 nm) lorsqu’elle est évaluée a partir des images
réalisées avec un levier de constante de raideur faible, comparativement a ['utilisation du
lever de constante de raideur élevée (R, = 14,6 nm). Dans la suite, nous étudierons la
morphologie des surfaces de PDMS traitées en utilisant un levier de constante de raideur

élevée afin d’augmenter la résolution latérale des images, en particulier au niveau du
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contraste de phase. Par conséquent, les changements de rugosité apparente observés dans
ces conditions seront uniquement qualitatifs. L’imagerie de la surface en mode contact, en

milieu liquide nous permettra d’estimer la rugosité réelle des surfaces.

65 1 15 2 25 3 35 4 45 pm

5 umx5um, z=150 nm 5 ymx5um,phase=20°

Figure 5.10 : Images AFM réalisées en« hard taping » d’un échantillon de PDMS non traité,
a l'aide d’un levier de constante de raideur faible (5 N.m”") (a) hauteur, (a’) phase et de
constante de raideur élevée (48 N.m™) (b) hauteur, (b’) phase

5.2.1.2 PDMS traité 6 min, hydrolysé

La Figure 5.11 présente les images AFM obtenues en « soft tapping » (Figure 5.11 (a) et
Figure 5.11(a’)) et en « hard tapping » (Figure 5.11(b) et Figure 5.11(b’)) dans la méme zone
d’'un échantillon de PDMS traité 6 min puis hydrolysé. Nous remarquons que les rugosités
moyennes apparentes de la surface de PDMS traité mesurées a partir des images réalisées
en soft et en hard tapping sont plus faibles que les rugosités correspondantes mesurées
sur le PDMS non traité. Comme dans le cas du PDMS non traité, la rugosité moyenne
apparente est plus faible en soft tapping (R, = 5,5 nm) qu’en hard tapping (R, = 8,1 nm).
Nous attribuons les différences de rugosité apparente entre les substrats traités et non
traités a la surréticulation du PDMS sous I'effet du traitement par polymérisation plasma.
Ainsi, a taux d’appui comparables, la pointe AFM s’enfonce moins dans les zones riches en

polymére lorsque le substrat est traité par rapport a un échantillon non traité. Il en résulte
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une diminution de la rugosité apparente du substrat. Dans le méme sens, nous remarquons
également qu’une partie des charges inorganiques sont révélées en soft tapping (Figure
5.11(a’)), alors que celles-ci ne sont pas révélées sur un substrat de PDMS non traité
analysé dans des conditions similaires (Figure 5.9(a’)). Cet effet peut étre attribué au
durcissement de la surface mais également a une diminution de I'épaisseur de polymere
recouvrant les charges induite par I'ablation de la surface pendant la premiére phase du
dépdbt. 1l est cependant extrémement difficile d’évaluer I'importance relative des différents
phénoménes associés au traitement du PDMS par polymérisation plasma : ablation,
surréticulation et dépbét d'une couche organique. Dans tous les cas, a [I'échelle
micrométrique, la rugosité du substrat de PDMS traité 6 min est majoritairement liée a la
présence des charges. La rugosité réelle ne peut pas étre évaluée dans ces conditions car
elle dépend a la fois du taux d’appui et de la rigidité locale de la surface. Afin de déterminer
d’éventuelles modifications de la surface liées au traitement par plasma, il est nécessaire de
réaliser des images de petite taille dans des zones de la surface riches en polymeére, ne

comportant pas de charges.

Ra=5,5nm
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Figure 5.11: Images AFM en mode tapping d’un échantillon de PDMS traité 6 min. « Soft
tapping », (a) Hauteur, (a’) Phase; « Hard tapping », (b) Hauteur, (b’) Phase. Les sections et
les rugosités moyennes R, déterminées a partir des images de profil sont également
représentées pour chaque condition d’'imagerie
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La Figure 5.12 présente les images AFM réalisées en « hard tapping » d’'un échantillon
de PDMS traité 6 min puis hydrolysé. Les Figure 5.12(b) et Figure 5.12(b’) représentent les
images de hauteur et de phase réalisées avec une résolution latérale de 500 nm x 500 nm
dans une zone de la surface ne comportant pas de charges (zones encadrées Figure 5.12(a)
et Figure 5.12(a’)). La Figure 5.12(b’) indique deux types de contrastes de phase : Les
zones les plus claires, dont les dimensions latérales sont supérieures a 50 nm, sont
attribuées aux charges tandis que des éléments moins contrastés présentent un diamétre
de l'ordre de 20 nm. Ce contraste intermédiaire n’apparaissant pas pour un échantillon de
PDMS non traité, nous pouvons attribuer son origine au traitement plasma. Ces éléments
peuvent correspondre a des zones d’oxydation et de surréticulation du PDMS ou a des flots
correspondant au dépbt polymére plasma contrastant avec du PDMS non modifié.
Probablement ces zones correspondent elles a un cas intermédiaire : des zones de PDMS

irradiées, surréticulées, sur lesquelles un film polymére plasma a commencé a croitre.

2umx2um, z=100 nm

Contraste lié
au traitement
plasma

&
500 nm x 500 nm. z = 50 nm 500 nm x 500 nm. phase = 10°

Figure 5.12 : Images AFM obtenues en « hard tapping » d’un échantillon de PDMS traité
6min. Image 2 um x 2 um (a) Hauteur, (a’) ; Image 500 nm x 500 nm (b) Hauteur, (b’) Phase

A titre de comparaison, la Figure 5.13 présente la morphologie d’'un dép6t de 6 min sur

un wafer de silicium. La rugosit¢é moyenne est trés faible (R, = 0,46 nm). Le polymére

plasma montre une morphologie nodulaire, dont les dimensions latérales (diamétre) sont de
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I'ordre de 20 nm, ce qui est comparable aux dimensions des nodules observés sur le PDMS

traité dans les mémes conditions.

R2=0,46 nm
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500 nm x 500 nm. z = 5 nm 500 nm x 500 nm. phase = 15°

Figure 5.13: Images AFM d’un wafer de silicium traité 6 min puis hydrolysé
(a) Hauteur, (a’) Phase

Nous avons vu que dans ces conditions, I'estimation de la rugosité réelle de I’échantillon
est complexe car la rugosité apparente mesurée n’est pas indépendante des conditions de
mesure et des variations locales de rigidité de la surface. Dans le but d’approcher la rugosité
réelle de I'échantillon, nous avons analysé la surface en mode contact, en milieu liquide,
dans des conditions ou les interactions pointe-surface sont minimales. Les mesures de

topographie ainsi obtenues pourront étre couplées aux contrastes de phase obtenus en hard

tapping.

5.2.1.3 Imagerie en mode contact, en milieu liquide

En général, 'imagerie d’'une surface polymére en mode contact est moins performante
gu'en mode tapping. En mode contact, la pointe touche constamment la surface : si les
forces d’attraction et d’adhésion entre la pointe et la surface sont élevées, il est difficile de
suivre la topographie de la surface en maintenant une force constante et par conséquent la
résolution latérale des images n’est pas satisfaisante. Cependant, un moyen de réduire les
interactions pointe-surface est de réaliser les images dans un liquide permettant de réduire
les interactions et de fonctionnaliser la pointe avec des groupements spécifiques. Nous
verrons dans le chapitre 3 (partie 4.3) que les forces d’adhésion entre une pointe AFM
hydrophile et le substrat de PDMS sont plus faibles dans I'eau que dans l'air. Ici nous avons
utilisé cette propriété afin d'imager les substrats de PDMS traités et non traités en minimisant
les interactions pointe-surface. La Figure 5.14 compare les images AFM obtenues dans
I'eau sur une surface de PDMS traitée 6 min et non traitée. Ces images ont été réalisées a
I'aide d’'une pointe AFM traitée 2 min par polymérisation plasma, supportée par un levier de

faible constante de raideur (0,06 N.m™). Nous remarquons en premier lieu que les images
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sont mieux résolues sur les substrats de PDMS traités, étant donné que les forces
d’interactions attractives et adhésives sont plus faibles sur les substrats non traités (chapitre
3, partie 4.3). De plus, la rugosité apparente du substrat augmente aprés le traitement : la
distance verticale entre les charges (contraste clair) et le polymére (contraste sombre) est
plus grande aprés le traitement. Les sections correspondantes indiquent que cette
augmentation est de 'ordre de quelques nanometres, ce qui est probablement lié aux effets

d’ablation du traitement, et a la contraction du polymeére surréticulé.

2umx 2 um, z =50 nm

30 0
20 Ra =2nm
10
0
-10
20
nm m
02 04 06 08 1 12 14 16 18 pm 02 04 06 08 1 12 14 16 18 pm

Figure 5.14 : Images AFM (topographie) réalisées en mode contact, dans l'eau. (a) PDMS
non traité, (b) PDMS traité 6 min par polymérisation plasma

Comme nous I'avons montré précédemment en mode tapping, nous pouvons également
analyser les modifications de la surface au niveau des zones riches en polymére entre les
agglomérats de charges. La Figure 5.15 présente les images avec une résolution latérale de
500 nm x 500 nm réalisées dans I'eau en mode contact au niveau de zones riches en
polymére. Nous observons clairement que la rugosité est augmentée sur le substrat traité
comparativement au substrat non traité. Cette observation confirme et compléte les analyses
réalisées en mode tapping. Les changements locaux de rigidité de la surface observés en
mode tapping (Figure 5.12(b’), contraste de phase) sont accompagnés par des changements

locaux de rugosité mis en évidence en mode contact en milieu liquide (Figure 5.15(b)).
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Figure 5.15 : Images AFM (topographie) réalisées en mode contact, dans l'eau. (a) PDMS
non traité, (b) PDMS traité 6 min par polymérisation plasma. Le profil correspondant a été
réalisé dans une zone ne comportant pas de charges de silice

5.2.2 Substrats étirés
5.2.2.1 PDMS non traité

La Figure 5.16 présente les images AFM réalisées en hard tapping d’'un substrat de
PDMS a I'état relaxé (Figure 5.16(a) et Figure 5.16(a’)) et sous un taux d’allongement uni-
axial de 100% (Figure 5.16(b) et Figure 5.16(b’)). Nous observons que la rugosité apparente
du substrat augmente sous étirement. Le contraste de phase entre les charges et le
polymére est plus prononcé. De plus, le nombre de charges détectées semble également
augmenter sous étirement. Ce résultat est paradoxal dans la mesure ou I'élongation du
substrat doit tendre a éloigner les charges au sein de la matrice polymére. Mais I'élongation
du substrat est également a l'origine d’'une diminution de son épaisseur (le volume reste
constant dans le cas de matériaux incompressibles tels que les élastoméres). Ainsi, des
charges « invisibles » pour la pointe AFM car recouvertes d'une épaisseur suffisante de

polymére dans I'état non étiré peuvent étre détectées lorsque le substrat est étiré.
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Figure 5.16 : Images AFM réalisées en « hard tapping » sur un substrat de PDMS a I'état
relaxé (a) Hauteur, (a’) Phase, et a I'état étiré (b) Hauteur, (b’) Phase

Ces observations indiquent que les conditions d’imagerie utilisées dans cette étude ne
permettent pas de mettre en évidence les modifications de densité de charges de silice en
fonction du taux d’allongement du substrat. Ce type d’étude a été réalisé par Clément et al*!
en utilisant des leviers de faible constante de raideur. Ces travaux montrent que les agrégats
de charges de silice ne présentent pas un déplacement proportionnel a la déformation
macroscopique. La déformation de la structure est plus importante dans les zones pauvres
que dans les zones riches en charges. De plus, l'allongement de la matrice de silicone
conduit a la rupture et au détachement des chaines au niveau des charges, en particulier
dans les zones riches en agrégats. Cet effet couramment observé dans les élastoméres
chargés est appelé effet Mullins. Il se manifeste par une modification des propriétés
mécaniques aprés une premiére extension, entrainant une perte de rigidité pour les
déformations suivantes et une déformation rémanente.** Ces phénoménes sont a prendre
en compte pour la réalisation des matériaux répondant a des stimuli mécaniques car il
peuvent nuire a la séparation homogéne des groupements de surface lors de I'élongation

macroscopique du substrat d’'une part, et a la réversibilité du processus d’autre part.

5.2.2.2 PDMS traité 6 min, hydrolysé
La Figure 5.17 présente les images réalisées en hard tapping d’'un substrat de PDMS

traité 6 min a I'état étiré.
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Figure 5.17: Images AFM obtenues en « hard tapping » d’un échantillon de PDMS traité
6 min, a I'état relaxé (a) et (a’) et étiré (b), (b)), (c), (c), (d) et (d’)
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Comme dans le cas du PDMS non traité, la rugosité apparente du substrat augmente
sous étirement. Le contraste de phase lié aux charges est également plus intense et la
densité de charges détectées plus importante. Remarquons que ces effets liés a la
diminution d’épaisseur du substrat sous étirement sont amplifiés comparativement au PDMS
non traité a cause des effets de durcissement de la surface sous l'effet du traitement,
discutés précédemment. Les Figure 5.17 (d) et (d’) présentent les images de hauteur et de
phase réalisées dans une zone de la surface ne comportant pas de charges (zones
encadrées Figure 5.17 (b) et (b’)). L'image de phase montre que les zones de contraste
intermédiaire attribuées aux zones traitées se présentent sous la forme de « filaments »
orientés parallélement a la direction d’élongation. Ce type de morphologie est uniquement
observé sous étirement sur les substrats traités. Cette observation confirme que dans ces
conditions, les zones traitées conservent leur cohésion sous étirement. Remarquons que des
morphologies similaires, de type « filaments » ont également été observés au sein des
craquelures formées lors de I'élongation de substrats de PDMS traités 30 min (Figure 4.3 (c)
et (c’)). Dans les deux cas, ces morphologies peuvent étre attribuées a du PDMS modifié de
type SiOC, avec 2<x<4, partiellement oxydé mais conservant sa capacité a s’étirer dans la

direction d’élongation.

5.2.3 Bilan

En conclusion, le traitement de la surface de PDMS par polymérisation plasma durant 6
min conduit a des changements de rugosité de la surface a deux échelles.

A I'échelle micrométrique, la surface de PDMS non traitée est constituée d’'une matrice de
silicone dans laquelle se trouve une quantité importante de charges inorganiques de silice.
Ces charges sont probablement recouvertes par une couche de polymére de quelques
nanomeétres a quelques dizaines de nanométres. L’analyse de la surface de PDMS par AFM
en tapping permet de mettre ces charges en évidence (Figure 5.9(b’), contraste de phase).
Le traitement de la surface par polymérisation plasma a pour effet d’augmenter la rugosité
du substrat, ce qui est attribué a des phénomeénes d’ablation et de surréticulation de la
matrice de silicone. Ces effets se manifestent expérimentalement par une augmentation du
contraste de phase lié aux charges (Figure 5.11) et par une augmentation de la rugosité de
la surface, car les zones entre les charges subissent I'ablation sur une distance plus
profonde qu’au niveau des charges (Figure 5.14).

Entre les charges de silice, les zones riches en PDMS montrent une rugosité locale trés
faible avant traitement, tandis que ces zones montrent une augmentation de rugosité (Figure
5.15, contact liquide) accompagnée de contrastes du module local de surface aprés

traitement (Figure 5.12, phase hard tapping). Ces modifications sont une fois encore la
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résultante des mécanismes d’ablation, de surréticulation et de dépdt engendrés par le
traitement par polymérisation plasma.

L’élongation uni-axiale du substrat est accompagnée d’'une diminution de son épaisseur,
se manifestant par une augmentation du contraste de phase li¢ aux charges de silice, qui
sont alors recouvertes par une couche de polymére moins épaisse. Dans les conditions de
cette étude, la répartition des charges dans la matrice de silicone n’a pas pu étre mise en
évidence, mais celle-ci doit probablement jouer un réle important sur I'élongation du
polymére a I'échelle locale. Aucune fissure n’est observée lors de I'élongation tandis que
I'orientation et I'allongement de zones polyméres modifiées dans la direction d’élongation ont
été mis en évidences par AFM en hard tapping, attestant du transfert de I'élongation

macroscopique du substrat a I'’échelle locale.

6 CONCLUSION

La premiére étape de I'élaboration de la surface adaptative répondant a un stimulus
mécangiue consiste a mettre au point un support élastique et chimiquement réactif. Dans cet
objectif, notre stratégie a consisté a modifier le substrat de PDMS par polymérisation plasma
de l'anhydride maléique dans des conditions permettant de conserver les propriétés
élastiques du substrat a I'échelle locale tout en garantissant le greffage de groupements
anhydride.

L’étude de I'évolution de la composition chimique de la surface en fonction de la durée de
traitement par polymérisation plasma nous a permis de distinguer les différentes étapes de la
croissance du film polymére. En particulier, nous avons mis en évidence la transition entre
un mode de croissance « hétérogeéne » et un mode de croissance « continu » vers 10-12 min
de dépdbt. Les craquelures liées a la fragilisation du silicone ne sont plus observées sur les
substrats étirés pour des temps de traitement inférieurs a 8 min, ce qui indique que la
cohésion des substrats est conservée. Pour ces temps de traitement, la surface modifiée
demeure hydrophobe.Celle-ci se compose d’une matrice de PDMS partiellement oxydée sur
laquelle sont introduits des groupements polaires, principalement des groupements
anhydride. Un temps de traitement de 6 min permettant d’introduire environ 5 % (XPS)
d’anhydride maléique a la surface du substrat a été choisi pour la suite de I'étude.
L’hydrolyse du film conduit a la formation de groupements diacide carboxylique de surface et
la modification est stable dans le temps.

Dans le chapitre suivant, nous mettrons en évidence les propriétés acide-base de
Bronsted de ces groupements diacides. Nous montrerons que [lintroduction de ces

groupements a la surface du PDMS est a l'origine de propriétés d’adhésion dépendantes du
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pH. Nous tirerons ainsi profit des propriétés spécifiques d’adhésion des groupements acide
du polymeére plasma afin de mettre en évidence leur « dilution » sous I'effet de I'’élongation
du substrat de PDMS.
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1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le traitement du PDMS par
polymérisation plasma de I'anhydride maléique a des temps courts permet d’introduire des
groupements anhydride a la surface du substrat tout en limitant la fragilisation du silicone.
Nous avons choisi un traitement de 6 min permettant d’introduire environ 6 % d’anhydride
maléique (XPS) a la surface du substrat d’'une part, et ne conduisant pas a la formation de
craquelures sous élongation d’autre part.

Dans ce chapitre, nous étudierons les propriétés acide-base du substrat de PDMS ftraité
et hydrolysé que nous discuterons en termes de pKa de surface et de propriétés d’adhésion
dépendantes du pH. Ces propriétés caractéristiques des groupements acides du polymeére
plasma seront exploitées sous élongation, afin de mettre en évidence la dilution des

groupements réactifs de surface sous I'effet de I'élongation macroscopique du substrat.

2 Matériel et méthodes

2.1 Mesures d’angle de contact en fonction du pH

Dans le chapitre précédent, la mesure d’angle de contact a été utilisée afin de mesurer
I’évolution du caractére dispersif et non-dispersif de la surface de PDMS en fonction du
temps de traitement par polymérisation plasma. Dans ce chapitre, la mesure d’angle de
contact en fonction du pH est mise a profit pour évaluer les propriétés acide-base du film, au
sens de Bronsted. En effet, 'angle de contact décroit en fonction du taux d’ionisation des
groupements de surface, ce qui permet d’évaluer le ou les pKas de surface a partir des
courbes 6 = f (pH) appelées courbes de titration par angle de contact.

Les angles de contact & I'avancée sont mesurés & partir de solutions de KCI 10* M
ajustées a différents pH par 'addition de solutions de KOH ou de HCI diluées. Avant chaque
mesure dépendante du pH, les substrats sont stabilisés dans la solution correspondante
pendant 5 minutes puis séchées sous flux d'azote. Ce protocole permet d’éviter les
phénoménes d’étalement réactif.” Les mesures d’'angle de contact a I'avancée ont été
réalisées a partir de 3 gouttes de volume ~ 2 pL a différentes zones du substrat. Deux
mesures indépendantes ont été réalisées sur chaque goutte. L'incertitude correspond a
I'écart type expérimental des 6 valeurs d’angle de contact mesurées en alternant pH élevé
et pH faible afin de s’assurer de la stabilit¢é de la composition chimique du film sous

différentes conditions de pH.
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Les mesures des angles de contact sous étirement sont réalisées parallélement a la

direction d’élongation, comme le montre la Figure 2.1

eau \
0

< >
D ol

<= Substrat sous élongation uni axiale ==

Figure 2.1 : Mesure d’angle de contact sous élongation uni-axiale.

2.2 Analyses FTIR-ATR en fonction du pH

Les mesures de spectroscopie infrarouge sur les substrats de PDMS traités sont réalisées
dans les mémes conditions que celles décrites précédemment dans le chapitre 2. Cette
partie décrit le protocole particulier utilisé pour les mesures réalisées en fonction du pH, et la
méthode utilisée pour la décomposition des spectres.

Avant chaque mesure dépendante du pH, les substrats sont stabilisés pendant 5 minutes
dans la solution de tampon commerciale correspondante (fixanal®) puis séchés sous flux
d’azote. Pour chaque valeur de pH, trois spectres sont réalisés a différentes zones du
substrat. Chaque spectre est décomposé entre 1500 cm™ et 1900 cm™ & l'aide du logiciel
OPUS en utilisant I'algorithme de Levenbergh Marquardt. Les positions respectives des pics
sont fixées a partir des maxima de la dérivée seconde du spectre. La largeur et l'intensité
des pics sont laissées libres, la forme des pics résulte d’'un mélange de fonctions de Gauss

et de Lorentz, dont les proportions relatives sont laissées libres.

2.3 Analyses IRRAS en fonction du pH

La spectroscopie infrarouge de réflexion-adsorption (IRRAS) permet de caractériser des
films organiques ultra-minces (monocouches) déposés sur des surfaces réfléchissantes a
partir de la réflexion d’'une onde polarisée p en incidence rasante (6 > 80°).2

Les analyses ont été réalisées sur des films polymére plasma déposés sur des substrats
de silicium préalablement recouverts d’'une couche d’or par évaporation thermique (10 nm Cr
/ 30 nm Au). Les mesures sont réalisées avec un spectrométre a transformée de fourrier
(Brucker IFS66S) muni d’'un détecteur MCT refroidi a I'azote liquide, I'angle d’incidence de
I'onde polarisée p sur I'échantillon est de 85°. L’ensemble des spectres est réalisé avec une
résolution de 4 cm™ sur 400 scans. Les mesures en fonction du pH et la décomposition des
spectres sont réalisées dans les mémes conditions qu'en mode ATR (voir paragraphe

précédent).
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2.4 Mesures de potentiel d’écoulement

Les mesures de potentiel d’écoulement ont été réalisées a Strasbourg (Unité INSERM
595, Faculté de Chirurgie Dentaire), avec I'aide de Vincent Ball.

Les mesures sont réalisées a partir de films polymére plasma (dép6t de 30 min) déposés
sur des lamelles de verre préalablement recouverte d’'une couche d’or par évaporation
thermique (10 nm Cr / 30 nm Au). Un dispositif ZetaCad (78690 Les Essarts Le Roi-France,
www.cad-inst.com) est utilisé pour les mesures. Deux lamelles de verres fonctionnalisés sont
montées en configuration paralléle dans le porte échantillon en plexiglas. Les mesures en
fonction du pH ont été réalisées dans une solution de KCI 10* M et le pH est ajusté a partir
de solutions de HCI et de KOH concentrées. Le potentiel d’écoulement est mesuré au moins
deux fois pour chaque valeur de pH et les valeurs obtenues sont moyennées. Le potentiel

zéta est calculé a partir du potentiel d’écoulement a partir de la relation de Schmolukovski.

(= EM Equation 2.1
AP tg,
ou &, n, A et ggo représentent respectivement le potentiel zéta, la viscosité de la solution, la
conductivit¢ de la solution et la permittivite diélectrique de l'eau. Le rapport AE/AP
représente le potentiel d’écoulement, c’est a dire la pente de la courbe décrivant I'évolution
de la différence de potentiel en fonction de la différence de pression. La différence de
potentiel AE est mesurée entre deux électrodes de référence Ag/AgCI situées de part et
d’autre de la cellule de mesure. La différence de pression entre les deux compartiments
contenant I'électrolyte est variée de maniére réguliére par des incréments de 10 mbar entre
des valeurs comprises entre -250 et 250 mbar. Comme n et gg dépendent de la
température, la température de la solution est régulierement mesurée in situ afin de calculer
les valeurs corrigées. La conductivité de la solution est également mesurée in situ et la

valeur mesurée est utilisée pour le calcul du potentiel zéta.

2.5 Mesures de forces par AFM

Dans le chapitre précédent, TAFM a été utilisé afin d'imager les surfaces de PDMS
traitées. Dans cette partie, 'AFM est utilisé afin d’évaluer les propriétés d’adhésion des
substrats en mesurant les forces d’interaction et d’adhésion entre pointes et substrats

fonctionnalisés.

2.5.1 Les courbes de force

L’AFM est une technique extrémement sensible pour la détection de forces.® Lors de la

mesure de force, la pointe ne balaye pas la surface de I'échantillon, mais elle est mise au
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contact de I'échantillon puis retirée. La Figure 2.2 présente un cycle approche / retrait

(courbe de force) typiquement obtenu lors de la mesure de force.

B -
,\5 ST

-+ . 4

Figure 2.2: Cycle approche/retrait correspondant a la mesure de force par AFM

L’axe horizontal représente le déplacement du piezo (Z,) tandis que l'axe vertical
représente la déflexion du cantilever (Z.). La pointe AFM est approchée au contact de la
surface (A). Lorsque le gradient des forces intermoléculaires est supérieur a la constante de
raideur du levier, celui-ci subit une déflexion (positive ou négative) selon la nature des
interactions pointe-échantillon (répulsive ou attractive). Dans cet exemple, la déflexion a
I'approche est positive : l'interaction est répulsive (B). Au terme de l'approche, la pointe
entre en contact avec I'échantillon (C). La pente de la partie linéaire de la courbe dépend
du module de surface de I'échantillon et de la constante de raideur du levier. Si le module de
surface est supérieur a la constante de raideur du levier, celui-ci subit une déflexion égale au
déplacement du piézo (pente égale a 1), 'échantillon ne subissant pas de déformation. Lors
de la phase de retrait, la pointe est progressivement retirée de la surface. Le signal de
déflexion du levier associé a la force de retrait nécessaire pour séparer la pointe de
I’échantillon (du point D au point A, « pull-off ») est lié aux propriétés mécaniques de la zone
indentée et au travail d’adhésion entre la pointe et la surface.

Les forces d’attraction sont généralement plus faibles que les forces au retrait, ce qui
peut avoir différentes origines :

- La réorganisation interfaciale des groupements de surface peut augmenter le nombre
de liaisons pendant le contact.

- L’aire de contact entre la pointe et la surface peut augmenter pendant le contact, en
particulier pour des matériaux déformables.

- Les propriétés mécaniques de I'’échantillon, telle que la viscoélasticité, peuvent

également influencer les forces au retrait.
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2.5.2 Choix du levier et de la pointe AFM

La sensibilité de la mesure de force dépend du choix de la constante de raideur du levier
utilisé. En effet, les forces mesurées par AFM sont directement liées a la déflexion d du
levier par la loi de Hooke (F=k.d). Les constantes de raideur des leviers commerciaux varient
entre 0,01 et 100 nN.m™". Les leviers de constantes de raideur élevées sont insensibles aux
forces intermoléculaires et sont généralement utilisés pour les mesures de modules. Au
contraire, les leviers de faible constante de raideur sont sensibles aux interactions
moléculaires mettant en jeu des forces trés faibles. Le choix du type de levier dépend de la
nature des échantillons et de I'ordre de grandeur des forces mesurées. Le choix d’un levier
de trés faible constante de raideur permet par exemple de réaliser des mesures
d’interactions spécifiques de type récepteur-ligand mais peut nécessiter de travailler en
environnement a température contrélée afin de diminuer le bruit thermique.

En second lieu, le choix de la pointe est également important. Les pointes commerciales
sont généralement des pyramides de silicium ou de nitrure de silicium. Le rayon de courbure
a I'apex varie de 5 a 10 nm dans le cas de pointes en silicium usuelles, et peut atteindre 20-
60 nm pour des pointes en nitrure de silicium. Dans certains cas, c’est une bille
micrométrique (10-50 pym de rayon, généralement en verre ou en polystyréne) fixée au
cantilever qui fait office de pointe. Ainsi, 'usage d’'une pointe de faible rayon de courbure
permet d’obtenir une bonne résolution latérale, pour réaliser des cartographies d’adhésion,
par exemple, mais l'aire de contact avec la surface est faible ce qui réduit le nombre
d’interactions intermoléculaires. Au contraire, I'utilisation d’'une bille permet d’augmenter

I’aire de contact mais la résolution latérale est trés faible.

2.5.3 Les paramétres dynamiques des mesures de force

Les forces mesurées par AFM peuvent dépendre des conditions dynamiques de mesure :

- La vitesse d’approche et de retrait (vitesse de rampe). Celle-ci est ajustable en
réglant la distance maximale de déplacement du piézo (rampe) et la fréquence des courbes
de force (nombre de cycles approche-retrait par seconde).

- Le temps de contact pointe-échantillon (« ramp delay »). C’est la durée durant
laquelle le piezo maintient sa position lorsque la pointe est au contact de I'échantillon.

- La déflexion maximale aprés le contact (« trigger »).

La force d’adhésion (« pull-off ») dépend fortement des paramétres dynamiques dans le
cas de matériaux viscoélastiques tels que les élastomeéres de silicone. Il est nécessaire de
maintenir ces paramétres constants si I'on s’intéresse a linfluence de la nature des

groupements chimiques de surface sur la force d’adhésion.
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2.5.4 Mesures de forces en milieux aqueux

L’environnement dans lequel sont réalisées les mesures de force est trés important. Les
mesures a l'air sont trés sensibles aux effets de capillarité.4 En effet, en prenant 'exemple
d'une pointe et d’'une surface hydrophiles, celles-ci ont tendance a adsorber de l'eau
provenant de '’humidité ambiante. Le confinement de la pointe et de la surface lors de leur
mise en contact provoque alors la condensation des molécules d’eau et la formation de
ponts capillaires. Les forces mesurées au retrait sont alors sensibles a la rupture de ces
ponts, autrement dit a la formation d’interfaces eau-air. En travaillant en milieu liquide, dans
I'eau par exemple, on s’affranchit de ces effets de capillarité et les forces mesurées reflétent
davantage les interactions moléculaires spécifiques entre les groupements de la pointe et
ceux de la surface. Les forces mesurées dépendent de la nature du liquide : en effet, la force
d’adhésion F,q, est reliée au travail thermodynamique d’adhésion qui inclue des termes liés
a la création des interfaces surface-liquide et pointe-liquide lors de la séparation de la pointe

et de la surface.

Fadh o W = (Ysl + Yt]) - YtS Equation 2.2

vsi et ya représentent les énergies interfaciales surface/liquide et pointe/liquide,
respectivement, et ys représente I'énergie interfaciale entre la pointe et la surface. Le terme
W, =7vat+ va représente le travail da a I'exclusion de solvant.

Par exemple, les travaux réalisés sur des monocouches auto-assemblées® montrent que
dans I'eau, les forces d’adhésion mesurées entre pointe et surface hydrophobes (-CHj3) sont
généralement plus élevées que les forces d’adhésion mesurées entre pointe et surfaces
hydrophile (-COOH) car la tension interfaciale surface hydrophobe-eau est plus élevée que
la tension interfaciale surface hydrophile — eau. Ce type d’interaction entre deux objets
hydrophobes dans un milieu polaire est communément appelé interaction hydrophobe.

En conséquence, les forces d’adhésion mesurées entre pointe et surface hydrophiles sont
généralement plus faibles dans I'eau que dans l'air : dans l'air, la rupture de ponts capillaires

nécessite de créer deux interfaces eau-air de forte énergie (Yeay = 72 mJ.m'Z). De ce fait, la

réalisation de courbes de force dans I'air ne permet pas de rendre compte de I'influence des
interactions spécifiques entre la pointe et la surface sur la force d’adhésion.

Dans le cas présent, les spectres FTIR-ATR obtenus sur les surfaces de PDMS traitées
par polymérisation plasma puis séchées attestent de la présence d’eau adsorbée dans le
film, ce qui compromet toute tentative de mesures de forces d’adhésion dans I'air sur ce type

de surface.
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2.5.5 Conditions expérimentales

Les mesures de force sont réalisées en mode contact, a I'aide d’'un microscope a force
atomique D3000 (Digital Instrument) fonctionnant avec un contrdleur Nanoscope IIIA (D.I).
Des pointes contact commerciales pyramidales en nitrure de silicium (DNP, Veeco), avec un
levier triangulaire de constante de raideur nominale de 0,32 N/m sont utilisées. Les pointes
sont modifiées par un traitement de 30 min par polymérisation plasma de I'anhydride
maléique dans les mémes conditions de dépdt que pour le traitement du PDMS. Dans ces
conditions, I'épaisseur du dépét déterminée par ellipsométrie sur un substrat de silicium est
d’environ 40 nm. Avant utilisation, les pointes sont hydrolysées dans I'eau pendant 24h.

Les valeurs des constantes de raideur des leviers modifiés sont évaluées par la méthode
de Cleveland® aprés I'étape d’hydrolyse. Les constantes de raideur sont de I'ordre de 0,25
+ 0,03 N/m, leur valeur restant inchangée aprés la mesure.

Des solutions de KCI et de CaCl, de différents pH sont préparées en ajustant le pH avec
des solutions diluées de HCI et de KOH. Les mesures de force en milieu aqueux sont
réalisées a I'aide d’une cellule liquide (Veeco). Avant chaque mesure de force dépendante
du pH, pointe et échantillon sont stabilisés pendant 15 min dans la solution d’électrolyte
correspondante. Pour une concentration de KCI ou de CaCl, donnée, I'ensemble des
mesures de forces sont réalisées avec la méme pointe et le méme échantillon. 25 courbes
de force par valeur de pH sont réalisées a différentes zones du substrat. Les mesures sont
réalisées en alternant pH élevé et pH faible afin de s’assurer de la stabilité de la composition
chimique du substrat et de la pointe a différentes conditions de pH. La pointe et le substrat
sont rincés avec de I'eau déionisée puis séchés sous flux d’azote entre chaque changement
de pH. Les courbes de forces sont réalisées a une fréquence de 9,3 Hz (nombre de cycles
approche-retrait par seconde). Le paramétre « ramp delay » (temps durant lequel le piezo
maintient sa position au contact de I'échantillon) a été fixé a 0 s, c'est-a-dire que lors de la
mesure de force, le piézo s’étend (courbe d’approche) et se rétracte (courbe de retrait)
continument.

La taille de la rampe (déplacement maximal du piézo) est fixée (Zy.x = 500 nm) afin de
maintenir les vitesses d’approche et de retrait constantes. La déflexion maximale du
cantilever aprés contact (relative trigger) est fixée a 150 nm afin de maintenir le temps de
contact pointe-échantillon constant. Les valeurs expérimentales des forces de pull-on et de
pull-off correspondent a la différence entre la valeur minimale de déflection et la ligne de
déflexion nulle déterminée respectivement a partir des courbes de forces a I'approche et au
retrait. Les valeurs de forces reportées sur les courbes de titration par force chimique
représentent la moyenne de 25 mesures, les barres d’erreur correspondent aux écarts

moyens expérimentaux. Les mesures de forces sur les substrats étirés sont réalisées en
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mode « Force Volume », ce qui permet de réaliser automatiquement un grand nombre de
courbe de forces dans différentes zones du substrat. Chaque distribution de forces

d’adhésion représente une population de 500 courbes de forces au retrait.

3 Titration de surface

3.1 Généralités

3.1.1 Interactions acide-base’

Au sens de Lewis, un acide est une espéce capable d’accepter une paire d’électrons,
tandis qu’une base de Lewis est une espéce capable de fournir une paire d’électrons (A + :B
- A:B). En fonction de la nature des espéces acides et basiques, les interactions acide-base
sont de nature covalente ou ionique. Selon le principe HSAB (Hard-Soft acide base
principle), un acide dur interagit de facon ionique avec une base dure tandis qu’un acide mou
interagit de facon ionique avec une base molle. Selon ce principe, I'adjectif « dur » se
rapporte a une espéce de densité de charge élevée et de petite taille, tandis que « mou » est
associé aux especes de faible densité de charge et de grande taille. En général, les
interactions acide-base correspondent a un cas intermédiaire. Selon cette approche, le
traitement a quatre parameétres de Drago permet d’évaluer I'enthalpie AHag de l'interaction
acide-base entre une espéce acide A et une espéce basique B en fonction de paramétres
empiriques électrostatiques Ex et Eg, et de parameétres covalents C, et Cg du couple acide-

base, mesurant la force et la nature (covalente ou électrostatique) des sites d’interaction.

~-AH" =E E,+C,C, Equation 3.1

Les nombres de donneur DN et d’accepteur AN de Guttman permettent d’estimer le
caractére acide ou basique au sens de Lewis de liquides sonde utilisés en mouillabilité. En
général les liquides sont amphotéres, c'est-a-dire qu’ils possédent a la fois des propriétés
acides et basiques. Par exemple, le Tableau 3.1 présente les valeurs de AN et de DN de
liquides couramment utilisés en mouillabilité. Ainsi, la détermination de I'énergie de surface
d'un solide par mouillabilité dépend fortement du liquide sonde utilisé et de sa capacité a
interagir avec les sites de la surface. Par conséquent, la détermination de I'énergie de
surface totale d'un solide par mouillage est uniquement qualitative. Cependant, les
différences de mouillage mesurées en tenant compte du caractére donneur et accepteur des
liquides utilisés peuvent apporter des informations sur le caractére donneur ou accepteur de

la surface.
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AN DN
Composé bipolaire (kcal.mol-1) (kcal.mol-1)
eau 15,1 18
formamide 9,3 26,6
Dymethyl sulfoxide 3,1 29,8

Tableau 3.1: Nombre d’accepteur (AN) et de donneur (DN) de liquides polaires

Les acides de Brénsted sont des acides de Lewis dont la composante acide est un proton
H*. En ce sens, l'acidité de Brénsted est un cas particulier de I'acidité de Lewis. Dans la
suite, la détermination des propriétés acide-base de surface des films seront discutées en

termes de propriétés acide-base au sens de Brénsted, dépendantes du pH.

3.1.2 Propriétés acide-base de surface

Nous avons montré que le traitement par polymérisation plasma conduit au greffage de
groupements d’anhydride maléique a la surface du PDMS, dont I'hydrolyse en milieux
aqueux conduit a la formation d’acide dicarboxylique. Ce type d’espéce se caractérise par
les propriétés acide-base de Bronsted, c'est-a-dire la capacité a donner ou a accepter des
protons, en fonction du pH du milieu. L’équilibre acido-basique des acides au sens de

Bronsted est défini par la constante d’acidité K..

K, = m Equation 3.2 HA< A +H" Equation 3.3
[114]

En pratique, on utilise le pKa définit par pKa = -logcKa, ou constante de dissociation des
acides. Lorsque le pH est égal au pKa du couple acide-base, il y autant d’especes A" que
d’espéces HA dans le milieu. Un acide est d’autant plus fort qu’il céde facilement son proton
H*. En conséquence, la force des acides croit lorsque le pKa du couple acide-base décroit.
Dans le cas de fonctionnalités acide-base greffées en surface, on parle de pKa de surface,
autrement dit du pH auquel la surface comporte autant d’espéces sous les formes ionisées
et non-ionisées.

La connaissance du ou des pKas de surface permet de prédire la présence de charges de
surface en fonction du pH. Par exemple, une surface comportant des acides carboxyliques (-
COOH) est chargée négativement lorsque le pH est supérieur au pKa de la surface
(carboxylates -COO™ majoritaires). Dans le cas d’'une surface comportant des groupements
amines (-NH,), la surface est chargée positivement pour des valeurs de pH inférieures au
pKa de la surface (espéces NH3" majoritaires). La connaissance de la charge de surface

d’'un matériau en fonction du pH permet de prédire sa capacité a se lier par interactions
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électrostatiques avec des espéces chargées telles que des particules coIIonaIesS, des

polyélectrolytesg, des protéinesm, pour ne citer que quelques exemples.
3.2 Titration par mesures de mouillabilité

Les travaux de Whitesides'' ont permis de montrer qu’il est possible d’étudier 'ionisation
des surfaces par des mesures de mouillabilit¢ de I'eau en fonction du pH. Les premiers
travaux de ce type ont été réalisés sur des substrats de polyéthyléne traités par I'acide
chromique et présentant des groupements acide carboxylique de surface. Ces travaux
montrent que I'angle de contact de I'eau sur la surface décroit lorsque la surface est ionisée
car il existe une meilleure affinité entre les molécules d’eau et les espéces ionisées
(formation de liaisons hydrogéne ioniques fortes12). Ainsi, la courbe présentant I'évolution de
I'angle de contact en fonction du pH, appelée courbe de titration, ressemble a une courbe
de titration classique avec un point d’inflexion attribué au pKa de la surface.

En général, les pKas de surface difféerent des valeurs de pKa des molécules en solution.
Pour des surfaces fonctionnalisées avec des acides carboxyliques, le pKa de la surface est
généralement plus élevé que le pKa de I'espéce correspondante en solution. Cette tendance
est généralement attribuée a I'effet de confinement des molécules sur la surface et a une
diminution de la constante diélectrique locale au niveau de linterface, défavorisant les
échanges de protons H*"® En général, I'ionisation de la surface s’étale sur une plage de pH
relativement large comparativement a [lionisation d'une espéce en solution, car les
groupements de surface sont plus ou moins faciles a ioniser selon leur environnement
(encombrement stérique, liaisons hydrogéne intermoléculaires, environnement hydrophobe,
etc.).

La Figure 3.1 présente I'évolution de I'angle de contact de I'eau en fonction du pH sur un
substrat de PDMS non traité et sur un méme substrat traité 6 min par polymérisation plasma,

puis hydrolysé.
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Figure 3.1: Angle de contact de I'eau en fonction du pH de la goutte. (a) PDMS non traité. (b)
PDMS traité 6 min par polymérisation plasma de 'anhydride maléique, puis hydrolysé

Aucune variation de I'angle de contact en fonction du pH n’est observée sur le PDMS de
référence. Dans le cas du substrat de PDMS traité, I'angle de contact ne varie pas (~ 98°)
entre pH = 2 et pH = 9 puis décroit graduellement jusqu’a atteindre une valeur de 64° a pH =
13. Les mesures d’angle de contact ont été reproduites en alternant pH faible et pH éleveé,
ce qui montre que les variations observées ne sont pas liées a des phénoménes d’hydrolyse
ou de dégradation de la surface sous l'effet du pH.

En conséquent, nous pouvons attribuer la dépendance en pH de I'angle de contact a
l'ionisation des groupements diacides de la surface. Cependant, la courbe de titration ne
montre qu’une seule étape d’ionisation entre pH = 9 et pH = 12. Or les groupements
introduits sur la surface sont des acides dicarboxylique et devraient en principe présenter
deux états d’ionisation. En effet, 'acide maléique en solution posseéde deux pKas (pKa1l =
1,92 et pKa, = 6,07).14 La Figure 3.2 décrit les deux étapes d’ionisation d’une molécule
d’acide maléique. La différence importante entre les deux valeurs de pKa est due a la
formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire stabilisante entre I'espéce chargée et non

chargée ce qui a pour effet de diminuer l'acidité du second proton comparativement au

premier.15

+H*

Figure 3.2: lonisation en deux étapes de la molécule d’acide maléique
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A ce stade, nous pouvons émettre I'hypothése que I'étape d’ionisation mise en évidence
par les mesures de mouillabilité est liée a la seconde étape d’ionisation des groupements
diacide de surface. En effet, la liaison hydrogéne interne stabilisante entre I'espéce non
chargée et chargée pourrait rendre I'eau « insensible » a la premiére ionisation : la liaison
hydrogéne interne masque la charge et réduit les possibilités de liaisons hydrogéne ioniques
entre les molécules d’eau et le diacide partiellement ionisé.

Peu de travaux décrivent I'ionisation de groupements diacide greffés sur une surface. Sur
des surfaces de silicium fonctionnalisées avec des films de copolyméres alternés acide
maléique / polymére hydrophobe, C. Werner et al'® ont réalisé des mesures d’angle de
contact en phase inverse (bulle d’air en milieu aqueux) a différents pH. Les auteurs n’ont
observé qu’une seule transition a pH>7 mais le peu de points expérimentaux présentés ne
permet pas une détermination précise du pH auquel la transition apparait. En revanche, les
deux étapes de la dissociation de ces films copolyméres d’acide maléique ont été mises en

évidence par des mesures de potentiel d’écoulement.’’

3.3 Titration de surface par FTIR-ATR

Afin de mettre en évidence l'ionisation en deux étapes de la surface, nous avons réalisé la
titration de surface du film par spectroscopie infra-rouge en mode ATR (FTIR-ATR). Cette
méthode, décrite par Whitesides et al'® pour la caractérisation de films de polyéthyléne
oxydé, consiste a stabiliser la surface dans une solution tampon a un pH donné, a la sécher,
avant de réaliser le spectre FTIR-ATR. L’inconvénient de cette méthode est que le substrat
doit étre sec lors de la mesure et on ne peut pas totalement exclure d’éventuelles
modifications de I'état d’ionisation de la surface a I'atmosphére. Cependant, les résultats
obtenus par cette technique sont généralement validés par d’autres techniques de titration
de surface. Il est également possible de réaliser des titrations FTIR-ATR in situ, mais cette
technique nécessite une cellule liquide et de travailler en milieu deutéré, afin de s’affranchir
du signal de I'eau dans la zone 1600-1700 cm™®

La Figure 3.3 présente les bandes C=0 des spectres FTIR obtenus a partir de substrats
de PDMS traités stabilisés a différents pH puis séchés sous flux d’azote. Dans un premier
temps, nous pouvons remarquer que l'allure des spectres obtenus dépend du pH. Nous
observons un déplacement de la bande principale comprise entre 1740 cm™ et 1680 cm’
(élongation C=0 des acides carboxyliques) pour des faibles valeurs de pH dans un domaine
compris entre 1530 cm™ et 1650 cm™ (élongation C=0 des ions carboxylates) pour des
valeurs de pH plus élevées. Ce déplacement de la bande C=0 en fonction du pH atteste de

la formation d’espéces ionisées lorsque le pH augmente.
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Figure 3.3 : Spectres FTIR-ATR de PDMS traité par polymérisation plasma, hydrolysé, puis
stabilisé a différents pH. (a) pH =2, (b) pH =7, (c) pH = 11

Les bandes C=0 des acides carboxyliques et des ions carboxylates sont larges et
peuvent étre décomposées afin de mettre en évidence les diverses formes de liaisons C=0,
liées ou non liées par liaisons hydrogéne. Le systéme étudié est particulier car il s’agit de
fonctionnalités de surface dont le confinement peut générer des interactions par liaisons
hydrogéne intermoléculaires et la nature dicarboxylique est a l'origine de liaisons
hydrogénes intramoléculaires. Le Tableau 3.2 présente l'assignation des différents pics

obtenus par décomposition spectrale.
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Nombre d'onde Assignation Réf.
[A] 1780 cm-1 C=0 / anhydride maléique 20
[B] 1740 cm-1 C=0/ COOH libre 19

[C] 1720 cm-1 C=0/ COOH lié inter-moléculaire 19
[D] 1685 cm-1 C=0/ COOH lié intra-moléculaire 21
[E] 1644 cm-1 eau 20
[F1 1625 cm-1 C=0/COQ lié¢ intra-moléculaire 21
[G] 1595 cm-1 C=0/COQ lié¢ inter-moléculaire 21
[H] 1575 cm-1 C=0/COO libre 21

Tableau 3.2: Assignation des pics obtenus par décomposition des spectres FTIR-ATR
Pour chaque type d’espéce, acide carboxylique ou ion carboxylate, la décomposition

permet de distinguer trois types de liaisons C=O: libre, lié intermoléculaire et lié

intramoléculaire. La Figure 3.4 représente ces différents types de liaisons.

-COOH

(a) H H“'.Lié intra [D]

O O O 0O
O:<_\>70H~--O:<\_\>70H
Libre [B] Lié inter [C

(b)

Libre [H]
O Q

Lié inter [G]

Figure 3.4: Représentation des liaisons C=0 non liées et liées par liaison hydrogéne des
groupements diacides a I'état protoné (a) et ionisé (b)

L’attribution des pics est en accord avec la littérature. Deux tendances sont
remarquables : plus un ion carboxylate -COO" est li¢, plus la bande C=0 correspondante est
déplacée vers les nombres d’onde élevés tandis que plus un acide carboxylique -COOH est

lié, plus la bande C=0 correspondante est déplacée vers les nombres d’onde faibles. Ces
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mémes tendances ont été observées lors de la titration FTIR de monocouches d’acides
carboxyliques ou de copolymeéres d’acide maléique en solution.?’

Qualitativement, nous remarquons également (Figure 3.3) que les espéeces -COOH libres
[B] tendent a s’ioniser a des pH plus faibles que les espéces -COOH liées [C] et [D] dont la
proportion relative augmente avec le pH. Cette tendance s’explique par le fait que les
espéces -COOH libres sont les moins stables et sont par conséquent déprotonées a des
valeurs de pH plus faibles. Dans le cas des -COOQO", nous remarquons que la proportion
relative de la forme liée intramoléculaire [F] est maximale a des valeurs intermédiaires de
pH, puis diminue fortement pour des valeurs de pH élevées, car les deux acides d'une
molécule diacide sont déprotonés. Cependant, a pH élevé, il reste une forte proportion de
COO' lies de facon intermoléculaire [G], probablement avec d’autres types de fonctions
insensibles au pH entrant dans la composition du film (-C-OH, -C-OR, ...) et donneuses de
liaisons hydrogéne.

A partir de la décomposition et de l'intégration des spectres FTIR obtenus a des pH
compris entre 1 et 13, nous pouvons définir le ratio R (pH) de l'aire des pics correspondant
aux fonctions de type —COO" par rapport a l'aire totale de la bande C=0 correspondant aux
fonctions -COOH et -COO' :

A, (Ayps + Ao + A5
R(pH) — COO 1625 1595 1575

Acoo* + Acoon  (Aigas + Aisos + Aisrs) + (Ajag + Aigag + Aigss)

Equation 3.4

En émettant I'hypothése que la surface est complétement protonée a pH = 1 et
complétement ionisée a pH = 13, nous pouvons normaliser le ratio R (pH) afin d’obtenir le

degré d’ionisation a; (pH) :

= Equation 3.5
R(pH =13)-R(pH =1)

Cette normalisation revient a négliger la contribution des -COO™ a pH faible et la
contribution des COOH a pH élevé car ces contributions sont probablement liées a des
réactions du film avec I'atmosphére (humidité a un pH différent du pH de stabilisation), a des
fonctionnalités du film n’ayant pas réagi, ou au signal d’autres types de fonctionnalités (par
exemple, -COOR proche de 1740 cm™) insensibles au pH.

La Figure 3.5 présente I'évolution du degré d’ionisation en fonction du pH. L’allure de la
courbe est semblable a une courbe de titration acide-base classique obtenue par dosage
d’'un diacide en solution. La courbe présente un comportement sigmoidal avec deux points
d’inflexion, que nous attribuons a l'ionisation en deux étapes des diacides carboxyliques
greffés a la surface du substrat de PDMS. Par définition, le premier pKa de surface

correspond au pH auquel 50% d’un des acides de la molécule d’acide maléique sont ionisés,
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autrement dit le pH auquel 25% de la totalité des acides sont ionisés. Graphiquement, pKa;
~ 3,2. De méme, le second pKa de surface correspond au pH auquel 50% des seconds
acides de la molécule d’acide maléique sont ionisés, c'est-a-dire le pH auquel 75% de la

totalité des acides sont ionisés. Graphiquement, pKa, ~ 10,5.
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Figure 3.5: Evolution du degré d’ionisation de la surface de PDMS traitée par polymérisation
plasma déterminé par FTIR-ATR, en fonction du pH

Dans le cas de I'acide maléique en solution, la différence entre le pKa, et le pKa, est liée
au fait que la deuxiéme ionisation conduit a la formation de deux anions adjacents, ce qui est
défavorable, alors que le premier anion est stabilisé par une liaison hydrogéne interne avec
I'acide carboxylique adjacent.

Nous observons également un écart important entre les pKas de surface, mais les valeurs
sont plus élevées que les valeurs des pKas de la molécule d’acide maléique en solution. Ce
résultat est en accord avec les études de systémes modéles de monocouches auto-
assemblées présentés dans la littérature. Des monocouches d’alcanes a terminaison acide
carboxylique montrent un pKa de surface plus élevé que l'acide en solution ce qui est
attribué au confinement surfacique des fonctions acides défavorisant la formation de
charges.22 De plus, dans le cas de monocouches auto-assemblées mixtes acide

carboxylique / alcane, des travaux montrent que le pKa de surface augmente avec la
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fraction molaire et la longueur des chaines alcanes, c'est-a-dire en augmentant

I'hydrophobicité de rlinterface.?®

Cette tendance a été attribuée au changement de
microenvironnement des groupements acides au sein des monocouches.

Dans le cas présent, des fonctionnalités d’anhydride maléique sont greffées au sein d’'une
matrice hydrophobe de PDMS modifié. L’environnement hydrophobe et le confinement
interfacial des diacides liés a la structure du polymére plasma peuvent étre a l'origine de
limportant décalage des pKas de surface par rapport aux pKas de l'acide maléique en

solution.

3.4 Comparaison des deux méthodes

La titration de surface par FTIR nous a permis de mettre en évidence les deux étapes
d’ionisation de la surface. La titration par mouillabilité ne met qu’'une seule étape en évidence
entre pH = 9 et pH = 11. En ne considérant que la partie sigmoidale de I'évolution de I'angle
de contact en fonction du pH correspond a la seconde étape d’ionisation, nous pouvons
calculer le taux d’ionisation entre pH = 8,5 et pH = 12,5 en émettant I'hypothése que la
premiére ionisation est compléte a pH = 8,5 (0; = 0,5) et que la seconde ionisation est

compléte a pH =12,5 (a;=1).

1 B8(pH) - 8(pH = 8,5) S
: = — Equat ;
a,(pH) =05+ 5 x 8(pH = 12.5) - B(pH = 85) quation 3.6

La Figure 3.6 présente I'évolution du degré d’ionisation entre pH = 8,5 et pH = 12,5
déterminé a partir des mesures d’angle de contact en fonction du pH. Nous pouvons
déterminer le pKa, de surface qui correspond au pH auquel a; = 0,75. Graphiquement, pKa,
~10,5. Ce résultat est en parfait accord avec la valeur du pKa, de surface déterminée par la
méthode de titration FTIR-ATR, bien que les deux techniques ne sondent pas la méme
épaisseur du film : La mesure d’angle de contact a I'avancée est sensible aux groupements
chimiques d’extréme surface « visibles » par la goutte tandis que la mesure infrarouge en
mode ATR sonde une épaisseur de I'ordre du um, bien supérieure a I'ordre de grandeur de

I’épaisseur modifiée par le traitement plasma (de I'ordre de quelques nanometres).
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Figure 3.6 : Evolution du degré d’ionisation de la surface de PDMS modifiée par
polymeérisation plasma déterminé par les mesures d’angle de contact en fonction du pH

Des travaux récents montrent que des polyacides formant des peignes sur une surface

surf

plane présentent deux pKas: Un pKa®* déterminé par FTIR et un pKa®", plus faible,
déterminé par mouillabilité. Ce résultat implique que dans ce type de systéme, dense et
épais (quelques dizaines de nanométres d’épaisseur), les groupements de surface sont plus
faciles a ioniser que les groupements du volume, ce qui est attribuable a la densité plus
importante de fonctions dans le volume et a une meilleure accessibilité des ions a la surface
du film.

Dans le cas présent, il n’est pas nécessaire de faire la distinction entre le pKa, du
volume du film et celui de I'extréme surface. Dans la suite, nous montrerons par AFM que le
pKa; ne varie pas non plus selon la profondeur sondée. Rappelons toutefois que le
traitement court du PDMS par polymérisation plasma conduit au greffage de groupements
hydrophiles dans une matrice hydrophobe de silicone modifié, ou la notion d’épaisseur est

ambigue.
3.5 Conclusion

Nous avons montré que la surface de PDMS traitée 6 min par polymérisation plasma puis
hydrolysée présente des fonctions diacides carboxyliques de surface. Ces groupements sont
a l'origine des propriétés acide-base de surface qui ont été mises en évidence par des
mesures de mouillabilité et des mesures de spectroscopie FTIR-ATR en fonction du pH. En
particulier, nous avons montré que l'ionisation de la surface se déroule en deux étapes en

raison de la nature diacide des groupements d’acide maléique. Les pKas de surface (pKa;
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~ 3,2; pKay ~ 10,5) sont plus élevés que les pKas de l'acide maléique en solution. Ce
décalage est attribué au confinement surfacique des groupements et au micro-
environnement apolaire de la matrice de PDMS modifié, deux facteurs défavorables a
l'ionisation des groupements de surface. Ces deux techniques de titration de surface ont
cependant une limite : elles sont réalisées a I'air et ne tiennent pas compte de facteurs tels
que les phénoménes de réorganisation aux interfaces ou la concentration en sel dans un
milieu aqueux.

Dans la partie suivante, nous étudierons les propriétés acide-base de la surface in-situ,
par une méthode de titration par force chimique, a I'aide d’'un AFM. Nous irons bien au-dela
de la détermination des pKas de surface puisque nous examinerons l'influence du caractere
acido-basique sur les propriétés d’adhésion du film, en fonction de paramétres tels que le

pH, la force ionique et la nature des sels présents dans le milieu.

4 Propriétés d’adhésion dépendantes du pH

4.1 Généralités

4.1.1 Les mesures de force par microscopie a force atomique

Depuis son invention en 1986 par Binning et al®®, le microscope a force atomique (AFM)
est utilisé pour déterminer la topographie de surface, mais aussi pour étudier les propriétés
mécaniques et les interactions moléculaires a I'échelle locale en réalisant des mesures de
force. En raison de son importante sensibilité verticale (quelques A) et latérale (quelques
nm) et de la possibilité de travailler en environnements contrélés (liquide, température,...),
’AFM a été trés rapidement développé pour la mesure de forces d’interactions intra ou inter
moléculaires de macromolécules et d’objets biologiques.

Pour les mesures de forces intramoléculaires, une macromolécule est fixée a la fois sur
la pointe et la surface : lors de leur séparation, la déflexion du cantilever refléte les propriétés
mécaniques (élasticité, rupture, etc.) et structurales (conformation, enchevétrement, etc.) de
la macromolécule étirée.”® Cette technique permet par exemple d’étudier les propriétés de
polyméres naturels ou de ’ADN.

Dans le cas de mesures de force intermoléculaires, pointe et surface sont
fonctionnalisées.? L’acquisition des courbes force-déplacement permet de mesurer les
forces d’interactions spécifiques entre la pointe et la surface. Cette technique permet
d’étudier des systémes biologiques de type ligand-récepteur entre une pointe fonctionnalisée

avec le ligand et une surface fonctionnalisée avec le récepteur, et vice-versa.?’ Ainsi, des
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phénoménes de reconnaissance moléculaire actives in-situ par des stimuli
environnementaux peuvent étre mis en évidence.?®

En microscopie a force chimique (CFM)ZQ, la pointe AFM est fonctionnalisée avec des
groupements chimiques spécifiques, généralement par le greffage de monocouches auto-
assemblées (SAMs). En faisant varier la nature des groupements chimiques de la pointe et
le milieu de la mesure (solvant polaire ou apolaire par exemple), on peut corréler les forces
d’adhésion pointe-surface aux interactions moléculaires spécifiques (électrostatique, liaison
hydrogéne, etc.).

Cette technique permet de déterminer la distribution spatiale d’hétérogénéités chimiques
de surface avec une résolution latérale de quelques dizaines de nanométres en réalisant

des cartographies de forces d’adhésion®® ou de friction.”’

4.1.2 La titration par force chimique

La titration par force chimique consiste a mesurer les forces d’adhésion entre pointes et
surfaces fonctionnalisées, en fonction du pH. Cette technique permet d’étudier in situ des
surfaces montrant des caractéristiques acide-base au sens de Brénsted en corrélant
I’évolution des interactions pointe-surface au taux d’ionisation des groupements chimiques.32
Les premiers travaux de titration par force chimique ont été appliqués a des systemes
modeéles de SAMs : pointes et surfaces recouvertes d’or ont été fonctionnalisées avec des
alcanes-thiol a fonctionnalité acide carboxylique (-COOH), acide phosphorique (-PO3zH,) et
amine (-NH2).1°’33 L’utilisation des SAMs présente I'avantage d’obtenir une chimie identique
sur la pointe et la surface ce qui permet une détermination précise du ou des pKas de
surface car la pointe et la surface ont le méme taux d’ionisation, quel que soit le pH.

Au-dela de I'étude de systemes modéles, la technique de titration par force chimique a
également été appliquée a I'étude de substrats polymeres fonctionnalisés. Wang et al®* ont
réalisé des expériences de titration par force chimique sur des surfaces de PDMS présentant
des groupements amines ou acide sulfonique. Dans cette étude, la surface de PDMS est
traitée par plasma air afin de créer des sites silanols capables de réagir avec un dérivé
trialkoxysilane a fonctionnalité variable. Les pointes AFM ont également été fonctionnalisées
a partir de silanes. Récemment, des substrats de PDMS modifiés par traitement UV/ozone
ont été étudiés a l'aide de pointes fonctionnalisées par des SAMs a terminaison -OH, ne
montrant pas de dépendance en pH lors des mesures de force.®

Il existe trés peu de travaux présentant ce type de caractérisation sur des substrats
modifiés par polymérisation plasma : Schénherr et al*® ont déterminé le pKa de surface de
films polymére plasma d’allylamine en utilisant une pointe fonctionnalisée a I'aide de SAM’s

-OH. Valsesia et al’’ ont réalisé des mesures de forces d’adhésion entre une pointe
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fonctionnalisée avec des monocouches —COOH et un film polymére plasma microstructuré
de poly(acide acrylique) et poly(allylamine). Un bon contraste est obtenu entre les deux
types de polymeéres plasma mais la détermination des pKas de surface est approximative car
I'évolution de la courbe force d’adhésion en fonction du pH refléte également le taux
d’ionisation de la pointe, différent de celui de la surface pour un pH donné.

Nous avons montré par mouillabilité et par spectroscopie FTIR-ATR que la surface de
PDMS traitée par polymérisation plasma présente une ionisation en deux étapes liée a la
présence de groupements diacides. Dans cette partie, nous utiliserons la titration par force
chimique afin d’examiner I'influence des caractéristiques acide-base de la surface sur ses
propriétés d’adhésion, en milieux aqueux, en fonction du pH, de la force ionique et de la

nature des ions en présence.
4.2 Fonctionnalisation de la pointe AFM

4.2.1 Stratégie

Dans le but destimer les pKas de surface, il est souhaitable d’utiliser une pointe
possédant les mémes caractéristiques acide-base que I'échantillon. Dans cette situation, les
variations de force d’adhésion liées a l'ionisation des groupes fonctionnels sont amplifiées.
Par exemple, pointe et surface fonctionnalisées avec des groupements -COOH adhérent a
faible valeur de pH (par liaison hydrogéne), mais se repoussent (répulsion électrostatique) a
pH élevé sous leur forme ionisée —COOQ'". L'analyse des courbes de titration représentant la
force d’adhésion en fonction du pH permet dans ce cas de déterminer précisément le pKa de
surface de la pointe et de I'’échantillon. Lorsque les propriétés acide-base de la pointe et de
I’échantillon sont différentes, I'évolution des forces d’adhésion en fonction du pH refletent a
la fois l'ionisation de la pointe et de la surface. Le pKa de surface mesuré expérimentalement
est alors intermédiaire entre le pKa de la pointe et le pKa de I'échantillon.

L’utilisation de pointes « neutres » qui ne montrent pas de dépendance au pH (une pointe
a fonctionnalité —OH, par exemple), est une bonne alternative lorsque la chimie de surface
de I'échantillon ne peut étre transposée sur la pointe, mais les variations des forces
d’adhésion sont moins exaltées comparativement a I'utilisation de pointes ionisables. Dans
certains cas, l'utilisation d’'une pointe montrant un pKa treés différent du pKa de la surface a
analyser permet d’étudier la surface dans des intervalles de pH pour lesquels le taux
d’ionisation de la pointe est constant. Par exemple, une pointe -COOH de pKa ~ 3 peut
permettre d’analyser un échantillon montrant des groupements —NH, de pKa ~ 8.

Dans le cas présent, nous avons choisi de fonctionnaliser la pointe AFM en nitrure de
silicium par polymérisation plasma, en émettant '’hypothése que les propriétés acide-base de

la pointe sont identiques aux propriétés des substrats de PDMS modifiés. Les pointes sont
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traitées dans les mémes conditions que les substrats de PDMS mais avec un temps de

traitement de 30 min, conduisant a un dépo6t d’'une épaisseur de I'ordre de 40 nm.

4.2.2 Propriétés acide — base de la pointe

Afin d’estimer les pKas de surface de la pointe, nous avons déterminé les pKas de
surface de dépbts polymeére plasma de 30 min sur des surfaces d'or préparées par
évaporation thermique (Silicum / Cr 10 nm / Au 30 nm, polymére plasma). Nous émettons ici
I’hypothese que le film déposé sur une surface d’or posséde les mémes propriétés qu’un film
déposé a la surface de la pointe en nitrure de silicium, ce qui est raisonnable dans la mesure
ou le temps de dépbt long permet d’obtenir un film suffisamment épais pour s’affranchir des
propriétés du substrat. La Figure 4.1(a) présente la courbe de titration obtenue par IRRAS
(Spectroscopie Infrarouge de Réflexion-Adsorption), réalisée selon la méme méthodologie
que pour la titration FTIR-ATR des substrats de PDMS traités 6 min. Les variations du taux
d’ionisation en fonction du pH et les pKas de surface sont similaires aux valeurs obtenues
sur les substrats de PDMS (pKa;~3,2 et pKa,~10,5).
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Figure 4.1: (a) Courbe de titration obtenue par IRRAS d’un film de polymére plasma déposé
sur une surface d’or. (b) Evolution du potentiel zeta & (pH) dans une solution de KCI 10* M
en fonction du pH d’un film polymere plasma déposé sur une surface d’or

Nous avons également mis en évidence ces deux étapes d’ionisation in-situ par des
mesures de potentiel d’écoulement en fonction du pH réalisées sur les surfaces d’or traitées
par polymérisation plasma (Verre / Cr, 10 nm / Au, 30 nm / polymére plasma). La mesure de
potentiel d’écoulement est une mesure indirecte de la charge de surface consistant a faire
circuler un électrolyte entre deux surfaces planes de méme nature. En fonction de la charge

de surface, les contre-ions positifs ou négatifs forment une couche diffuse pour assurer
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I’électroneutralité. 1l en résulte un déséquilibre de la concentration en contre-ions dans la
solution, ce qui crée une difféerence de potentiel entre des électrodes situées de part et
d’autre de la cellule de mesure. Ce potentiel d’écoulement dépend de la compétition entre la
pression de I'électrolyte dans la cellule qui tend a entrainer les contre-ions et la charge de la
surface qui tend a les attirer. Ainsi, en faisant varier la différence de pression de I'électrolyte
entre les deux compartiments des électrodes on a accés a la charge apparente de la
surface, le potentiel zéta ¢ (pH).38 Lorsque le potentiel zéta est positif, la charge apparente
de la surface est positive tandis que lorsque le potentiel z&ta est négatif celle-ci est négative.
Au point isoélectrique ou point de charge nulle de la surface, le potentiel zéta est égal 0. Le
potentiel zéta traduit le déséquilibre de la concentration de contre-ions au voisinage de la
surface. Ce déséquilibre provient généralement de la charge de surface, mais il peut
également provenir de phénoménes d’adsorption non symétrique des contre-ions sur des
sites de surface non chargés .Ce phénoméne a été observé par C. Werner et al.'” sur des
copolymeéres d’acide maléique et d’octadécéne (hydrophobe).

La Figure 4.1(b) présente les variations du potentiel zéta ¢ (pH) de la surface a faible
force ionique (10* M KCI) en fonction du pH. Nous observons dans un premier temps que la
courbe ¢ (pH) = f (pH) présente deux zones de décroissance séparées par un plateau. Cette
évolution confirme l'ionisation de la surface en deux étapes. Des variations similaires de la
courbe ¢ (pH) = f (pH) ont été observé par C. Werner et al'” sur des surface fonctionnalisées
avec des copolyméres d’acide maléique. Nous remarquons que le potentiel zéta est positif
pour de faibles valeurs de pH, le point de charge nulle étant situé a pH ~ 4. Ce résultat est
surprenant car il 'y a pas de raison que la surface fonctionnalisée avec des groupements
diacides soit chargée positivement, quel que soit le pH.

Dans I'hypothése que les effets d’adsorption non symétriques sont indépendants du pH,
nous pouvons considérer que la décroissance en deux étapes du potentiel zéta en fonction
du pH refléte lionisation des groupements diacides du film polymére plasma. De plus, les
deux intervalles de pH ou une forte décroissance du potentiel zéta est observée sont
corrélés aux domaines de pH pour lesquels de fortes variations du taux d’ionisation sont
relevées par titration FTIR-IRRAS.

Ces résultats permettent donc de valider I'hypothése selon laquelle les propriétés acide-
base de la pointe AFM traitée par polymérisation plasma sont similaires a celles d'un
substrat de PDMS modifié dans les mémes conditions. Nous allons a présent discuter de la

morphologie et de la stabilité du dépbt sur la pointe.
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4.2.3 Morphologie de la pointe modifiée.

La Figure 4.2 présente les images MEB d’une pointe AFM non modifiée et d’'une pointe
AFM traitée par polymérisation plasma pendant 30 min aprés utilisation, c'est-a-dire apres
immersions dans des solutions salines de pH variables lors des expériences de titration. Les
deux types de pointe ont été recouvertes d'une couche dor denviron 50 nm afin

d’augmenter la résolution des images MEB.

=

500 nm x 500 nm, z = 10 nm

Figure 4.2: Images MEB d’une pointe AFM contact, (a) et (b) non traitée ; (c) et (d) traitée par
polymérisation plasma. (e) Image AFM réalisée en mode tapping du levier supportant la
pointe

La Figure 4.2(c) rend compte de la morphologie du polymére plasma, tandis que la

Figure 4.2(d) montre que la géométrie pyramidale de la pointe est conservée. L’analyse des

images montre que le rayon de la pointe est augmenté de I'ordre de 40 nm aprés traitement,
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ce qui est en accord avec I'épaisseur attendue du dépbt. Nous pouvons également examiner
la morphologie du dépbt sur la pointe en réalisant des images AFM d’'un levier aprés
utilisation. La morphologie du dépét sera considérée similaire sur la pointe car la pointe et le
levier sont de méme nature chimique. Les images réalisées a sec, en mode tapping, révélent
une morphologie caractéristique du polymere plasma (Figure 4.2(e)).

Nous déduisons de I'ensemble de ces résultats que le traitement de la pointe AFM permet
d’enrober la pointe d’un film polymére plasma de 40 nm d’épaisseur. Cette pointe constitue
une sonde dont I'évolution de la charge de surface en fonction du pH est similaire a la
surface de PDMS modifiée par polymérisation plasma.

La pointe AFM traitée est stable lors d’expositions prolongées dans des solutions
d’électrolytes a pH variable. Cette derniére observation sera confirmée dans la suite par la
répétabilité des mesures de force en fonction du temps d'immersion de la pointe. Dans la
partie suivante, nous décrirons la titration par force chimique des substrats de PDMS
modifiés par polymérisation plasma, réalisée a l'aide de pointes AFM également modifiées

par polymérisation plasma.
4.3 Mesures de force

4.3.1 Courbes de forces sur PDMS traité et non-traité

La Figure 4.3 compare les courbes de force réalisées dans I'eau a pH = 2, a faible force
ionique ([KCI] = 10* M) a l'aide d’une pointe AFM fonctionnalisée par polymérisation plasma
sur des surfaces de PDMS traité et non traité. Ces exemples de courbes de forces sont
représentatifs des courbes de force « typiques » obtenues en milieu liquide sur les deux

types de surfaces.
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——————————— Approche

— Retrait

(a)

Force (10nN / div)

Déplacement (50nm / div)

Figure 4.3 : Courbes de force typiques réalisées dans une solution de KCI 10 M a pH = 2,
a l'aide d’une pointe modifiée par polymérisation plasma. (a) PDMS modifié par
polymérisation plasma, (b) PDMS non traité

Remarquons tout d’abord que le levier (k ~ 0,25 N.m™) utilisé pour les mesures de force
est insensible au module d’Young du substrat de PDMS. En effet, la pente de la partie
linéaire des courbes déflexion en fonction du déplacement dans la zone de contact est
environ égale a l'unité, c'est-a-dire que la surface est trés rigide comparativement a la
raideur du levier. En d’autres termes, lorsque la pointe et I'échantillon sont en contact, dans
la partie linéaire de la courbe de force, la pointe ne s’enfonce pas dans le matériau mais
c’est le levier qui subit une déflexion proportionnelle au déplacement de I'’échantillon. En
conséquence, les mesures de force réalisées dans le cadre de cette étude ne permettent
pas de mettre en évidence des modifications du module élastique de la surface susceptibles
d’étre induites par le traitement plasma.

Nous remarquons cependant que les forces d’attraction a I'approche et les forces
d’adhésion au retrait sont plus élevées sur les substrats de PDMS non-traités
comparativement aux substrats traités 6 min par polymérisation plasma. La création de
nouvelles interfaces avec I'eau est d’autant plus colteuse en énergie que la surface est
hydrophobe. La difféerence de mouillabilit¢ de I'eau sur une surface de PDMS (119°) et une
surface de PDMS traitée par polymérisation plasma (98°) suggére que la contribution des
interactions hydrophobes sur les forces d’adhésion doit étre plus importante dans le cas du
PDMS non traité.
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D’autre part, la pointe présentant des groupements diacide peut également interagir
spécifiquement avec la surface de PDMS, ce qui contribue a la force d’adhésion. Les travaux
d’Haidara et al.*® montrent que la valeur expérimentale et la valeur théorique de la tension
interfaciale eau - huile de silicone calculée en émettant I'hypothése que la composante
polaire de I'énergie de surface du PDMS est nulle peuvent présenter un écart de prés de
20%. Ce résultat suggere l'existence d’interactions polaires entre le silicone et I'eau,
probablement par la formation de liaisons hydrogéne entre I'eau et le doublet de I'oxygene
des chaines de silicone. En pratique, cette propriété est mise a profit dans le collage du
silicone sur une surface de verre « propre » comportant des groupements silanols. Cette
propriété est également exploitée pour I'élaboration de gels de silicone a partir de chaines de
silicone a fonctionnalit¢t —COOH capables de former des liaisons hydrogéne entre les
-COOH de la pointe et le doublet de 'oxygéne des chaines siloxane Si-0-8j.*°

Enfin, les différences de force d’adhésion mesurées entre le PDMS modifié et le PDMS
traité proviennent également de la surréticulation de la surface de PDMS sous l'effet du
traitement plasma. En premier lieu, la surréticulation qui entraine une augmentation du
module de surface peut causer une réduction de l'aire de contact entre la pointe et la
surface, et donc réduire le nombre de sites d’interactions spécifiques. Par ailleurs, la
surréticulation entraine une diminution des effets de dissipation viscoélastique qui
influencent fortement le travail d’adhésion thermodynamique, selon le modéle rhéologique de

I'adhésion.*142

Dans leurs travaux portant sur le traitement UV de surfaces de PDMS,
Vansco et al*® confirment ces observations en attribuant la diminution des forces d’adhésion
entre une pointe —OH et la surface de PDMS oxydée a ces effets liés au durcissement de la
surface.

Si 'on considére lallure typique des courbes de force obtenues dans I'eau sur une
surface de PDMS non traitée (Figure 4.3(b)), on observe que le saut a 'adhésion (« pull-
on ») et la séparation entre la pointe et la surface (« pull-off ») sont abruptes. Ces allures
sont surprenantes dans la mesure ou le matériau étudié est élastique (et, en particulier,
viscoélastique). En général, on observe sur ce type de matériau une séparation progressive
de la pointe et de la surface liée a I'étirement de la surface (Figure 4.4(b)). De méme, a
'approche, une phase d’indentation peut étre induite par les forces d’attraction (Figure
4.4(a)).43 En effet, la déflexion progressive du cantilever est généralement observée sur une
distance relative pointe-échantillon supérieure a la portée des forces attractives de Van der
Waals. La difficulté est de déterminer a quel moment la pointe entre en contact avec
I’échantillon, ce qui rend la détermination de la profondeur d’indentation approximative. La

pointe cesse de s’enfoncer dans le matériau lorsque I'équilibre entre les forces d’attraction et
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les forces élastiques du substrat est atteint. Le cantilever subit alors une déflexion positive

linéaire, proportionnelle au déplacement du piézo.

Approche l (a) \R?trait I (b)

Figure 4.4 : Déformation d’une surface élastique en interaction adhésive avec la pointe AFM
lors de la mesure de force : (a) approche (b) le retrait

Les courbes de forces réalisées sur un substrat de PDMS a l'air dans les mémes
conditions montrent l'allure caractéristique d’'un matériau élastique, comme cela est

représenté sur la Figure 4.5.

,,,,,,,,,,, Approche

Retrait

Force (20nN / div)

Déplacement (100nm / div)

Figure 4.5 : Courbe de force typique obtenue a l'air sur un échantillon de PDMS non traité,
avec une pointe modifiée par polymérisation plasma

La difféerence entre I'allure des courbes de force obtenues sur le PDMS dans l'air et dans
'eau s’explique si I'on considére le caractére dynamique de la mesure de force : lors des
mesures en milieu aqueux, les forces d’attraction entre la pointe et la surface sont diminuées
par la couche d’hydratation formée sur la pointe, ce qui réduit I'indentation. Cette couche
d’hydratation est probablement déplacée lors du contact. Au retrait, la séparation de la pointe
et de la surface est « accélérée » par le mouillage de la pointe hydrophile : dés que la
séparation est suffisante pour que I'eau « voit » les deux nouvelles interfaces, les liaisons

hydrogéne pouvant exister entre la pointe et les chaines siloxanes sont écrantées par la
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couche d’hydratation se formant sur la pointe. En conséquence, la séparation de la pointe et
de la surface de PDMS est abrupte.

Au contraire, dans l'air, I'énergie interfaciale pointe-air est plus élevée que I'énergie
interfaciale pointe-PDMS (formation de liaisons hydrogene). Lorsque la pointe et la surface
de PDMS sont progressivement séparées, une partie des interactions spécifiques entre la
pointe et la surface sont maintenues et la surface de PDMS est étirée ce qui se manifeste
expérimentalement par une séparation plus progressive de la pointe et de la surface.
Remarquons que dans le cas de matériaux viscoélastiques comme le PDMS, la profondeur
d’'indentation a I'approche, la séparation progressive de la pointe et de la surface au retrait et
la force d’adhésion dépendent de la vitesse d’approche/retrait et du temps de contact de la
pointe sur la surface.** Ces parametres doivent étre maintenus constants si I'on s’intéresse a
influence des interactions moléculaires spécifiques sur la force d’adhésion pointe-surface.
Dans tous les cas, la dissipation viscoélastique conduit a une amplification du travail
réversible d’adhésion d'un facteur multiplicateur caractéristique du matériau

viscoélastique.41 42

4.3.2 Conséquences en imagerie

La diminution des interactions adhésives pointe-surface en milieux aqueux a des
conséquences en imagerie en mode contact sur ce type de matériau : I'imagerie en milieu
aqueux avec une pointe hydrophile, a faible taux d’appui permet de réduire les interactions
pointe substrat et ainsi de diminuer les effets dus a la pégosité. Par exemple, la Figure 4.6
présente les images AFM d’un échantillon de PDMS réalisées en mode contact, dans I'air et
dans l'eau. Dans les deux cas, les images sont réalisées avec un levier de constante de
raideur trés faible (0,06 N.m™), avec une pointe traitée 2 min par polymérisation plasma. Ce
temps de traitement court est utilisé afin de rendre la surface plus hydrophile sans trop
augmenter son rayon. Un taux d’appui («déflection setpoint ») minimal permettant de suivre
la topographie est appliqué afin de réduire les interactions pointe-surface. Les images a l'air
et dans I'eau sont réalisées exactement dans la méme zone. La rugosité apparente de
I’échantillon est plus élevée dans le cas ou I'analyse est réalisée dans l'air. Les sections
correspondantes illustrent cette observation. Ce phénomeéne est lié a I'indentation induite par
les forces d’attraction entre la pointe et la surface dans l'air. |l est donc préférable de réaliser
les images du PDMS dans I'eau afin de réduire ces effets, ce qui permet d’obtenir des
images mieux résolues et dont la rugosité apparente est plus représentative de la rugosité

réelle de I’échantillon.
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Figure 4.6 : Images AFM d’un substrat de PDMS réalisées en mode contact, dans des
conditions d’appui trés faibles, (a) a l'air, (b) dans l'eau. Les images ont été réalisées dans
la méme zone de I'échantillon. Les sections correspondent a la méme zone de I'échantillon

imagé dans l'air et dans I'eau

4.4 Titration par force chimique

4.4.1 PDMS non traité

La Figure 4.7 présente I'évolution des forces d’adhésion mesurées sur un substrat de
PDMS non traité en fonction du pH, a faible force ionique et force ionique élevée, a l'aide
d’'une pointe AFM modifiée par polymérisation plasma.

Quelle que soit la force ionique, nous observons que les forces d’adhésion ne varient pas
entre pH = 2 et pH = 11 puis diminuent fortement pour des valeurs de pH supérieures a 11.
Nous avons vu par titration infrarouge et par mesure de potentiel d’écoulement que le
second pKa de la pointe se situe a pH ~ 10,5 ce qui signifie que 75% des groupements
acides de la surface sont sous la forme COO™ a cette valeur de pH. Au-dela, I'ionisation est
quasiment totale, autrement dit les groupements acide de la pointe ne peuvent plus interagir

par liaisons hydrogéne avec les groupements siloxane du PDMS (au niveau des doublets de
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'oxygeéne), ce qui explique la faible adhésion de la pointe et de la surface de PDMS a pH
élevé. Dans ce sens, des travaux montrent par des tests JKR que l'adhésion entre des
monocouches a fonctionnalité —OH ou —COOH de concentration variable et un échantillon de

PDMS réticulé augmente avec I'acidité et la concentration des groupements de la pointe.45
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Figure 4.7 : Evolution des forces de pull-on (s=¢) et de pull-off (—) en fonction du pH entre
une pointe AFM modifiée par polymérisation plasma et une surface de PDMS a différentes
concentrations de KCI : (a) 10*M et (b) 10'M

Les forces d’adhésion entre la pointe modifiée par polymérisation plasma et la surface de
PDMS sont insensibles a la premiére ionisation de la pointe a pH ~ 3,2. Ce résultat suggére
qu’'un seul groupement acide protoné -COOH par molécule de diacide établit une liaison
hydrogéne avec les chaines siloxanes Si-O-Si a faible valeur de pH, l'autre groupement
acide de la molécule de diacide étant susceptible de former une liaison hydrogene
intramoléculaire. Enfin, nous remarquons que les forces d’adhésion réalisées sur les
substrats de PDMS ne varient pas significativement en fonction de la force ionique, ce qui
confirme que les interactions entre la pointe modifiée et le PDMS ne sont pas de nature

électrostatique.

4.4.2 PDMS traité 6 min

Nous avons montré que la pointe AFM et la surface de PDMS modifiées par
polymérisation plasma de I'anhydride maléique ont des propriétés acide-base similaires :

pointe et surface fonctionnalisées présentent le méme degré d’ionisation a un pH donné.
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Cette propriété nous a permis de réaliser la titration par force chimique de la surface de
PDMS modifiée.

La Figure 4.8 représente des courbes de force typiques réalisées en milieu aqueux, entre
une pointe AFM et un substrat de PDMS tous deux modifiés par polymérisation plasma a

différentes valeurs de pH, a une concentration de KCI constante de 10 M.

(b) pH =7,2 (c) pH = 10,5

_ Force (2¥5nN/div) ‘
‘ Force (2,‘5nN/div) ‘
_ Force (2,‘5nN/div) ‘

Déplacement Z du piézo (25nm/div)

Figure 4.8 : Courbes de force-déplacement typiques obtenues entre une pointe AFM et une
surface de PDMS modifiées par polymérisation plasma dans une solution de KCI de 10* M, a
différentes valeurs de pH : (a) pH =3, (b) pH =7,2 ; (c) pH = 10,5. Les courbes de force a
I'approche (- - -) et au retrait (—) sont représentées pour chaque valeur de pH

Nous observons une diminution significative des forces d’attraction a I'approche (« pull-
on ») et des forces d’adhésion au retrait (« pull-off ») pour des valeurs croissantes de pH.
Nous remarquons que les forces a I'approche sont trés faibles comparativement aux forces
au retrait, notamment parce que le systéme étudié est déformable et viscoélastique. Malgré
ces différences, les courbes a I'approche et au retrait peuvent étre traitées de la méme
maniére en tracant la valeur moyenne des forces de « pull-on » et de « pull-off » en fonction
du pH et de la force ionique afin d’obtenir les courbes de « titration par force chimique ».

La Figure 4.9 présente les courbes de titration par force chimique réalisées a différentes
concentrations en KCI.
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Figure 4.9 : Courbes de titration par force chimique obtenues a partir des mesures de force
entre une pointe AFM et une surface de PDMS modifiées par polymérisation plasma de
I'anhydride maléique réalisées a des concentrations de KCI de (a) 10*M, (b) 107, (c) 107 M.
Les valeurs des forces de pull-on a 'approche (---) et de pull-off au retrait (—) sont
représentées pour chaque valeur de pH

Quel que soit le pH ou la concentration en sel, les forces a I'approche sont plus faibles
que les forces au retrait. A des valeurs de pH élevées ou dans des conditions de force
ionique élevées, les forces d’attraction a I'approche sont nulles ou trop faibles pour étre
mesurées avec la constante de raideur de levier utilisée dans cette étude (k ~ 0,25 N.m™).

Cependant, pour des valeurs de pH comprises ente pH = 2 et pH =7, nous remarquons que
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les forces de « pull-on » et de « pull-off » suivent des variations similaires, ce qui indique que
les interactions attractives a l'approche sont corrélées aux interactions moléculaires
spécifiques a 'origine de I'adhésion entre la pointe et la surface.

Dans un premier temps, nous analyserons I'évolution des forces d’adhésion en fonction
du pH et de la force ionique afin d’estimer les pKas de surface des groupements diacide
greffés sur la surface de PDMS. Nous utiliserons ensuite les informations relatives aux
courbes de force a I'approche afin d’analyser plus précisément la nature des interactions

moléculaires spécifiques a I'origine de I'adhésion interfaciale.

4.4.3 pKas de surface

La courbe de titration par force chimique obtenue a partir des mesures de forces
d’adhésion réalisées & une concentration en KCl de 10* M passe par un maximum a pH ~
3,5 (Figure 4.9(a)). Ce maximum est moins prononcé pour une concentration de KCI de 107
M (Figure 4.9(b)) tandis que la courbe montre une allure sigmoidale pour une concentration
de 10" M (Figure 4.9(c)). Des tendances similaires ont été observées dans le cas de
mesures de forces réalisées entre une pointe AFM et un échantillon tous deux modifiés
avec des SAMs a fonctionnalité acide carboxylique.46 Dans ces travaux, la courbe de titration
obtenue a faible force ionique présente un pic au pH auquel les forces d’adhésion pointe-
surface sont maximales. Ce pic est attribué a la formation de liaisons hydrogéne ioniques se
formant entre des espéces neutres (-COOH) et des espéces chargées (-COQ") de la pointe
et de la surface. Des travaux théoriques démontrent que les liaisons hydrogéne ioniques —
COOQO +=« HOOC- sont plus forte que les liaisons hydrogéne entre espéces neutres du type -
COOHs+HOOC-.*’ Statistiquement, il existe un maximum de liaisons de ce type lorsque la
moitié des groupements acides de la pointe et de I'échantillon sont ionisés, c'est-a-dire
lorsque le pH est égal au pKa de la pointe et de la surface (dans le cas ou pointe et surface
ont des propriétés acide-base similaires).

Concentrons-nous dans un premier temps sur la courbe de titration obtenue a faible
concentration de KCI. A pH < 2, la majorité des groupements acides sont protonés et
lorsque pointe AFM et substrat de PDMS modifiés sont en contact, des liaisons hydrogéne
intermoléculaires -COOH++sHOOC- se forment entre les groupements de la pointe et de la
surface, comme le décrit la Figure 4.10(a). Lorsque le pH augmente (pH > 2), nous avons
montré par titration FTIR que la premiére ionisation des groupements diacides débute. Par
conséquent, une proportion croissante des liaisons hydrogéne intermoléculaires entre la
pointe et I'échantillon sont de type ionique -COQO™++sHOOC-. La force d’adhésion maximale
est mesurée a pH ~ 3,5 lorsque le nombre de liaisons de ce type est maximal (Figure
4.10(b)). Dans le cas d’acides carboxyliques simples, le pKa de surface est attribué au pH

auquel les forces d’adhésions maximales sont mesurées. Par analogie, dans le cas de
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diacides, nous pouvons attribuer le pH auquel les forces d’adhésion sont maximales au pKa;

de la surface.
a - b
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Figure 4.10 : Représentation schématique des interactions spécifiques entre pointe AFM et
substrat de PDMS modifiés par polymeérisation plasma a faible force ionique, en fonction du
pH. (a) pH>3; (b) pH~ 3,5, (c)4<pH<7-8;(d) pH> 10

Cette valeur est parfaitement corrélée avec la valeur de pKa; de surface déterminée par
FTIR-ATR. Lorsque le pH est augmenté (pH > 3,5), davantage d’espéces —COQO" se forment
sur la pointe et la surface ce qui se traduit par une diminution des forces d’adhésion. Un
plateau est observé entre pH = 5 et pH = 8. Dans cet intervalle de pH, la premiére
ionisation des groupements diacide de la pointe et de la surface est compléte. Des liaisons
hydrogéne ioniques (fortes) intramoléculaires existent alors entre les groupements protonés
et les groupements ionisés pour 'ensemble des groupements diacides de la pointe et de la
surface. Lorsque la pointe et la surface sont en contact, cette liaison hydrogéne interne a
pour effet de diminuer le caractére ionique des liaisons hydrogéne intermoléculaires entre
les groupements de la pointe et de la surface : la liaison hydrogéne interne compense la
charge de I'anion COO" tout en diminuant I'acidité de I'espéce —COOH adjacente. Ainsi, en
moyenne, les interactions ioniques entre groupements de la pointe et de la surface sont plus
faibles que celles observées au pKa;ou un maximum de groupements diacides non ionisés

peuvent former des liaisons hydrogéne ioniques intermoléculaires avec des groupements
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diacide partiellement ionisés. La Figure 4.10(c) schématise cette situation en représentant
deux situations extrémes « instantanées ». Dans la premiére, la liaison hydrogéne interne
n’est pas prise en compte et des liaisons hydrogéne ioniques se forment entre la pointe et la
surface. Dans la seconde situation, les liaisons hydrogéne ioniques intramoléculaires
prévalent sur les liaisons intermoléculaires afin de minimiser les charges négatives a l'origine
de répulsions électrostatiques entre diacides de la pointe et de la surface. La situation réelle
correspond probablement a une « moyenne » de ces deux situations. Pour des valeurs
élevées de pH (pH > 8), les forces d’adhésion diminuent progressivement avant d’étre nulles
a pH > 11. La décroissance des forces d’adhésion entre pH = 8 et pH = 11 correspond a la
seconde ionisation des groupements diacides de la pointe et de la surface. Lorsque les
groupements de la pointe et de la surface sont complétement ionisés, ceux-ci ne peuvent
plus interagir par liaison hydrogéne et subissent au contraire une répulsion électrostatique

(Figure 4.10(d)). D’apres la courbe de titration, nous pouvons estimer que pKa, ~ 9,5.

4.4.4 Effet de la force ionique

Discutons a présent de l'effet de la force ionique sur l'allure des courbes de titration par
force chimique. Nous observons que le maximum de force d’adhésion est moins prononcé
pour KCI 102 M comparativement & KCI 10* M, puis disparait totalement pour une
concentration de 10" M (Figure 4.9). Les forces d’adhésion maximales sont observées au
pH auquel le plus grand nombre de liaisons hydrogéne ioniques -COQ™ <=« HOOC- peuvent
se former entre les groupements diacide de la pointe et de la surface. Lorsque la force
ionique augmente, davantage de contres-ions K* se condensent sur les ions carboxylate ce
qui conduit a une diminution du caractéere ionique des liaisons hydrogene intermoléculaires
entre les groupements diacide de la pointe et de la surface de I'échantillon. Par conséquent,
les forces d’adhésion mesurées & force ionique élevée (10'M) sont plus faibles et moins
sensibles aux variations de pH que les forces d’adhésion mesurées pour des concentrations
de sel plus faibles. A pH élevé (pH > 9), au niveau de la seconde étape d’ionisation des
diacides, les contre-ions K* diminuent également la répulsion électrostatique des espéces
ionisées de la pointe et de la surface : les forces d’adhésion sont non nulles a pH élevé pour
des concentrations de KCl de 102M et 107" M.

4.4.5 Nature des interactions pointe-surface

A ce stade, les pKas de surface ont été estimés a partir de I'étude de I'évolution des
forces au retrait (« pull-off ») en fonction du pH. En particulier, les variations de forces
d’adhésion sont exaltées a faible force ionique par la formation de liaisons hydrogéne

ioniques entre la pointe et la surface.

132



Chapitre 3 — Propriétés acide-base de surface

A présent, les courbes de force a l'approche peuvent nous apporter des informations
complémentaires concernant la nature des interactions entre la pointe et la surface a l'origine
de I'adhésion interfaciale. Similairement a la courbe de titration obtenue a partir des forces
de « pull-off », les variations des forces de « pull-on » en fonction du pH montrent un
maximum a pH~3,5 a force ionique modérée (Figure 4.9 (a)). Ces forces résultent d’'un
équilibre entre les forces attractives de Van der Waals, les interactions attractives par
formation de liaisons hydrogéne, et les forces de répulsion électrostatique (forces de double
couche électrique). Les interactions de type électrostatique et liaisons hydrogéne dépendent
du degré d’ionisation de la surface, et donc du pH, tandis que les forces de Van der Waals,
entre dipbles instantanés ou induits, sont généralement indépendantes du pH. Par
conséquent, les variations de forces d’attraction mesurées en fonction du pH sont attribuées
uniquement aux interactions électrostatiques et par liaisons hydrogéne. La Figure 4.11
présente des courbes de forces a I'approche typique obtenues pour différentes valeurs de
pH a concentration d’électrolyte faible et élevée.

(a) KCI 104 M (b) KCI 10" M
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Déplacement Z du piézo (25nm/div) Déplacement Z du piézo (25 nm/div)

Figure 4.11 : Courbes de forces a I'approche typiques obtenues a différentes valeurs de pH
dans (a) KCI 10°M et (b) KCI 107" M

A pH = 2, lorsque la majorité des groupements diacide de la pointe et de la surface est
complétement protonée, aucune force attractive ou répulsive n’est mesurée dans la phase
d’approche de la pointe et de I'échantillon. Ce résultat montre que les forces de Van der
Waals sont trop faibles pour étre mesurées dans les conditions expérimentales utilisées ici.
Lorsque le pH est augmenté, des forces attractives apparaissent clairement a force ionique

faible (KCI 10™*M). Ces forces sont maximales & pH ~ 3,5. L’attraction n’est pas observée a
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force ionique élevée. Comme les interactions par liaisons hydrogéne entre espéces neutres
-COOHe++sHOOC- ne dépendent pas de la force ionique, les forces attractives observées a
faible force ionique doivent étre principalement dues aux interactions hydrogéne
intermoléculaires entre les espéces neutres et les espéces ionisées -COQO™ e« HOOC-,
comme nous l'avons suggéré a partir de I'analyse des forces de « pull-off ». De plus, la
disparition des forces attractives a force ionique élevée est probablement liee a la
condensation de contres-ions K* sur les groupements carboxylate, ce qui a pour effet de faire
écran aux interactions hydrogéne ioniques. Entre pH = 6 et pH = 9, les forces attractives
mesurées a force ionique faible sont diminuées, puis disparaissent a pH > 9. La Figure 4.11
(a) montre clairement une répulsion a pH élevé (pH = 11,8) tandis qu’a des valeurs de pH
intermédiaires (pH = 6,6), les forces d’attraction a courte portée se superposent aux forces
répulsives a longue portée. En d’autres termes, les forces attractives dues aux interactions
hydrogéne ioniques -COO" <« HOOC sont progressivement substituées par des forces
électrostatiques répulsives -COO" <-> "OOC- lorsque le pH augmente. Parce que les
groupements chimiques a l'origine de ces interactions sont des diacides, a pH intermédiaire,
les groupements partiellement ionisés sont a l'origine de forces répulsives a longue portée,
puis les forces d’attraction par liaisons hydrogéne sont observées lorsque la distance de
séparation entre les groupements de la pointe et de la surface est suffisamment faible.

La Figure 4.12 présente des exemples de courbes force-séparation a l'approche
obtenues a pH élevé pour différentes concentrations d’électrolyte.

> (a) KCI 10" M
S
Z
[
o (b) KCI 102 M
2
o
L
(c) KCI 104 M

Séparation pointe-échantillon (30nm/div)

Figure 4.12: Courbes force-séparation typiques obtenues a l'approche, a pH ~ 12, a
différentes concentrations d’électrolyte. (a) KCI 107 M, (b) KCI 10% M, (c) KCI 10* M

Qualitativement, nous observons que I'amplitude et la portée des interactions répulsives

décroissent lorsque la force ionique augmente. Dans le cas d'un électrolyte 1:1, la longueur
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de Debye (1/k) des forces électrostatiques de double couche électrique est inversement

proportionnelle a la racine carrée de la concentration C :

I 0304 Eoation 4.1
—= on 4.
x JC quati

Les forces d’interaction répulsives de double couche électrique entre deux surfaces
chargées décroissent exponentiellement lorsque la distance D séparant les surfaces

augmente :

—KD ;
Foce Equation 4.2 *

Nous pouvons directement calculer la longueur de Debye théorique (1/k) a laide de
I'équation 4.1 pour chaque concentration de KCIl. A partir des courbes force-distance
obtenues a l'approche a valeur de pH élevée, nous pouvons également déterminer la
longueur caractéristique de décroissance exponentielle des forces de répulsion observées

expérimentalement afin de les comparer aux valeurs théoriques.48

Le Tableau 4.1 compare
les longueurs caractéristiques de décroissance exponentielle expérimentale a la longueur de
Debye théorique. Nous remarquons que les valeurs expérimentales corrélent bien avec les
prédictions théoriques. Ce résultat permet de confirmer que les forces répulsives mesurées
lors de I'approche de la pointe AFM et de la surface de PDMS a valeur de pH élevé sont de

nature électrostatique.

[KCI] 1/k expérimental 1/k théorique
(M) (nm) (nm)

10" 1,5+0,5 1

1072 4+15 3

10* 225 30

Tableau 4.1 : Longueurs de décroissance caractéristique (longueur de Debye 1/k)
théoriques et expérimentales des forces électrostatiques répulsives. Les valeurs
expérimentales résultent de I'ajustement exponentiel de 10 courbes force-distance
obtenues a pH ~ 12, en utilisant I'Equation 4.2. Les valeurs théoriques ont été calculées a
partir de 'Equation 4.1

4.4.6 Effet d’un électrolyte divalent

Finalement, nous avons également évalué les interactions entre pointe et surface

modifiées en présence de cations divalents Ca?*. Les cations divalents sont connus pour
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ponter des groupements diacides ionisés. Ainsi, des mesures de force ont été réalisées
dans une solution de CaCl, de 4.10° M de force ionique équivalente a celle d’une solution
de 2,4.102 M de KCI. La Figure 4.13 compare les courbes de titration par force chimique

réalisées dans CaCl, et dans KCI dans des conditions de force ionique similaires.
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Figure 4.13 : Courbes de titration par force chimique obtenues a partir (a) des
mesures de forces de « pull-on » a I'approche, (b) des mesures de forces de « pull-off » au
retrait. Les mesures de forces présentées ont été réalisées dans un électrolyte 1:1, de KC/

102 M (+++) et dans un electrolyte (—) 1:2 de CaCl,4.10°M

Les variations des forces de « pull-on» et de « pull-off » mesurées dans CaCl, en fonction
du pH different considérablement de I'évolution des forces mesurées dans KCIl. Comme
dans KCI, les forces de « pull-on » et de « pull-off « passent par un maximum a pH ~ 4.
Cependant, ces forces a l'approche et au retrait sont plus faibles que dans KCI pour les
faibles valeurs de pH, ce qui tend a montrer que les interactions hydrogéne de type ionique

sont plus faibles en présence de CaCl,. Les différences sont plus marquées a pH élevé : les
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forces attractives de « pull-on » et les forces adhésives de « pull-off » mesurées dans CaCl,
augmentent a partir de pH ~ 9 contrairement aux forces mesurées dans KCI, qui diminuent.
Or a valeur de pH élevé les diacides sont totalement ionisés. Ces effets s’expliquent par les
fortes interactions entre les ions Ca*" et les groupements carboxylate —COO", comme le

présente schématiquement la Figure 4.14.

Pointe

| Substrat Substrat

Figure 4.14 : Représentation schématique des interactions spécifiques entre pointe AFM et
substrat de PDMS modifiés par polymeérisation plasma en présence de contre-ions divalents
(a) pH ~ 3,5 (b) pH > 10,5

A valeur faible de pH, les interactions par liaison hydrogéene ionique sont en compétition
avec les interactions entre les groupements carboxylate et les ions Ca?* (Figure 4.14 (a)), ce
qui se traduit par une diminution des forces attractives de « pull-on» et des forces
d’adhésion. A pH élevé, lorsque la majorité des groupements sont sous la forme d’ions
carboxylate, les cations Ca®" peuvent jouer le role de « ponts » entre les groupements
chargés de la pointe et de la surface de I'échantillon (Figure 4.14 (b)). La présence de
cations divalents Ca®" est a 'origine de I'attraction de la pointe et de la surface a I'approche
alors que nous avons mis en évidence des phénomenes de répulsion électrostatique dans
KCl. Par conséquent, les ponts formés par les ions Ca®" sont & lorigine des forces
d’adhésion croissantes avec le pH. En effet, a pH croissant, le taux d’ionisation augmente, et
ainsi davantage de groupements carboxylate de la pointe et de la surface sont susceptibles
d’étre pontés par un cation. De facon similaire, en présence de CaCl,, des forces attractives
ont été mesurées a l'aide d’'un SFA (Surface Force Apparatus) entre deux surfaces de mica
et par AFM entre une pointe en nitrure de silicium traitée par plasma eau et une surface de
mica.*® En particulier, ces propriétés ont été mises a profit par Jenkins et al®® pour
promouvoir I'adhésion de bicouches lipidiques sur un film de polymére plasma d’anhydride

maléique, en présence d’ions Ca*".
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5 Propriétés acide-base de surface : bilan

5.1 pKas de surface

Nous avons mis en évidence les propriétés acide-base de la surface de PDMS modifiée
par polymérisation plasma de [I'anhydride maléique. L’hydrolyse des groupements
d’anhydride maléique conduit a la formation de groupements diacides montrant deux étapes
d’ionisation. Les deux pKas de la surface de PDMS modifiée ont été évalués par trois

méthodes de titration de surface différentes :

- Latitration par angle de contact : Insensible au pKa; ; pKa, ~ 10,5
- Latitration FTIR-ATR : pKa; ~ 3,2 ; pKa, ~ 10,5
- Latitration par force chimique : pKa;~ 3,5 ; pKa,~9,5+ 1,5

Les pKas de surface déterminés par les trois méthodes de titration sont similaires. Nous
remarquons que le pKa, déterminé par la méthode de titration par force chimique est
Iégérement plus faible que les valeurs de pKa, estimées par les deux autres méthodes. La
courbe de titration par force chimique obtenue a force ionique faible indique que la seconde
étape d’ionisation commence a pH = 8 (taux d’ionisation de 0,5) et est compléte a pH = 11
(taux d’ionisation de 1). Le pKa, est donc situé dans cet intervalle, mais la dépendance des
forces d’adhésion en fonction du taux d’ionisation n’est pas connue. En tenant compte de
cette incertitude, nous pouvons cependant considérer que la seconde étape d’ionisation
observée par AFM corréle de maniére satisfaisante avec les valeurs de pKa, de surface
déterminées par les autres méthodes de titration.

Les trois méthodes montrent que les pKas de surface sont plus élevés que les pKas de
molécules d’acide maléique en solution, ce qui est généralement observé pour des
groupements de surface. Cette tendance est attribuée au micro-environnement des
groupements défavorisant les échanges de protons, et a leur confinement, ayant pour effet
de stabiliser les formes protonées par liaisons hydrogéne intermoléculaire. Dans le cas
présent, des liaisons hydrogéne intermoléculaire de ce type ont été mises en évidence par
FTIR-ATR.

5.2 Propriétés d’adhésion

Nous avons montré que le traitement de 6min par polymérisation plasma génere des
modifications importantes des propriétés d’adhésion du substrat de PDMS : la surréticulation

de la surface réduit, comme attendu, les effets de dissipation viscoélastique, tandis que les
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groupements d’anhydride maléique sont a l'origine des propriétés d’adhésion dépendantes
du pH et de la force ionique.

Les mesures de force entre la pointe AFM et la surface de PDMS modifiées par
polymérisation plasma nous ont permis d’évaluer l'influence des propriétés acide-base du
film sur ses propriétés d’adhésion. A pH faible (pH ~1-5), la majorité des groupements —
COOH du film sont a la fois donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne, ce qui est a
I'origine de I'adhésion pointe-surface. Pour ces valeurs de pH, le film montre une affinité trés
forte pour des espéces négativement chargées par formation de liaisons hydrogéne
ioniques.

Pour des valeurs de pH intermédiaires (pH ~ 5-8), les groupements diacides sont
partiellement ionisés. Le groupement COO™ formé est stabilisé par une liaison hydrogéne
interne avec le groupement —COOH adjacent. Dans cet intervalle de pH, le film montre
probablement une affinité pour des systémes (molécules, polyméres, protéines etc)
amphotéres. Bien qu’écrantée par la liaison hydrogéne interne, la charge —COO" est
susceptible de former des interactions de nature électrostatique avec des espéeces chargées
positivement, telles que des groupements —NH3"

Pour des valeurs de pH élevées (pH > 9), la majorité des groupements diacides sont
complétement ionisés sous la forme —COO’, ce qui est a l'origine des forces de répulsion
électrostatique entre la pointe AFM et la surface a pH élevé. Nous avons montré que cette
répulsion se transforme en attraction en présence de cations divalents (Ca?").

Le traitement de la surface de PDMS par polymérisation plasma permet donc d’introduire
des groupements chimiques conférant a la surface des propriétés acide-base dépendantes
du pH. Ces propriétés sont a l'origine d’interactions moléculaires spécifiques (liaisons
hydrogéne, interactions électrostatiques) en milieu aqueux, modulables en fonction du pH,

de la force ionique, et de la nature de I'électrolyte.

6 Propriétés sous étirement : effet de « dilution »

Dans cette étude, nous nous focalisons sur le traitement court de 6 min car celui-ci ne
conduit pas a la formation de craquelures sous étirement. La fonction du traitement par
polymérisation plasma est d’introduire des groupements chimiques réactifs a la surface du
substrat de PDMS. L’objectif est de promouvoir « la dilution » de ces groupements par
I’élongation macroscopique du substrat. Nous avons mis en évidence les propriétés de
mouillage et d’adhésion du substrat de PDMS modifié, caractéristiques des groupements

diacide entrant dans la composition chimique du dépbét. Dans cette partie, nous allons
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examiner I'évolution de ces propriétés lors de I'élongation du substrat afin de mettre en

évidence la « dilution » des groupements réactifs.

6.1 Mouillabilité

6.1.1 Titration sous étirement

Nous avons montré que, sur une surface de PDMS traitée par polymérisation plasma puis
hydrolysée, I'angle de contact de I'eau décroit en fonction du pH entre pH = 8 et pH = 12.
Nous avons attribué ces variations a la seconde étape d’ionisation des groupements diacide
de la surface. La Figure 6.1 présente les mesures d’angle de contact en fonction du pH

réalisées sur le substrat a I'état étiré (taux d’allongement uniaxial € = 100%).
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Figure 6.1 : Angle de contact a 'avancée en fonction du pH. (a) PDMS traité, (b) PDMS
traité, étiré, (c) PDMS non traité, (d) PDMS non traité, étiré. Sous étirement uniaxial, 'angle
de contact est mesuré dans la direction d’élongation (la ligne triple et la direction
d’élongation sont dans le méme plan

Nous observons que I'angle de contact de I'eau ne varie pas sur le substrat de PDMS non
traité, a I'état étiré, avec le pH. Sur le substrat de PDMS traité, 'angle de contact décroit en
fonction du pH entre pH = 8,5 et pH = 12,5 a I'état étiré, similairement a I'état relaxé. Ce
résultat indique que le pKa, de la surface ne dépend pas du taux d’étirement.

Cependant, nous observons clairement que les angles de contact sont globalement plus
élevés sous étirement, comparativement aux angles mesurés sur le substrat relaxé. De plus,

I'écart entre les valeurs mesurées sous étirement et a I'état relaxé augmente en fonction du
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pH, c’est a dire en fonction du taux d’ionisation de la surface. Ce résultat suggére que
'augmentation de l'angle de contact est liée a des modifications de la concentration

surfacique des groupements diacide a propriétés acide-base.

6.1.2 Composante acide-base du travail d’adhésion

A partir de la mesure de l'angle a I'avancée de 'eau, nous pouvons calculer le travail
d’adhésion solide-liquide Wg,, c'est-a-dire I'énergie nécessaire pour séparer le liquide de la

surface solide, par unité de surface :

W =y,(1+cosf) Equation 6.1

Selon Fowkes, le travail d’adhésion Wg,_ est la somme du travail d’adhésion provenant
des interactions dispersives de London W5, P et des interactions acide-base entre le liquide et
la surface solide, si I'on néglige les interactions polaires de type dipble-dipdle et dipble-dipdle

induit.>’

WSL = Wsﬁ + WSIEB Equation 6.2

Pour un solide apolaire :

Wy =Wg =2(r5 7)) =2(r5.7,)"  Equation 6.3

La composante acide-base du travail d’adhésion provient de 'ensemble des interactions
non dispersives entre le liquide et la surface solide, ce qui inclue, entre autres, les
interactions acide-base au sens de Lewis de type donneur-accepteur et les liaisons
hydrogéne.

1°2 |e travail d’adhésion acide-base Ws *® de

Dans I'approche présentée par Hittinger et a
surfaces présentant des propriétés acide-base au sens de Bronsted est défini par la
différence entre les travaux d’adhésion mesurés a ['état ionisé et non ionisé. Dans
I’hypothése que les autres composantes du travail d’adhésion ne varient pas en fonction du
pH et uniquement a condition que la chimie de surface du solide ne soit contrélée que par un
seul type de groupement de surface acide ou basique, la composante acide-base du travail
d’adhésion Wg "® est proportionnelle & la concentration surfacique de groupements acide-

base :

WP o« —n*® x AH® Equation 6.4
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Ou AH"® et n*® représentent respectivement I'enthalpie de la paire acide-base et la
concentration de surface du complexe acide-base.

La Figure 6.2 présente I'évolution du travail d’adhésion solide-eau Wg_en fonction du pH,
sur un substrat de PDMS modifié non étiré et étiré, déterminé a partir des mesures d’angle

de contact réalisées a différentes valeurs de pH.
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Figure 6.2 : Evolution du travail d’adhésion eau-substrat de PDMS modifié en fonction du pH.
(a) Substrat relaxé. (B) Substrat étiré uniaxialement avec un taux d’allongement € = 100%

Le travail d’adhésion acide-base lié aux interactions spécifiques entre les molécules d’eau
et les groupements diacides ionisés représente la différence entre le travail d’adhésion a pH

élevé et le travail d’adhésion a pH faible.

WP () =Wy, (&,pH =125) - Wy, (¢, pH < 9) Equation 6.5

Nous calculons Ws *® (1 0%) = 40 £ 5 mJ.m? et Wg."® (100%) = 29 + 7 mJ.m™. Le travail
d’adhésion eau-substrat relaxé Wg "® (0%) est plus élevé que le travail d’adhésion Wg "®

(100%) entre I'eau et le substrat étiré a un taux d’allongement de 100%.

6.1.3 « Dilution » des groupements réactifs

En principe, I'’élongation uni-axiale du substrat de PDMS doit conduire a une diminution
de la concentration de groupements —COOQO par unité de longueur dans la direction

d’élongation. Dans la direction perpendiculaire a la direction d’élongation, la contraction du
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substrat conduit a 'augmentation de la concentration de groupements par unité de longueur
d'un facteur lié au coefficient de poisson du substrat (~ 0,5 pour le PDMS). L’équation
montre que le travail d’adhésion acide-base entre l'eau et la surface dépend de la
concentration de paires acide-base H,O°+COQO’, autrement dit de la concentration
surfacique de groupements diacide. En premiére approximation, pour un taux d’allongement
¢ le rapport des travaux d’adhésion Ws "® (¢) et W *® (0%) déterminés respectivement
aprés et avant élongation devrait correspondre au rapport des concentrations de complexes

acide-base correspondantes.

WsiB (e) n’ (¢)

= Equation 6.6
WiE0%)  n™ (0%) 7

Pour un taux d’allongement de 100%, nous obtenons

%(())(;:/)o) =0,7+0,2 Equation 6.7
SL
D’aprés I'Equation 6.4, ce rapport doit correspondre au rapport des concentrations de
surface de groupements COO" avant et aprés étirement. Par ailleurs, nous pouvons
déterminer ce rapport théorique par un raisonnement simple : Soient n*® (x, €) et n"® (y, ¢)
les concentrations de groupements —COQO" par unité de longueur longitudinale (dans la
direction d’élongation) et transversale, respectivement. Pour un taux d’allongement

longitudinal €, nous avons

AB IO

0 Equation 6.8 et n**(y,e)=n] < Equation 6.9

n*®(x,&)=nl® x LT

Ou n*8(x,0%) et n*®(y,0%) = n¢"® dans le cas d’une concentration isotrope de
groupements a la surface de I'échantillon.

Dans le cas d’'un matériau incompressible (dont le volume reste constant), le facteur de
contraction transversal I/l peut s’écrire en fonction du facteur d’allongement longitudinal L/L,

et du coefficient de Poisson du matériau :
L. (Lj Equation 6.10

En prenant vV ~ 0,5 nous obtenons I/l ~ 0,7. Cette valeur est en parfait accord avec la

valeur mesurée expérimentalement. De plus, les valeurs a différents taux d’élongations sont
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en bon accord avec celles obtenus a partir 'Equation 6.10, comme le montre la Figure 6.3.

Ce résultat confirme que le coefficient de Poisson est de I'ordre de 0,5.

1

— Courbe théorique
0,8+ ¢ Points expérimentaux
0,6 +

e
=
0,4 +
0,2 +
0 : 1 : 1 : 1 : 1
1 1,5 2 2,5 3
L/LO

Figure 6.3 : Evolution du facteur de contraction transversal l/l, en fonction du facteur
d’allongement uniaxial L/L, du substrat de PDMS. La courbe théorique est obtenue a l'aide
de IEquation 6.10, pour un coefficient de poisson de 0,5

Ainsi, nous pouvons estimer les concentrations longitudinales et transversales de
groupements pour un taux d’allongement de 100% avec (L/L,=1/2 et I/1,5=0,7), soit :

"8 (x100%) = n8 x% Equation 6.11

n*®(y,100%) = n{® x143  Equation 6.12

Nous en déduisons la concentration surfacique de groupements n*® (100%) théorique :

n*2(100%) = n*8(x,100%) x n*2(y,100%) ~ 0,71x n/® Equation 6.13

Soit finalement
n*®(100%)
n"®(0%)
Le rapport des concentrations obtenu par cette approche est en trés bon accord avec le

~0,71 Equation 6.14

rapport des travaux d’adhésion acide-base déterminés expérimentalement par des mesures
de mouillabilité (Ws.*® (100%)/ Ws *® (0%) ~ 0,7 % 0,2). Ce résultat démontre que I'étirement
macroscopique du substrat est a l'origine de la diminution de la densité surfacique des

groupements diacides a la surface du matériau.
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6.2 Mesure de forces d’adhésion sous étirement

Nous avons montré par des mesures d’angles de contact que le travail d’adhésion acide-
base entre I'eau et le substrat de PDMS traité diminue lorsque le substrat est étiré, en raison
de la diminution de la concentration surfacique de groupements diacide.

Afin de mettre en évidence les modifications des propriétés d’adhésion du substrat sous
étirement, nous avons réalisé des mesures de forces sur le substrat étiré uniaxialement. Les
mesures on été réalisées dans KCI 10* M a pH = 7, zone de pH dans laquelle les forces
d’adhésion pointe-surface varient peu. La Figure 6.4 présente les valeurs des forces
d’adhésion mesurées sur les substrats de PDMS traité et non traité, a I'état relaxé et sous
un taux d’allongement uniaxial de 100%. Les résultats sont présentés sous la forme

d’histogrammes décrivant I'évolution des distributions de forces d’adhésion.
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Figure 6.4 : Distributions des forces d’adhésion mesurées entre une pointe AFM modifiée par
polymeérisation plasma et un substrat de PDMS traité et non traité, a I'état relaxé (—) et sous
élongation (=*¢). L’axe des ordonnées donne le pourcentage de forces de « pull-off »
mesurée par rapport a un total de 500 mesures réalisées a différentes zones du substrat

Les forces d’adhésion mesurées dans les mémes conditions sur le substrat de PDMS non
traité sont significativement plus importantes que sur le substrat de PDMS traité par
polymérisation plasma. Ces différences sont attribuées a la surréticulation (diminution des
effets de dissipation viscoélastique) et a la diminution de I'hydrophobicité (diminution des
interactions hydrophobes pointe-substrat) induites par le traitement du substrat de PDMS
(voir partie 4.3.1).

Sous élongation, les forces d’adhésion mesurées sur le substrat de PDMS non traité

varient trés peu par rapport a I'état relaxé tandis que sur le substrat de PDMS traité, la
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distribution des forces d’adhésion est décalée vers des valeurs de forces d’adhésion
croissantes. Or nous avons montré que la concentration surfacique de groupements diacide
diminue sous étirement. Nous avons également montré que les groupements diacides de la
surface interagissent par liaison hydrogéne avec la pointe. En principe, les forces d’adhésion
entre la pointe et la surface devraient diminuer lorsque la concentration surfacique de
groupements diminue, en considérant uniquement le nombre d’interactions interfaciales plus
faibles. En réalité, la concentration de groupements diacide diminue tandis que des zones
plus riches en PDMS sont révélées, ce qui tend a augmenter les forces d’adhésion en raison
du caractére viscoélastique du PDMS. En d’autres termes, sous élongation, du PDMS non
traité devient accessible pour la pointe AFM ce qui conduit a une amplification des forces
d’adhésion mesurées.

Remarquons enfin que 'augmentation des forces d’adhésion observée sur le substrat
étiré résulte de 'augmentation moyenne de 500 courbes de force obtenues dans différentes
zones de I'échantillon. Les cartographie de forces d’adhésion en mode « force volume » en
utilisant une pointe de 50 nm de diamétre ne nous a pas permis de différencier des zones
traitées des zones non-traitées. Cette observation confirme que la dimension des

hétérogénéités chimiques est probablement de I'ordre de quelques nanométres.

7 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié I'effet du traitement des substrats de PDMS par
polymérisation plasma de l'anhydride maléique sur les propriétés acide-base de surface.
L’hydrolyse des groupements anhydride du film polymére conduit & la formation d’acide
dicarboxylique (acide maléique). Ces groupements diacides présentent une ionisation en
deux étapes. Cette propriété a été mise en évidence par différentes méthodes sur les
surfaces de PDMS traitées : les pKas de surface ont été déterminées par mouillabilité,
spectroscopie infrarouge et par AFM. Les résultats obtenus par les différentes techniques
sont en parfait accord les uns avec les autres. Nous avons également montré qu’en milieux
aqueux, le caractére acide-base de la surface est a l'origine de propriétés d’adhésion
dépendant du pH et de la concentration en sel.

Dans un second temps, nous avons étudié les propriétés de mouillage et d’adhésion des
substrats de PDMS ftraités sous élongation. Les changements observés attestent de la
dilution des groupements réactifs de surface sous I'effet de I'allongement macroscopique du
substrat.

Ainsi, le traitement du PDMS par polymérisation plasma a des temps courts conduit a

I'obtention d’'un support élastique et présentant des groupements réactifs. Dans le chapitre
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suivant, la réactivité de ces groupements sera mise a profit afin d’élaborer la surface

répondant a un stimulus mécanique.
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1 Introduction

Dans le second chapitre, nous avons montré qu’un traitement de 6 min du substrat de
PDMS par polymérisation plasma conduit a la formation d’une interface élastique et réactive.
Cette interface dont la composition chimique est hétérogéne se compose d’une matrice de
PDMS « modifié » de type SiO,C, avec 2<x<4, présentant une concentration de groupements
anhydride de l'ordre de 6% (C(1s) XPS). Dans le troisieme chapitre, les propriétés acide-
base des films hydrolysés ont été mises en évidence par plusieurs méthodes d’analyses de
surface. Les propriétés de mouillage et d’adhésion dépendantes du pH sont caractéristiques
des groupements diacides formés lors de I'hydrolyse des groupements anhydride du
polymére plasma. Lors de 'élongation macroscopique du substrat, les variations de ces
propriétés nous ont permis de mettre en évidence la dilution surfacique des groupements
réactifs. La densité absolue et la répartition locale des groupements réactifs sur le substrat a
I'état relaxé d’'une part, puis leur évolution sous élongation d’autre part, ne sont pas connues
mais nous émettons I'hypothése que les dimensions caractéristiques des hétérogénéités
chimiques sont nanométriques. L’analyse AFM, dont la résolution latérale de I'ordre de 10-20
nm environ, ne permet pas de distinguer ces hétérogénéités.

Dans ce chapitre, les films seront fonctionnalisés avec différents types de molécules et de
macromolécules afin d’élaborer le systéme adaptatif sensible a I'’élongation. Dans un premier
temps, nous montrerons qu'il est possible de fonctionnaliser les films en phase gazeuse
avec des molécules a fonctionnalité amine de faible masse moléculaire. Cette réaction
d’aminolyse en phase gazeuse permet d’introduire divers types de fonctionnalités chimiques
dans le film. Dans un second temps, nous montrerons qu’il est possible de fonctionnaliser le
film avec des amines de masse moléculaire plus élevée, en phase aqueuse, par réaction de
couplage en présence d’EDC/NHS. Nous utiliserons cette réaction de couplage afin
d’élaborer des films bi-fonctionnels constitués de chaines de poly(éthyléneglycol) (Peg)
linéaires et de biotine. La fonctionnalisation des substrats avec les Pegs permet de former
une barriére interfaciale empéchant 'adsorption de protéines sur le substrat tandis que la
biotine est un récepteur spécifique de protéines (avidine et streptavidine). L’objectif est
d’obtenir une surface non-adsorbante pour les protéines lorsque le substrat est a I'état relaxé
(masquage de la biotine par les Pegs), puis de promouvoir I'adsorption spécifique des
protéines lorsque le substrat est sous élongation (démasquage). La Figure 1.1 schématise
ce concept. En d’autres termes, il s’agit de mettre au point un systéme de reconnaissance

moléculaire activé par un stimulus mécanique. La réversibilit¢ du phénomene, c'est-a-dire le
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relarguage des protéines lors de la relaxation du substrat, constitue I'objectif ultime de ce

projet.

"v,"v,‘.{':l' Ay,

CAv. Cov. O A A A

A A A A A
A

Figure 1.1 : Concept de surface adaptative dont les propriétés d’adsorption de protéines sont
modulées par un stimulus mécanique

2 Généralités

2.1 Pegs et surfaces non adhérentes pour les protéines

L’adhésion non-spécifique d’objets biologiques (adsorption de protéines, adhésion
bactérienne, déposition des plaquettes du sang) sur la surface des matériaux est un
probléme important dans le domaine biomédical." Par exemple, cette adhésion diminue le
rapport signal/bruit dans les tests immunologiques et réduit la durée de vie des implants
meédicaux. Un enjeu important de la recherche vise a modifier la surface des matériaux afin
de réduire ces effets.”

La modification de la surface des matériaux avec des polysaccharides3 ou des
phospholipides4 sont, entre autres, des solutions permettant de réduire I'adhésion de
protéines ou de cellules. La modification des surfaces avec des chaines de poly(éthyléne
glycol) (Peg, appelé aussi oxyde de polyéthyléne Peo) représente la stratégie la plus utilisée.
La faible hydrophobicité et la neutralité des groupements éthyléne glycol (-CH,CH,O-)
additionnée aux propriétés d’hydratation et de conformation des chaines en solution sont
probablement a l'origine des faibles interactions des Pegs vis-a-vis des protéines. Aussi, le
caractére anti-adsorbant des surfaces modifiées avec des Pegs est lié a la formation d’'une
barriére interfaciale empéchant les protéines ou les cellules d’accéder au substrat.>®

Diverses stratégies permettent de fonctionnaliser la surface des matériaux avec des

Pegs. Nous présenterons ici quelques exemples illustrés par la Figure 2.1.
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(a) (b)

Peg Peg

linéaire

} PLL

(c) (d)

Peg en

étoile Polymére

plasma

Figure 2.1 : Schémas illustrant différentes méthodes de fonctionnalisation de la surface de
matériaux avec des Pegs (a) Greffage de Pegs linéaires, (b) Adsorption de copolymére PLL-
g-Peg, (c) Greffage de Pegs en étoile, (d) Dépbt d’une couche polymére plasma d’éthylene

glycol

Quatre approches différentes peuvent étre retenues :

Le greffage de chaines linéaires de Pegs: oIigoméres7 ou polyméres8 comportant

une extrémité réactive (thiol, amine, acide carboxylique, etc.) sont greffés de fagon
covalente sur un substrat présentant des groupements réactifs de surface. Le
recouvrement de la surface et I'épaisseur du film déposé dépendent de la masse
moléculaire des Pegs et de la densité de points d’attache sur la surface. Les régimes
de conformation associés seront détaillés dans le paragraphe suivant.

L’adsorption de copolyméres constitués d’'une chaine polymére (ponIéIectronteg,

polysiloxanem, etc.) présentant des segments latéraux de Pegs. Par exemple, les
copolyméres poly(L-Lysine)-g-poly(éthyléne glycol (PLL-g-PEG) utilisés par Textor et
al'’ sont constitués de chaines polyélectrolytes de PLL sur lesquelles sont greffés
des Pegs dont le taux de greffage et la taille sont controlés lors de la synthése. Ces
polyméres sont généralement adsorbés par interactions électrostatiques sur des
surfaces chargées mais ils ont également été adsorbés directement sur des surfaces
de PDMS par interaction hydrophobe en milieu aqueux.12

Le greffage (ou I'adsorption) de Pegs en étoile™ : Cette stratégie permet d’introduire

des structures complexes, denses et compactes de Pegs sur la surface. Une
stratégie intéressante consiste a fonctionnaliser le substrat a I'aide de structures
dendritiques présentant des groupements réactifs dans une premiére étape, puis a
faire réagir ces groupements avec des Pegs fonctionnalisés dans une seconde
étape.14

Le dépdbt d’'une couche polymére plasma d’éthyléne glycol : a partir d'un monomere

présentant des unités éthyléne glycol, tels que le di(éthyléne glycol) monovinyl
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éther’ ou le di(éthylene glycol) diméthyle ether'®, il est possible de déposer une
couche polymére plasma présentant des propriétés non-adsorbantes pour les
protéines. Cette méthode présente I'avantage d’étre applicable a des matériaux

inertes.
2.2 Définition des régimes de polymeéres greffés en surface

Selon de Gennes”, deux régimes structuraux peuvent étre identifiés lorsque des chaines
polyméres de Pegs sont greffées sur une surface. Ces deux régimes qui présentent des
propriétés physico-chimiques différentes, sont qualifiés de structure en « champignon» ou en
« peigne ». Comme lillustre la Figure 2.2, la structure en « champignon » est obtenue pour
des densités de greffage faibles, lorsque les chaines adjacentes n’interagissent pas
latéralement. La structure en « peigne » apparait pour des densités de greffage élevées,

lorsque les chaines se recouvrent latéralement.

R < D, «Champignon» Re > D, «Peigne»

Figure 2.2 : Représentation schématique des deux régimes structuraux « limite » de chaines
polymeres greffées sur une surface

La définition de ces régimes dépend a la fois de la distance D entre les sites de greffage

et de la taille de la pelote formée par le polymére en solution, définie par le rayon de Flory Re

= aN*® ol N est le degré de polymérisation et a est la taille du monomére.
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Figure 2.3 : Calcul du rayon de Flory Rr=aN*® de chaines de Pegs en solution en fonction du
degré de polymérisation n, avec a = 0,35 nm'®

Dans le formalisme de de Gennes, le régime en « peigne » s’applique lorsque D < Rg et le

régime en « champignon » s’applique pour D > Rg (Figure 2.2).
2.3 Interactions spécifiques de type protéine/ligand, cas de la biotine

L’interaction entre I'avidine (ou la streptavidine) et la biotine est la plus forte interaction
biologique de type protéine/ligand connue, avec une constante de dissociation K4 = 1,3.10™"°
M a pH = 5.1° La biotine est une petite molécule hydrophobe présente dans toutes les
cellules vivantes agissant comme coenzyme des carboxylases.20

L’avidine est une glycoprotéine tétramérique dont la masse molaire est de I'ordre de 66-
68 kDa et que l'on trouve (entre autres) dans l'albumine de I'ceuf. L’interaction spécifique
entre I'avidine et la biotine est rapide. La stabilité du complexe dans de larges domaines de
pH et de température21 a motivé son utilisation dans de nombreuses applications incluant les
tests immunologiqueszz, I'hybridation de 'ADN®, et la localisation d’antigénes au niveau des
cellules et des tissus.?* Dans Ia plupart des applications, la protéine est couplée a une phase
solide telle qu’un lit magnétique, une plaque de microtitration ou une bio-puce, tandis que la
biotine est couplée a des objets biologiques tels que des anticorps, des protéines ou l'acide
nucléique.25 L’avidine présente un point isoélectrique de 10,5. En raison de sa charge
positive et de ses fractions d’oligosaccharides, l'avidine peut interagir de maniére non
spécifique avec les charges négatives de la surface des cellules et de I'acide nucléique ou
avec les membranes de récepteurs (sucres), ce qui pose des probléemes de bruit de fond

dans les applications précédemment mentionnées.?
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La streptavidine est une protéine tétramérique non glycosylée analogue a l'avidine
purifiée a partir de la bactérie Streptomyces avidinii. Cette protéine présente une masse
moléculaire de I'ordre de 60 kDa. Comme l'avidine, chaque molécule de streptavidine peut
se lier a 4 molécules de biotine avec une constante de dissociation similaire. La streptavidine
présente un point isoélectrique de 5, sa charge globale est donc négative au pH
physiologique (pH~7,4). En général, la streptavidine pose moins de problemes de bruit de
fond que lavidine.?

Enfin, la Neutravidin™ (Neutravidin™ est une marque déposée par Pierce Chemical
Company, Rockford, IL) est une avidine chimiquement modifiée de maniére a réduire son
point isoélectrique d’'une part, et a la déglycosyler d’autre part. Les propriétés d’interaction
avec la biotine sont conservées, tandis que les problémes de bruit de fond rencontrés avec

I'avidine sont réduits.?

2.4 Systemes bi-fonctionnels Pegs/récepteur spécifique

Les systémes bi-fonctionnels sont composés de Pegs et de récepteurs, ce qui permet
d’éliminer l'adsorption non spécifique tout en favorisant les interactions spécifiques. Ces
systémes permettent ainsi d’augmenter le rapport signal/bruit pour des applications
analytiques (« biosensors ») et pour favoriser la vectorisation contrélée de médicaments a
I'aide de microcapsules fonctionnalisées, par exemple.26

Différentes stratégies sont utilisées pour élaborer des surfaces bi-fonctionnelles, incluant
'usage de copolyméres dont les chaines latérales alternent chaines de Pegs et récepteurs
spécifiques%, de dendrimére327, ou encore de systemes de Pegs linéaires mixtes constitués
de Pegs oligoméres et de Pegs longs présentant un récepteur spécifique en bout de

chaine.?82°

Les oligoméres forment ainsi une barriére interfaciale empéchant I'adsorption
non spécifique tandis que les Pegs fonctionnalisés exposent le récepteur en dehors de cette
barriére. Cette stratégie est mise en oceuvre sur des membranes de vésicules de
phospholipides30 (application en vectorisation) ou sur des systéemes mixtes de monocouches
auto assemblées.®’ Les bicouches de phospholipides constituent d’intéressants systémes
d’étude car ils présentent une structure auto-organisée dense et compacte. Il est alors
possible de contrdler la quantité et la densité de récepteurs et de Pegs greffés a la surface
des veésicules. Needham et al®® ont étudié des systémes constitués de membranes bi-
fonctionnelles présentant un taux de greffage fixé de biotine et un taux de greffage variable
de Peg 750. L’adsorption spécifique de I'avidine sur ce systéme a été quantifiée en fonction

de la quantité de Peg 750 introduite. La Figure 2.4 illustre les dimensions de ce systéme.
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Figure 2.4 : Schéma illustrant les dimensions d’une membrane lipidique fonctionnalisée
avec des molécules de biotine et de Pegs 750, ainsi que l'avidine et ses 4 sites spécifiques
(d’apres la référence 32)

La Figure 2.5 présente la quantité relative d’avidine fixée sur les vésicules en fonction de
la concentration de Pegs 750 incorporés au systéme, pour une concentration de biotine fixée
(5 mol%).
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Figure 2.5 : Adsorption relative de l'avidine au niveau de la membrane des vésicules en
fonction de la concentration de Peg 750. Une quantité fixée de biotine (6 mol%) est
préalablement greffée sur la membrane, le temps d’incubation de l'avidine (0,1 mg/ml) est
de deux minutes (d’apres la référence 32)
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Ces résultats montrent qu’en augmentant la quantité de Pegs 750 greffé sur la surface, la
quantité d’avidine attachée sur la surface présentant initialement 5 mol% de biotine décroit
significativement. Les sites spécifiques sont quasiment complétement bloqués a partir d’une
concentration de 10 mol% de Pegs 750 dans la membrane. Pour cette concentration, la
couche de polymére est proche du régime en peigne33 et la surface est complétement
recouverte par les Pegs. Ces auteurs affirment également que pour des Pegs de masse
moléculaire plus élevée (Peg 2000), I'addition de seulement 4 mol% permet de bloquer
complétement les sites spécifiques (résultats non montrés dans I'article). Kaasgaard et al*
présentent une étude réalisée sur le méme type de systéme en incorporant une
concentration variable de Pegs 2000 ou Pegs 5000 sur une membrane comportant une

quantité de biotine fixée de 0,5 mol%. La Figure 2.6 présente les résultats de cette étude.

1.41
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Figure 2.6 : Evolution de la fluorescence relative (I/ly) traduisant I'adsorption relative de
l'avidine au niveau de la membrane des vésicules en fonction de la concentration de Peg
750. Une quantité fixée de biotine (0,5 mol%) est préalablement greffée sur la membrane

(d’apres la référence 34)

Comme dans le cas des Pegs 750, I'introduction de Pegs 2000 ou de Peg 5000 permet
de diminuer I'adsorption de l'avidine par le masquage des sites spécifiques de biotine.
Cependant, dans cette étude, le blocage complet des sites (Fluorescence=1) n’est pas
obtenu a des concentrations élevées de Pegs.

Ces travaux, réalisés a partir de systémes modéles dont la préparation et la
caractérisation sont bien maitrisées, montrent qu’il est possible de bloquer les sites de
récepteurs spécifiques de surface a I'aide de Pegs linéaires. L’avantage des systémes de
vésicules est de pouvoir contrbler et optimiser les quantités relatives de biotine et de Pegs
greffées au niveau de la membrane. En effet, la concentration de sites réactifs par vésicule
étant connue, il suffit d’ajuster les concentrations de réactifs par rapport a la concentration de
vésicules. Un tel contréle n’est pas concevable dans le cas de substrats modifiés par

polymérisation plasma, mais les travaux réalisés sur les vésicules démontrent le potentiel du
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concept de chaines macromoléculaires de Pegs linéaires masquant des sites spécifiques. Le
degré de liberté supplémentaire d’'un systéme bi-fonctionnel réalisé sur un substrat de PDMS
élastique et réactif est apporté par la capacité du substrat a s’étirer et ainsi a « débloquer »
les sites spécifiques masqués. L’objectif de ce travail est de tenter de démontrer la faisabilité
de ce concept a partir d’'un substrat de PDMS traité par polymérisation plasma puis

fonctionnalisé (voir Figure 1.1)

3 Matériel et méthodes

3.1 Fonctionnalisation du film polymeére plasma

3.1.1 Réaction de dérivatisation

La réaction de dérivatisation par le trifluoroéthanol (TFE) permet de quantifier la fraction
réactive de groupements acide carboxylique d’'un film par XPS. Nous avons reproduit le
protocole décrit par Ratner et al®® en phase gazeuse, utilisant le di-tert-butylcarbodiimide (Di-
tBuC) comme agent de couplage, en présence de pyridine. Le substrat de PDMS a été placé
sur une plaque de verre introduite dans un flacon en verre. Le TFE (0,9 mL), la pyridine (0,4
mL) et le Di-tBuC (0,3 mL) ont été séquentiellement injectés dans le flacon (sous la plaque
de verre) a 15 min d’intervalle. Le flacon a ensuite été fermé a 'aide d’'un bouchon en PTFE
et la réaction a été menée a température ambiante pendant 12 h. Un échantillon contrdle de
PDMS non traité a également été placé dans ces conditions. Le TFE et le Di-tBuC utilisés

sont des produits commerciaux (Sigma-Aldrich).

3.1.2 Greffage covalent d’amines en phase gazeuse

Principe. En phase gazeuse, une amine réagit avec un groupement anhydride pour
former une liaison amide, en I'absence de catalyseur. La Figure 3.1 présente le mécanisme
de la réaction d’aminolyse étudiée par Badyal et al*® sur des films polymére plasma

d’anhydride maléique.
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Figure 3.1 : Mécanisme de la réaction entre groupements anhydride et amine en phase
gazeuse, en 'absence de catalyseur (d’aprés la référence 36)

Cette réaction en phase gazeuse est possible a condition que I'amine que I'on souhaite
greffer au film polymére plasma posséde une tension de vapeur suffisamment faible pour
que la molécule puisse étre volatilisée sous une pression de ~10* mbar a température
ambiante. C’est le cas de molécules de faible masse moléculaire telles que
I'éthylénediamine (NH,CH=CHNH,) ou la propylamine (NH,(CH,),CHj). Cette réaction
permet ainsi de moduler la chimie du film polymére plasma avec des groupements de
diverses natures. Il est également possible de refermer le cycle en libérant une molécule

d’eau et en formant un imide, par chauffage a 120°C sous vide.
[ n 120°C [ / \ ] n
0] 0 - (0] 0
-H,0 \N/

/R Flz

Figure 3.2 : Formation d’un imide cyclique par chauffage a 120°C (d’apres la référence 36)

Protocole. La réaction est réalisée consécutivement au dép6t de polymére plasma,
dans la méme chambre de polymérisation plasma, sans exposer I'échantillon a 'atmosphére.
Pour cela, on utilise un double tube & monomére, I'un contenant 'anhydride maléique et le

second I'amine. Ainsi, aprés le dépét d’anhydride maléique par polymérisation plasma,
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lorsque la pression dans le réacteur est descendue a 5.10 mbar, I'enceinte du réacteur est
mise dans des conditions de vide statique (la vanne entre I'enceinte et le réacteur est
fermée) et le tube & monomére contenant I'amine est ouvert pour saturer I'enceinte a la
pression de vapeur saturante de la molécule réactive, pendant 10 min. Le tube contenant
I'amine est ensuite fermé et la vanne entre I'enceinte réactionnelle et la pompe est ouverte
afin d’évacuer les molécules n’ayant pas réagi vers le piége a azote. Lorsque la pression est
redescendue a 5.10“ mbar, la chambre du réacteur est remise a I'atmosphére. Remarquons
que cette méthode permet de garantir un maximum de réactivité puisqu’elle permet d’éviter
I’hydrolyse du film et la réaction des molécules d’amine avec le CO; de l'air.

Matériel. La propargylamine est une molécule commerciale (Sigma-Aldrich).

3.1.3 Greffage covalent d’amines en phase aqueuse

Principe. En milieux aqueux, la réaction entre une amine et un acide carboxylique
conduit a la formation d’'une liaison amide. Cette réaction peut étre catalysée en présence
dEDC (1 éthyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride) et de NHS (N-
hydroxysuccinimide), agents de couplage couramment utilisés en synthése peptidique.37

L’EDC réagit avec un acide carboxylique pour former un intermédiaire O-acylsourea. Une
amine primaire (RNH;) réagit alors avec l'acide carboxylique activé pour former une liaison
amide. A noter que l'intermédiaire O-acylsourea est instable en solution aqueuse. A défaut
de réaction avec une amine, I'hydrolyse de lintermédiaire conduit a la régénération des
groupements acide carboxylique et a la dégradation de 'EDC sous forme d’urée. L’activation
des groupements acide carboxylique par 'EDC dépend fortement du pH.38 Celle-ci est
optimale dans des conditions de pH acide de I'ordre de pH = 3-5. A I'opposé, c’est sous sa
forme déprotonée —RNH, que I'amine peut réagir avec l'acide activé, c'est-a-dire a pH
basique. Une méthode en deux étapes consiste a activer I'acide dans les conditions de pH
acide, puis a introduire I'amine dans des conditions de pH basique. D’autre part, la méthode
en une étape consiste a se placer a un pH intermédiaire mais nécessite I'ajout d’'un exceés
d’EDC.

(a) !

H H'l_H_E:H—Hz
Ry—N=C=N—Rj + Ry—C— OH %‘}- Ry—C—
(EDC) + I
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(b) H 0 H 0
| & i1 Il
FI,—H—'Il'.F=H—FI2 RN Ry—C—NR, + G
R,—C—0 RHN NHR;
Tl (Urea)
0

Figure 3.3 : (a) Activation d’un acide carboxylique par 'EDC (b) Réaction entre une amine
primaire et I'intermédiaire O-acylsourea

Le NHS ou son analogue soluble dans I'eau (Sulfo-NHS) est souvent additionné a 'TEDC
afin d’augmenter l'efficacité du couplage. L’EDC permet de coupler le NHS aux acides
carboxyliques, ce qui conduit a la formation d’un ester NHS plus stable que l'intermédiaire O-
acylsourea. L’ester NHS réagit avec une amine primaire dans des conditions de pH basique

(pH = 7,2 — 8,5) pour former une liaison amide tandis que le NHS est régénéré dans le milieu

réactionnel.

0 Qx:\ ﬁl AN
| rd I
RcoN RN, "7 RCNR-HON
Y | LY

kY
T A
o/ H 0/

Figure 3.4 : Réaction entre un ester de NHS et une amine primaire

Par exemple, cette réaction de couplage a été utilisée par Werner et al®® (en une étape)
afin de fonctionnaliser des films de copolyméres d’anhydride maléique avec des amines.
Jenkins et al*® ont également appliqué cette réaction (en deux étapes) pour 'immobilisation

de vésicules sur un film polymére plasma d’anhydride maléique.

Protocole. La réaction de couplage est réalisée en deux étapes : une étape d’activation
avec EDC/NHS et une étape de réaction avec I'amine en présence d’EDC/NHS. Dans
I'étape d’activation, les substrats (PDMS ou wafer de silicium) traités par polymérisation
plasma sont mis en contact avec une solution concentrée d’EDC/NHS (20 mg.ml™"/ 2 mg.ml’
Y dans un tampon phosphate @ pH = 5, a 4°C. Aprés 30 min d’activation, la solution
d’EDC/NHS est retirée (sans rincer) et 'amine en solution dans un tampon phosphate a
pH=7,4 (PBS) est mise en contact avec la surface. La réaction est réalisée a température
ambiante et sous agitation, a l'aide d’'une table rotative. Dans le cas de « petites molécules »
telles que la biotine, la réaction est menée pendant 4 h, en assurant un ajout dEDC/NHS

aprés 2 heures de réaction. Dans le cas de chaines de Pegs fonctionnalisées, la réaction est
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menée pendant une nuit, avec un ajout dEDC/NHS au bout de 3 heures de réaction. Le
Tableau 3.1 présente les différentes concentrations de réactifs utilisés, ainsi que les temps

de réaction correspondants. La Figure 3.5 présente les structures moléculaires de I'amino-
Peg,-MeO et de 'amino-Peg,-biotine.

Concentration | Temps de
(mg/mL PBS) |réaction (h)

NH.Peg(5000)MeO 20 12

NH2Peg(2000)MeO 20 12

amino-Peg-MeO NH,Peg(750)MeO 7,5 12

NH2PegsN; 10 4

NH,PegsFITC 2 4

NH2Peg,biotine 1 4

amino-Peg-biotine
NH:Peg1.biotine 2 4
2-(2-pyridyldithio)éthylamine 2 4

Tableau 3.1: Concentrations de réactifs et temps de réaction en phase aqueuse

(a)
HzN/\/P O o

O
HZN\/PO\/\L\HW
HN

S
(b) Y

)

Figure 3.5 : Structures moléculaires de (a) 'amino-Peg,-MeO et de (b) I'amino-Peg,-biotine

Aprés la réaction, les surfaces ont été rincées alternativement dans des solutions de KCI
1 M acides (HCI, pH~2) et basiques (KOH, pH~11) afin de rompre d’éventuelles liaisons
électrostatiques —COO/NH;" et de favoriser I'hydrolyse et le lavage des agents de couplage.
Protocole de greffage dans les conditions de « Cloud Point ». Les films sont activés
dans une solution ’EDC/NHS (20 mg.ml™/2 mg.ml™) & pH = 5 (tampon phosphate) & 4°C
pendant 30 min. La réaction avec les amino-Pegs (750, 2000 ou 5000) est réalisée a 60°C

dans une solution de sulfate de sodium Na,SO, 0,6 M (dans le PBS). Les concentrations de
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Pegs sont similaires a celles décrites dans le Tableau 3.1. Afin de maintenir la température a
60°C, les films sont placés a l'intérieur d’'un tube qui est ensuite immergé dans un bain marie
thermostaté placé sur une table rotative. Le temps de réaction est de 12h, les agents de
couplage EDC/NHS sont rajoutés aprés 1h30 de réaction, puis 'EDC est rajouté aprés 3h,
6h, et 9h de réaction. Précisons que dans les cas des films bi-fonctionnels Pegs/biotine les
Pegs sont greffés dans les conditions de « Cloud Point » tandis que la biotine est greffée
successivement aux Pegs, dans les conditions « normales ».

Matériel. L’'EDC, le sulfo-NHS, le PBS (sous forme de pastilles) et 'amino-Peg750 sont
des produits commerciaux (Sigma- Aldrich). Les amino-Pegs 2000 et 5000, les amino-Peg-
biotine et la 2-(2-pyridyldithio)éthylamine ont été synthétisés par Benoit Frisch et Jean
Sébastien Thomann (Laboratoire de Conception et Application de Molécules Bioactives -
C.N.R.S, Université de Strasbourg - UMR 7199 Faculté de Pharmacie- lllkirch, France).

3.1.4 Greffage covalent par « chimie click »

Principe. La réaction entre un azide (R-N3) et un alcyne (R-C,H) appelée réaction
« click » a été décrite en 2001 par Sharpless et al*" Cette réaction est intéressante car elle
est rapide, elle conduit a des rendements élevés avec une importante sélectivité, dans divers
types de solvants (protique/aprotique, polaire/apolaire). Cette réaction permet ainsi de
coupler différents types d’interfaces telles que solide/liquide, liquide/liquide et méme
solide/solide. Lorsqu’elle est catalysée par le cuivre Cu(l) (elle est aussi catalysée par des
sels de Ru, Pd?*, Pt* et Ni**) cette réaction opére a température ambiante, elle est
insensible aux solvants et montre une grande tolérance par rapports aux fonctions

c:himiques.42

R
%N_R, 1,4-adduct
N:N

_ (preferred)
R———H Cu(l),Ru,
Pd?*, Pt2* Ni2*
+ - or
N=N"—N- R
\R' \F}N 1,5-adduct
- N"N
RI

Figure 3.6 : Réaction par « click » entre un azide et un alcyne, catalysée par Cu(l)
(d’apres la référence 42)

Protocole. Les conditions de réaction utilisées dans ce travail s’inspirent de celles

décrites par Bergbereiter et al*® pour le greffage covalent de films multicouches par « click ».
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Les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec la
propargylamine (alcyne) en phase gazeuse ont été mis en contact avec le catalyseur et
'azide en solution dans de I'eau déionisée (pH ~ 5). Différentes conditions catalytiques ont

été testées et sont décrites dans le Tableau 3.2.

A CuS0, / ascorbate 0,3/1 mg/ml eau | 5h, T° ambiante
B | CuSO,/ ascorbate / Batho. | 0,3/1/1 mg/mleau | 5h, T® ambiante
C CuCl 0,2 mg/ml eau | 5h, T° ambiante

Tableau 3.2 : Conditions de réaction de couplage par « click » testées dans cette étude

Dans les conditions A, le catalyseur est constitué d’une solution de sulfate de cuivre et
d’ascorbate de sodium permettant de réduire le Cu(ll) sous la forme Cu(l) active du point de
vue catalytique. Dans les conditions B, I'acide disulfonique de bathophénanthroline (Batho.)
est ajoutée au sulfate de cuivre et a I'ascorbate. Cette molécule est un ligand pour le cuivre
(II) et permet en principe d’accélérer la réaction. Dans les conditions C, c’est le chlorure de
cuivre CuCl (Cu (1)) qui est utilisé comme catalyseur. Les réactifs sont ajoutés a ces
différentes solutions de catalyseur. Deux types d’azides ont été testés : un azide marqué
N3;PegsFITC et un Azido-Peg N3;-Peg2000-OMe, a des concentrations de 1 mg/ml et 10
mg/ml, respectivement. Les substrats de PDMS fonctionnalisés avec la propargylamine sont
immergés dans les solutions contenant le catalyseur et I'azide pendant 5h, a température
ambiante.

Les substrats sont ensuite rincés alternativement dans des solutions de KCI 1 M a pH
acide et basique. Dans le cas de I'azide marqué FITC, une étape de ringage supplémentaire
dans le dichlorométhane est appliquée. Les substrats fonctionnalisés avec I'azide marqué
sont analysés par microscopie a fluorescence tandis que les substrats fonctionnalisés avec
les Pegs sont analysés par mouillabilité.

Matériel. Les azides sont préparés par I'équipe de Benoit Frisch, I'ascorbate de sodium,
le sulfate de cuivre, le chlorure de cuivre et I'acide disulfonique de bathophénanthroline sont

des produits commerciaux (Sigma-Aldrich).

3.1.5 Fonctionnalisation de surfaces de silicium

Avant le traitement par polymérisation plasma, les surfaces de silicium ont été
fonctionnalisées avec une monocouche de 3-(N-allylamino)propyltriméthoxysilane (APTES).
Ces silanes présentent des groupements dienes (-C=C-) permettant d’améliorer I'adhésion
du film polymére plasma sur le substrat.** Les wafers de silicum sont immergés dans une
solution piranha H,SO, / H,O, (70 % / 30 % en volume) pendant 30 min a 70°C afin de
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promouvoir la formation de groupements silanols (Si-OH). Les wafers sont ensuite rincés a
'eau déionisée, séchés sous flux d’azote, puis immergés pendant 12h dans une solution
millimolaire d’APTES (30 pL dans 50 mL de chloroforme) pour la réaction de silanisation. Les
wafers sont finalement rincés dans le chloroforme puis séchés sous flux d’azote avant leur

introduction dans le réacteur de polymérisation plasma.
3.2 Test d’adsorption de protéines

3.2.1 Principe et protocole de la mesure

Principe. Le test d’adsorption de protéines consiste a mettre la surface en contact avec
la solution de protéines marquées, a rincer, puis a mesurer la quantité de protéines
adsorbées sur la surface aprés I'étape de ringage.

Protocole. La quantité relative de protéines adsorbées sur la surface estévaluée par
microscopie a fluorescence. La Figure 3.7 détaille les différentes étapes du test réalisé sur

un substrat de PDMS, en fonction du taux d’élongation.

Protéines

Protéines marquées adsorbées

(0,1 mg/ml PBS)

_|3) Ringage PBAS{
Substrat relaxé (3x3min)

Goutte de PBS

Goutte de PBS

Substrat relaxé Substrat relaxé

1) Mesure de 2) Adsorption de 4) Mesure de
fluorescence I, " protéines (5min) fluorescence I,"”
Goutte de PBS Protéines marquées
Goutte de PBS

(0,1 mg/ml PBS)

‘ b . |7) Rincage PBS
Substrat étiré (3x3min)

6) Adsorption de
protéines (5min)

Substrat étiré Substrat étiré

5) Mesure de

100%
Sfluorescence I,.¢ %

8) Mesure de
1007
Sfluorescence I, %

Figure 3.7: Test d’adsorption de protéines en fonction de I'élongation du substrat

L’étape préliminaire consiste a mesurer l'autofluorescence du substrat, c'est-a-dire
lintensité du signal de fluorescence intrinséque au substrat (en d’autres termes, le bruit de
fond de la mesure). Celui-ci varie en fonction de la nature du substrat. Ainsi, il est
généralement plus important sur le PDMS que sur un wafer de silicium. |l peut également
varier aprés fonctionnalisation du substrat avec des molécules, selon leur spectre

d’excitation/émission par fluorescence. Par exemple, les substrats fonctionnalisés avec la
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propargylamine montrent une importante autofluorescence dans le vert. Notons également
que l'autofluorescence du substrat diminue avec le taux d’élongation.

Aprés la mesure du signal d’autofluorescence dans le PBS (éfape 1), une goutte de
solution de protéines est déposée sur la surface a l'aide d’'une micropipette. L’étape
d’adsorption est fixée a 5 min (éfape 2), ce qui est comparable aux conditions utilisées par
Reisch et al*® sur des substrats de PDMS modifiés avec des multicouches de
polyélectrolytes. La goutte de protéines est ensuite aspirée puis une goutte de PBS est
déposée sur la surface pendant 3 min. Le rincage (étape 3) est considéré comme efficace
lorsque lintensité de fluorescence du substrat demeure constante. Dans cette étude, 3
ringages s’avérent suffisants. L'intensité de fluorescence 1.°%* du substrat aprés I'étape
d’adsorption a I'état relaxé est ensuite déterminée dans le PBS (étape 4). Le substrat est
fixé dans le dispositif d’étirement puis étiré au taux d’allongement souhaité. Dans cette

100% est alors

étude, le taux d’allongement est fixé a 100%. La fluorescence de référence |
mesurée a l'état étiré (étape 5). Celle-ci est toujours plus faible que 1,°* a cause de la
diminution de l'autofluorescence et par des effets de dilution des protéines adsorbées a la
surface. Le substrat étiré est ensuite mis en contact avec la solution de protéines pendant 5
min (étape 6), avant rincage (étape 7). La fluorescence totale du substrat aprés cette
seconde étape d’adsorption est déterminée sur le substrat a I'état étiré (étape 8).

Matériel. Les protéines utilisées pour les tests d’adsorption sont des protéines marquées
avec un marqueur fluorescent. La protéine utilisée dans cette étude est la streptavidine,
marquée par FITC (vert) ou Rhodamine (rouge). Les protéines marquées sont commerciales
(Sigma Aldrich) et se présentent sous la forme d’'une poudre lyophilisée. Celles-ci ont été
dissoutes dans du PBS, a une concentration de 0,1 mg/ml par dilution d’une solution mere
de 1 mg/ml. Les solutions sont filtrées a I'aide d’un filire a microparticules (Millipore®) avant

d’étre stockées au réfrigérateur a 4°C.

3.2.2 Mesure de fluorescence

Les mesures de fluorescence sont réalisées a I'aide d’'un microscope a épifluorescence
(Olympus BX51). La source d’excitation est une lampe a mercure. Les images de
fluorescence sont réalisées avec un objectif 10x, avec une résolution de 1360x1024 et un
temps d’acquisition de 1s. Pour chaque mesure, 4 images sont réalisées sur différentes

zones de I'échantillon.

3.2.3 Analyse des images, détermination de I’adsorption

Les images sont analysées a l'aide du logiciel Image J (National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA). Pour chaque image, deux mesures d’intensité sont

réalisées a deux endroits différents. Ainsi, chaque mesure correspond a la moyenne de 8
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0, 0, 0, 0,
OA:’ IaOA’ Iref100A> et |a100/o sont

valeurs d’intensité (4 images x 2 mesures dintensité). Iy
déterminées par cette méthode. L’incertitude correspondante représente I'écart moyen des 8
valeurs d’intensité.

L’adsorption & I'état relaxé Ads(0%) = 1.°% - 1o>*

et I'adsorption supplémentaire aprés
élongation Ads(100%) = 1,'%% - 1,/'°°% sont déterminées & partir des mesures d’intensité. A
noter que I'adsorption totale de I'échantillon aprés les 2 étapes d’adsorption correspond a la
somme Ads(totale) = Ads(0%) + Ads(100%), les incertitudes associées correspondent a la

somme des incertitudes sur les intensités.

3.2.4 Dispositifs d’élongation

La Figure 3.8 présente le dispositif d’élongation uni-axial utilisé dans ces travaux. Les
analyses de surface (mouillabilité et AFM) réalisées en fonction de I'élongation présentées
dans les chapitres 2 et 3 ont été réalisées a I'aide de ce type de dispositif. Remarquons que
le dispositif d’élongation pour 'AFM est Iégérement différent puisqu’il est muni d’'un support

en acier se glissant sous I'échantillon afin de le stabiliser et de réduire les vibrations.

Figure 3.8 : Dispositif d’élongation uni-axial, vue de dessus. (a) Echantillon a I'état relaxé. (b)
Echantillon a I'état étiré

La Figure 3.9 présente le dispositif d’élongation triaxial mis au point dans le cadre de ces
travaux. La base est un mandrin commercial en acier pouvant s’ouvrir ou se fermer par
simple rotation. Cette base a été modifiée au laboratoire afin de fixer un échantillon de
silicone (circulaire, 2 cm de diamétre) en 6 points a I'aide de plaques triangulaires de laiton

vissées sur le mandrin.
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@ S e

Echantillon
de PDMS

e

Figure 3.9. Dispositif d’élongation triaxial, vue de dessus. (a) Echantillon a I'état relaxé. (b)
Echantillon a l'état étire

Le dispositif est également équipé d’'une cuve permettant de réaliser des réactions de
greffage sous étirement, tout en assurant une agitation en plagant le dispositif sur une table
rotative. Le dispositif dont la hauteur est de 2 cm peut étre placé sous un microscope
optique. Lorsque le dispositif est a I'état étiré, les dimensions latérales sont suffisantes pour
réaliser des mesures AFM sur I'échantillon. Il est alors nécessaire de glisser un support
rigide (barre métallique) sous I'’échantillon afin d’éviter les vibrations. Les mesures d’angle de
contact sont également envisageables a I'état étiré, en observant la goutte au niveau de

I'espace libre entre deux axes d’élongation.

4 Fonctionnalisation du film polymeére plasma

4.1 Réactivité du film : réactions de dérivatisation

4.1.1 Quantification des groupements réactifs par XPS

La réaction d’estérification entre un acide carboxylique et le trifluoroéthanol en présence
de pyridine et de Di-tBuC est stoechiométrique (rendement ~ 100%).46 Nous avons utilisé
cette réaction de dérivatisation afin de déterminer la concentration relative de groupements
réactifs au sein du film. En effet, chaque atome de fluor détecté fait partie d’'une molécule de
trifluoroéthanol ayant réagi avec un groupement anhydride du film polymére plasma. La
Figure 4.1(b) présente I'enveloppe C(1s) du spectre XPS d’un film polymére plasma aprés

réaction avec le trifluoroéthanol, en phase gazeuse.
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Figure 4.1. Enveloppes C(1s) de I'analyse XPS d’un dépbt (6min) de polymére plasma sur
un substrat de PDMS (a) aprés le dépdt, (b) Apres réaction avec le trifluoroéthanol

La réaction entre un acide carboxylique et la molécule de trifluoroéthanol conduit a la
formation d’un ester -C(O)OCH,CF;. La composante C(1s) située a 289,1 eV est attribuée
aux esters formés et aux acides carboxyliques n’ayant pas réagi (-COOCH,CF3; et -COOH,
respectivement). Le rapport des aires de la composante —CF; a 292,7 eV et de la
composante a 289,1 eV représente la fraction d’acides réactifs. Ce rapport est d’environ
80%, autrement dit plus de la moitié des groupements acides réagissent avec le
trifluoroéthanol. En principe, le film polymére plasma est composé d'une majorité de
groupements diacide. Ce résultat semble indiquer que les deux acides d’'une méme molécule
de diacide sont réactifs. Une autre possibilité est que le film contienne également une
fraction de monoacides réactifs. |l est trés difficile de déterminer la fraction relative de
diacides et de monoacides dans le film, car lorsque les films sont mis a l'air entre la fin du
dépbt et I'analyse XPS (15 a 30 min environ), une partie des groupements anhydride est
susceptible de subir la réaction d’hydrolyse. Cependant, I'analyse XPS du film polymere
plasma de référence présente une composante principale a 289,3 eV, ce qui confirme que le

film contient principalement des groupements anhydride.
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Dans tous les cas, cette analyse atteste de la réactivité de la majorité des groupements
du film polymeére plasma. Remarquons que la réactivité peut étre limitée par la diffusion des
molécules dans le film ou 'encombrement stérique des groupements acide. Dans ce cas,
une analyse XPS a angle variable en fonction du temps de réaction permet d’évaluer la
diffusion des molécules dans le film pour une surface peu rugueuse.46

Les analyses sont réalisées avec un angle d’incidence de 90°, la profondeur analysée est
de l'ordre de 10 nm. Nous avons donc montré que dans cette épaisseur, le traitement du
PDMS par polymérisation plasma permet d’introduire environ 6 % des groupements
anhydride, dont 80 % sont réactifs. Par ailleurs, la quantité importante de silicium type PDMS
détectée indique que I'épaisseur modifiée est inférieure a 10 nm. L'analyse a angle variable
n’est pas précise en raison de la rugosité du film. Il est donc trés difficile d’estimer I'épaisseur
du film ou plus exactement « I'’épaisseur modifiée ». Celle-ci est probablement de I'ordre de
quelques nanomeétres. Bien que cette épaisseur soit trés faible, les groupements réactifs, ne

sont pas forcément des groupements situés a I'extréme surface (a l'interface surface-air).

4.1.2 Tentative de dosage par colorimétrie

Lorsque l'on s’intéresse a la chimie de surface, la densité absolue de groupements
réactifs d’extréme surface (nombre de groupements/nm?) est une donnée trés difficile a
atteindre dans le cas de systémes hétérogenes tels qu’un film polymére plasma. Dans cet
objectif, la méthode la plus couramment utilisée consiste a faire réagir le film avec une
molécule émettant dans 'UV et de réaliser un dosage par colorimétrie. Cette quantification
peut étre réalisée par désorption du marqueur dans une seconde solution47, en analysant la
diminution d’absorbance de la solution de marqueur48 ou en quantifiant in situ la
concentration de marqueur liée au polymére.49 Cependant, chacune de ces méthodes
présente des désavantages. Les méthodes d’adsorption/désorption utilisent souvent les
affinités électrostatiques entre le marqueur et les groupements a quantifier, ce qui engendre
des problémes d’adsorption non-spécifique. Il est alors nécessaire de réaliser des tests avec
une référence inerte permettant de garantir que la physisorption est négligeable.50 Les
méthodes quantifiant la diminution de I'absorbance de la solution posent des problémes de
détection car la concentration de groupements réactifs de surface est trés inférieure a la
concentration de la solution de marqueur. Enfin, ces méthodes sont limitées par le fait
gu’elle ne permet pas de distinguer les groupements de surface et de volume. Ainsi, une
densité de surface exprimée en nombre de groupements par unité de surface est en fait une
densité par unité de volume réactif. Ces méthodes demeurent cependant intéressantes
lorsque I'on souhaite comparer les densités de groupements fonctionnels réactifs en fonction

des conditions de dépét.
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Dans le cadre de cette étude, nous avons tenté de déterminer la densité surfacique de
groupements réactifs en appliquant la méthode de couplage par réaction d’échange thiol-
disulfure couramment utilisée pour la modification de protéines (protéomique).51 Les
groupements 2-pyridyldithiol sont facilement clivés au niveau de la liaison S-S par un agent
réducteur R’-SH tel que le dithiothreitol (DTT) ce qui conduit a la libération du groupement 2-
pyridilthiol. La production de 2-pyridilthiol peut étre mesurée par colorimétrie a 343 nm, ce

qui permet de suivre la progression d’une réaction de couplage « in situ ».
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Figure 4.2: Couplage par réaction d’échange thiol-disulfure

Par exemple, cette méthode quantitative a été utilisée par Ghasemi et al®? afin de
quantifier la densité surfacique de groupements amine sur un film de polyéthyléne traité par
polymérisation plasma de I'ammoniac. Afin de quantifier la densité « surfacique » de
groupements acides réactifs dans le film, nous avons fonctionnalisé le film avec la 2-(2-
pyridyldithio)éthylamine. La réaction de couplage entre I'amine et les groupements acide du
film est réalisée en phase aqueuse en présence d’EDC/NHS. Aprés lavage dans le
méthanol, les échantillons sont plongés dans une solution de DTT (DTT (25 mM) / NaHCO;
(0,1 M)) afin de libérer les groupements 2-pyridilthiol émettant dans 'UV a 343 nm. En
principe, la concentration de 2-pyridilthiol mesurée par colorimétrie permet de déterminer la
densité surfacique de groupements réactifs (en tenant compte de la surface de I'’échantillon).
Cependant, dans notre cas, cette méthode conduit a des résultats aberrants puisque une
densité surfacique de plusieurs centaines de groupements acide carboxylique par nm? est
évaluée sur des surfaces de PDMS traitées 6 min par polymérisation plasma (au lieu d’'une
densité « réaliste » de l'ordre de 1 groupement/nm?). En paralléle, les tests de controle
réalisés sur des échantillon de PDMS non traités mettent en évidence une importante
quantité de 2-(2-pyridyldithio)éthylamine adsorbée non-spécifiquement, et ce malgré une
étape de lavage au méthanol qui est un bon solvant pour la 2-(2-pyridyldithio)éthylamine. En
effet, cette molécule comporte un cycle aromatique susceptible d’interagir par interaction
hydrophobe avec le PDMS. L’adsorption non spécifique de molécules hydrophobes en
surface, voire dans le volume du PDMS dans le cas de petites molécules est une propriété
mise a profit en chimie analytique pour la microextraction de composés pharmaceutiques a

partir de colonnes de chromatographie recouvertes de PDMS.* Les travaux de Beebe et

175



Chapitre 4 — Elaboration de la surface adaptative

a|54

mettent clairement en évidence ce phénoméne, source de probléemes dans certaines
applications de microfluidique.

Finalement, le dosage des groupements acide carboxyliqu n’est pas possible a partir de la
2-(2-pyridyldithio)éthylamine. Une telle analyse nécessiterait I'utilisation d’'une molécule ne
s’adsorbant pas spécifiquement sur le PDMS ou la mise au point d’'un protocole de ringcage
avec un solvant approprié. Or, la plupart des molécules émettant dans I'UV sont des
molécules cycliques hydrophobes et I'utilisation de solvants organiques pour le lavage de
ces molécules peut entrainer la solubilisation du film polymére plasma, ce qui compromet

I'analyse quantitative de la densité de groupements réactifs.
4.2 Fonctionnalisation du film par voie gazeuse

4.2.1 Greffage de la propargylamine

Dans le cadre de ces travaux, nous avons mis a profit la grande réactivité de I'anhydride
maléique vis-a-vis des amines primaires afin de fonctionnaliser le film polymére plasma avec
la propargylamine (NH,CH,C,H). Cette molécule est intéressante car elle posséde une
fonction amine capable de réagir avec les groupements anhydride du film et une fonction
alcyne (-C,H) permettant par exemple de fonctionnaliser le film par « chimie click ». Cette
réaction entre un alcyne et un azide (-N3) est catalysée par Cu(l) (voir paragraphe 3.1.4.).

La Figure 4.3 présente I'analyse XPS d'un substrat de PDMS traité par polymérisation
plasma (6 min) puis fonctionnalisé avec la propargylamine en phase gazeuse. L’enveloppe
C(1s) du film fonctionnalisé (Figure 4.3 (b)) présente une composante a 288,1 eV attribuée
aux groupements amide —-C(O)NHR résultant de la réaction covalente entre la
propargylamine et les groupements anhydride. La composante a 289,1 eV correspond aux
acides n'ayant pas réagi. Cette composante est faible (1,2 %) comparativement a la
composante amide (5,5 %) ce qui indique qu’environ 80 % des groupements anhydride ou
acide réagissent avec la propargylamine, ce qui est tout a fait comparable a la réactivité
évaluée par la réaction de dérivatisation du film avec le trifluoroéthanol. L’enveloppe N(1s)
présentée Figure 4.3 (b’) présente deux composantes a 399, 6 eV et 401,5 eV attribuées
respectivement aux groupements amide R-NH-C=0 et aux groupements ammonium —NH;"
en interaction électrostatique avec les groupements carboxylate aprés ouverture du cycle

anhydride.*
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Figure 4.3: Enveloppes C(1s) de 'analyse XPS d’un dépbt (6 min) de polymére plasma sur
un substrat de PDMS (a) immédiatement apres le dépdt, (b) Apres réaction avec la
propargylamine en phase gazeuse, (b’) Enveloppe N(1s) apres réaction avec la
propargylamine en phase gazeuse

4.2.2 Réaction de couplage par « click »

La réaction de couplage de molécules a fonctionnalité azide par « click » est testée sur
les substrats de PDMS fonctionnalisés avec la propargylamine. Différentes conditions de
catalyse par le cuivre sont mises en ceuvre. La Figure 4.4 présente les résultats des
analyses de fluorescence réalisées sur les substrats fonctionnalisés par « click » avec un
azide marqué Ns;PegsFITC (FITC, Fluorescéine Isothiocyanate), dans différentes conditions
de catalyse par le cuivre, en milieu aqueux. La fluorescence de I'ensemble des substrats
fonctionnalisés avec I'azide marqué en présence de cuivre augmente par rapport au contrble
sans cuivre. Ce résultat démontre qu’il est possible de réaliser la réaction de couplage entre
une molécule a fonctionnalité azide et les groupements alcyne du film polymére plasma

fonctionnalisé par click, en présence de Cu(l)
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(a) cu@y 1=28 (b) cu@n 1=39

(c) cu(n, Bath. 1=31 (d) controle 1=16

Figure 4.4 : Images de fluorescence du substrat de PDMS traité et fonctionnalisé avec la
propargylamine, apres réaction de couplage par click avec la molécule N3Peg3;FITC dans
différentes conditions (a) CuCl, (b) CuSOJascorbate, (c) CuSO/ascorbate/bath. (d) Contrdle
sans catalyseur

Un azido-Peg N3Peg,0000Me est également greffé dans les mémes conditions. Le
Tableau 4.1 présente les résultats des analyses de mouillabilité réalisées sur les substrats

de PDMS fonctionnalisés selon différentes conditions de catalyse.

Conditions Avancée (*2°) Retrait (+2°)
Contréle (Sans Cu) 102 17
CuCl 90 36
CuSOy/ascorbate 99 22
CuSO,/ascorbate/Bath. 94 25

Tableau 4.1 : Angles de contact de I'eau a I'avancée et au retrait mesurés sur les substrats
de PDMS traités et fonctionnalisés avec la propargylamine, aprés réaction de couplage par
« click » avec la molécule N3Peg20000Me dans différentes conditions de catalyse

Nous observons la variation la plus importante d’angle de contact par rapport au contréle
dans le cas de la réaction réalisée en présence de CuCl. L’angle a I'avancée diminue en
raison du caractére hydrophile des Pegs qui recouvrent la matrice hydrophobe de PDMS
modifié. En paralléle, 'augmentation de I'angle au retrait traduit le fait que la composition de
la surface est plus homogéne aprés fonctionnalisation avec les Pegs. Le greffage semble

moins efficace en présence de CuSO,/ascorbate, ce qui est probablement lié a la cinétique
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de la réaction. L’addition de bathophenanthroline dans le milieu semble augmenter le taux de
greffage. Il serait nécessaire de confirmer ces tendances par I'analyse XPS, ce qui n'a pas
été réalisé dans le cadre de ces travaux, car la réaction de couplage par EDC/NHS a été
privilégiée par rapport a la réaction de couplage par « click ». En effet, la réaction de
couplage par « click » demande une étape de fonctionnalisation supplémentaire dans la
mesure ou il est nécessaire de fonctionnaliser le film avec la propargylamine en phase
gazeuse. Le rendement du greffage est alors lié au rendement de I'aminolyse et au
rendement de la réaction par « click ». De plus, I'étape d’aminolyse est colteuse en temps
car I'abaissement de la pression dans le réacteur de polymérisation plasma est tres lent
(longue étape de nettoyage du réacteur) apres fonctionnalisation avec la propargylamine, ce
qui réduit considérablement le nombre d’échantillons que l'on peut préparer par cette
méthode. Une alternative consiste a utiliser une enceinte de réaction sous vide uniquement
dédiée a la fonctionnalisation des films en phase gazeuse. Un tel dispositif a recemment été
installé au laboratoire.

Dans le cadre de ce travail, nous avons décidé d’exploiter la réaction de couplage par
EDC/NHS entre des molécules a fonctionnalité amine et les acides carboxyliques du film.
Nous retiendrons cependant que la «click » est une voie potentielle permettant de

fonctionnaliser le film polymére plasma d’anhydride maléique.
4.3 Greffage covalent d’amines en phase aqueuse

4.3.1 Mise en évidence de la réaction de couplage par EDC/NHS

Une maniére simple et rapide permettant de mettre en évidence la réaction de couplage
entre une amine primaire et les acides carboxyliques présents dans le film consiste a
fonctionnaliser le film avec une amine marquée avec un groupement fluorescent tel que la
FITC. La Figure 4.5 présente les images de fluorescence de substrats de PDMS traités par
polymérisation plasma puis immergés dans une solution de NH,Pegs;FITC avec et sans
agents de couplage. L’échantillon mis en contact avec I'amine marquée en I'absence
d’'agents de couplage (Figure 4.5(a)) présente un signal dintensité de fluorescence
équivalent a un échantillon de PDMS traité de contrdle, ce qui indique que I'adsorption non
spécifique de la FITC est négligeable et que la réaction entre 'amine marquée et les acides
carboxyliques du film ne se produit pas en I'absence d’EDC/NHS. En présence des agents
de couplage, lintensité de fluorescence augmente (Figure 4.5(b)) ce qui atteste de la
réaction covalente entre les acides carboxyliques du film et 'amine marquée. La Figure
4.5(c) présente I'image de fluorescence d’un échantillon de PDMS recouvert d’'un masque
sous forme de grille, traité 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisé avec I'amine

marquée en présence d’EDC/NHS. Nous observons un contraste entre les zones traitées par
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polymérisation plasma en clair, et les zones non traitées plus sombres, ce qui confirme la

sélectivité du greffage.

Figure 4.5: Images de fluorescence du substrat de PDMS traités 6 min par polymérisation
plasma puis fonctionnalisé avec la molécule NH,Peg3;FITC (a) En 'absence d’agents de
couplage, (b) en présence d’EDC/NHS, (c) en présence d’EDC/NHS, avec un masque lors
du traitement plasma. En (a) et (b) le grossissement est de 50x, il est de 250x en (c) ce qui
explique les différences de contraste

Nous avons donc montré qu’il est possible de fonctionnaliser le film polymére plasma
avec une amine primaire en milieux aqueux en présence d’EDC/NHS. Dans la suite, nous
utiliserons cette réaction afin de fonctionnaliser le film avec des amino-Pegs de différentes
masses moléculaires ou des amino-biotine. Nous examinerons dans un premier temps des
surfaces de silicium fonctionnalisées servant de « surface modéle » avant de nous focaliser

sur les substrats de PDMS modifiés.

4.3.2 Analyse préliminaire de substrats de silicium fonctionnalisés

Les substrats de silicium sont modifiés par polymérisation plasma de I'anhydride
maléique. Les conditions de dépdét sont identiques a celles appliquées aux substrats de
PDMS, mais la durée de dépbt est fixée a 30 min. Aprés une étape d’hydrolyse, les films
sont fonctionnalisés en phase aqueuse avec différentes molécules ou macromolécules en
appliquant la réaction de couplage EDC/NHS. Les analyses de surface (XPS et mouillabilité)
réalisées a partir de ces surfaces « modeles » nous permettront d’évaluer I'influence de la
nature des amines greffées (en particulier leur masse moléculaire) sur le degré de
fonctionnalisation des films. En premiére approximation et de facon qualitative, les

tendances observées seront transposables aux substrats de PDMS traités 6 min.

4.3.2.1 Mesure d’angle de contact
Le Tableau 4.2 présente les valeurs des angles de contact mesurés sur les surfaces de
silicium modifiées par polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec les amino-Pegs et

amino-biotine en milieu aqueux par réaction de couplage EDC/NHS.
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Avancée (°) Retrait (°) | Hystérése relative
(£2°) (£2°) (%)
Pol. Plasma 30 min 34 <10 >59
PegsN3 56 25 53
Peg 750 41 17 58
Peg 2000 35 20 42
Peg 5000 38 23 39
Peg,biotin 41 <10 >63
Pegq.biotin 54 <10 >72

Tableau 4.2: Angles de contact a 'avancée et au retrait de 'eau mesurés sur les substrats
de silicium traités par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amines en phase
aqueuse

Les résultats montrent que I'angle de contact statique mesuré sur les surfaces
fonctionnalisées augmente comparativement au substrat de référence (polymére plasma 30
min). Ce résultat s’explique par le fait que les groupements acide carboxylique du film
polymére plasma sont plus hydrophiles que les fonctionnalités de surfaces apportées par le
greffage. En effet, dans le cas des Pegs, l'unité éthyléne glycol —CH,-CH,-O- est moins
hydrophile que les groupements acide —COOH. En particulier, les angles de contact
augmentent considérablement dans le cas des molécules de petite taille, probablement car
celles-ci montrent un taux de greffage plus important, ce qui réduit le nombre de
groupements acide hydrophiles de surface. De plus, dans le cas des molécules de faible
masse, la nature du groupement terminal peut également influencer I'angle de contact tandis
que dans les cas des molécules de masse plus élevée (Pegs 750, 2000 et 5000), l'influence
du groupement méthyle terminal devient négligeable par rapport aux groupements éthyléne
glycol de la chaine.

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre 2, la mouillabilit¢ nous renseigne
également sur I'hétérogénéité chimique de la surface étudiée. Ainsi, a rugosité constante,
plus la différence entre I'angle a 'avancé et au retrait est grande (hystérése relative H=64 -
Br)/6a)), plus I'hétérogénéité de composition chimique de la surface est importante. De
maniére générale, on observe des écarts d’angles plus importants pour les greffages de
petites molécules (Peg,biotine, Pegi,biotine et NH,PegsN3) que pour les greffages Pegs de
taille plus importante (Peg 750, 2000 et 5000). Ce résultat suggére que les Pegs de masse
moléculaire élevée ont un taux de recouvrement (surface recouverte par le Peg) plus grand

que les molécules de faible masse moléculaire.

4.3.2.2 Analyse XPS
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Le Tableau 4.3 présente la composition atomique des substrats des films fonctionnalisés

avec la biotine et les Pegs de masse moléculaire variable.

Composition atomique (%)

Cc o N S Si
Pol. Plasma 30 min | 63,2 27 3,9 1 4,8

Peg.biotin 638 | 223 | 7,2 | 1,6 | 51
Peg 750 67,2 | 227 | 59 | 0,3 4
Peg 2000 672 | 216 | 78 | 1,4 | 19
Peg 5000 659 | 218 | 68 | 1,4 | 49

Peg 2000/biotine 67 20,7 | 89 | 14 | 18
Peg 5000/biotine 679 | 203 | 95 | 16 | 0,7

Tableau 4.3 : Composition atomique résultant de I'analyse XPS des substrats de silicium
fonctionnalisés (épaisseur analysée = 10 nm)

L’analyse d’un film polymére plasma de référence mis dans les conditions de greffage (en
présence d’EDC/NHS) puis rincé montre ~63% de carbone et ~27 % d’oxygéne provenant
principalement du film polymére plasma ainsi que des fractions d’azote et de soufre pouvant
étre attribuées a des molécule d’EDC et de sulfo-NHS non lavées. Cette observation indique
que I'étape de ringage du film alternativement dans une solution de KCI 1 M a pH acide
(pH~2) et basique (pH~11) ne permet pas d’éliminer complétement les agents de couplage,
présentant des atomes d’azote (EDC (3 at.), sulfo-NHS (1 at.)) et de soufre (sulfo-NHS (1
at.)). L’analyse révéle également la présence de 5 % de silicium. Or, en principe, I'épaisseur
du film déposé dans ces conditions est supérieure a la profondeur d’analyse (10 nm). Nous
pouvons attribuer cette fraction de silicium a des défauts au niveau de la monocouche de
diénes (couche d’accroche du polymére) conduisant, localement, a la délamination du film.
Une fraction de silicium pourrait également provenir de traces de PDMS présents dans le
réacteur au moment du dépét. En effet, du silicium type PDMS (Si-C) est généralement
détecté sur un dépdt réalisé sur un wafer de silicium en présence de substrats de PDMS
dans le réacteur. Ici, les dépbts sont réalisés en I'absence de substrats de PDMS mais il est
envisageable que des traces de PDMS soient présentes dans le réacteur malgré I'étape de
nettoyage par plasma air précédant l'introduction des échantillons dans le réacteur.

Aprés leur fonctionnalisation avec des amines, les films présentent une augmentation
sensible de la fraction de carbone et une diminution de la fraction d’oxygene. Ces variations
sont faibles mais sont en accord avec l'enrichissement de la surface en groupements
d’éthylene glycol -CH,-CH,-O- présentant un rapport C:O de 2:1. Notons que la fraction de

carbone et d’'oxygéne est également liée a la composition du film polymére plasma car
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I'épaisseur modifiée aprés fonctionnalisation est inférieure a I'épaisseur analysée d’'une part,
et les molécules ne recouvrent pas I'ensemble de la surface, d’autre part. Nous remarquons
également que la fraction d’azote augmente dans le film, ce qui atteste de la modification du
film avec les amines.

La Figure 4.6 présente les spectres XPS C(1s) du film polymére plasma activé de

référence et des films fonctionnalisés avec la Peg,biotine et les Pegs 750, 2000 et 5000.

(a) C(1s) (b) c(1s) (b’)S(2p) /'§'C -S0;°
.C-013,5% -C-0 18,2 %
-COOH
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Figure 4.6 : Spectres XPS haute résolution réalisés sur des substrats de silicium traités 30

min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amines en phase aqueuse (a)

Film polymére plasma de référence apres activation et rincage ; Films fonctionnalisés (b) et
(b’) Peg.biotine, (c) Peg 750, (d) Peg 2000, (e) Peg 5000

Le film polymére plasma de référence (Figure 4.6 (a)) présente une concentration en
acide carboxylique ou en ester activé (-COOH/-COOR ~289,1 eV) d’environ 12%. Cette
fraction est relativement faible comparativement a la concentration caractéristique mesurée
sur un film sec, de l'ordre de 25%. Il est probable que les étapes d’hydrolyse, d’activation et
de lavage du film entrainent la solubilisation de fragments de chaines, ce qui a été mis en
évidence par Alexander et al®® dans le cas de films polymére plasma d’acide acrylique. Une

fraction de groupements amide (-CONR ~288,1 eV) résiduels de l'ordre de 4% est
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également détectée dans la composition du film activé. Celle-ci est attribuée au sulfo-NHS (2
amides / molécule) non hydrolysé. Nous voyons qu’en raison de la présence d’agents de
couplage dans le film, I'estimation du nombre d’amides formés lors de la réaction entre une
amine primaire et les acides carboxyliques du film ne sera que qualitative. La faible
différence avec I'énergie de liaison des groupements carbonyl (-C=0 ~287,8 eV) du
polymére plasma réduit également la précision de cette quantification. Nous pouvons
néanmoins estimer la quantité relative de groupements amides au sein du film r =
CONR(%)/(-CONR(%)+-COOH(%)), ce qui nous permettra de comparer qualitativement le
taux de greffage en fonction de la nature des espéces greffées. Le film polymére plasma de
référence montre également une importante proportion d’environnements -C-O a ~286,6 eV
(-C-OH ou —C-0O-C-), de 'ordre de 13%.

La Figure 4.6(b) présente le spectre XPS C(1s) du film fonctionnalisé avec I'amino-
Pegybiotine. L’enveloppe du spectre présente un épaulement situé a ~288,1 eV attestant de
la formation d’amides résultant de la réaction covalente entre les molécules a fonctionnalité
amine et les acides carboxyliques du film. De plus, une augmentation de la concentration en
environnement de type C-O a ~286,6 eV est observée. Elle est attribuée a 'espaceur Peg,
de la molécule. Le spectre XPS S(2p) du film (Figure 4.6 (b’)) montre également la présence
d’une composante S-C a ~163,8 eV caractéristique de la biotine. L’autre composante située
a ~168,5 eV est attribuée a I'environnement sulfonate —SO3" du sulfo-NHS. A noter que cette
derniére composante est observée sur 'ensemble des films ayant été activés par EDC/NHS
tandis que la composante S-C est uniquement observée dans le cas des films
fonctionnalisés avec la biotine. Remarquons que les spectres S(2p) du soufre sont
décomposés en premiére approximation : en réalité, chaque composante du soufre peut étre
dédoublée en deux composantes 2ps, et 2p4,. Dans le cas de la biotine, on devrait donc
introduire un total de 4 composantes liées deux a deux. Cependant, la faible résolution des
spectres du soufre et la présence probable d’autres composantes liées a la dégradation de
liasisons avec le soufre lors de I'analyse ne permettent pas d’obtenir une décomposition
précise. Par conséquent les spectres présentés ici montrent uniguement d’'un point de vue
qualitatif la présence des composantes principales provenant des liaisons S-C de la biotine
et -SO;3™ du sulfo-NHS.

En ce qui concerne les films fonctionnalisés avec les Pegs de différentes masses
moléculaires, nous observons pour 'ensemble des espéces que la quantité relative d’amides
r est augmentée comparativement au film de référence activé. De plus, r diminue avec la
masse moléculaire des espéces greffées ( Peg 750 r = 0,59 ; Peg 2000 r = 0,47 ; Peg 5000 r
= 0, 44). Cette tendance est attribuée a la diminution de la probabilité de rencontre de la
molécule avec un site réactionnel et a 'encombrement des molécules (volume exclu) sur la

surface lorsque la taille de la molécule réactive augmente.56 Autrement dit, les molécules de
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masse moléculaire (rayon de giration) croissante couvrent une fraction plus élevée de la
surface du film et réduisent donc le nombre de sites réactionnels disponibles. Les films
fonctionnalisés montrent également une concentration plus importante d’environnements -C-
O comparativement au film de référence, attestant de lintroduction de chaines éthyléne
glycol dans le film. La concentration de ces environnements est estimée a 18,2 % dans le
cas de la Pegybiotine, 26,7% pour le Peg 750, 24 % pour le Peg 2000 et 21,8% dans le cas
du Peg 5000. Les différences de concentration en environnements —C-O entre les Pegs
750, 2000 et 5000 sont relativement faibles comparativement aux différences de masse
moléculaire. Ces résultats indiquent en premiére approximation que la diminution du taux de
greffage est compensée par le nombre croissant de monomeéres —CH,CH,O- de la molécule
a mesure que la masse moléculaire est augmentée. Ainsi, a conditions de greffage égales,
nous pouvons considérer que le taux de greffage dépend et est limité par la taille des Pegs.
Le taux de recouvrement des Pegs sur la surface dépend alors du rapport entre leur taille et
la distance moyenne entre les sites réactifs accessibles. La conformation la plus probable
des Pegs sur la surface du film polymére plasma dont la répartition des groupements de
surface est aléatoire est une conformation en « champignon ». Bien entendu, le cas réel est
bien plus complexe car la distance inter-site n’est pas constante sur un film polymére plasma
et on peut également imaginer une structure enchevétrée dans des zones de forte densité
de sites réactifs. Le cas extréme étant alors la structure en « peigne ».

Si le rayon Rg de Flory de la molécule greffée sur la surface est inférieur a la distance
moyenne entre deux sites réactifs, le taux de recouvrement n’est pas optimal. En suivant ce
raisonnement, si le rayon de giration de la molécule est supérieur a la distance inter-site
mais n’est pas un multiple de cette distance, la surface n’est pas totalement recouverte.
Lorsque la taille de la molécule est proche de la distance inter-site le taux de recouvrement
est optimal. Ce raisonnement simple illustré Figure 4.7 permet de mieux d’appréhender, en
premiére approximation, l'influence de la densité des groupements réactifs de surface et de

la taille des molécules greffées, sur le taux de recouvrement.
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R<d R~d’

R

Figure 4.7 : Schéma illustrant l'influence du rayon de giration R des Pegs et de la distance d
entre les sites réactifs sur le taux de recouvrement de la surface par les Pegs, dans le cas
d’une structure en « champignon »

Si les modeéles théoriques57 et la simulation moléculaire® permettent d’estimer la
conformation et le taux de recouvrement de polyméres greffés sur une surface solide
modéle, il est difficile d’accéder a ces informations expérimentalement. Dans le cas de Pegs
greffés sur un substrat de silicium par silanisation, une méthode utilisant 'XPS consiste a
estimer I'épaisseur du film a partir de I'atténuation du signal provenant du substrat de silicium
en fonction de I'angle d'incidence.®® Une autre approche consiste a estimer I'épaisseur de la
couche de Peg par XPS en comparant l'intensité du pic correspondant aux éthers a
intensité de ce pic pour un échantillon modele de référence.”® A partir de I'épaisseur
« séche » (que l'on peut également déterminer par eIIipsométrie60 ou par réflexion des
rayons X61), connaissant la masse moléculaire et la densité volumique des Pegs, on peut
estimer la densité surfacique moyenne (nombre de greffons / unité de surface). Finalement,
en comparant la densité surfacique de greffons au rayon de giration des Pegs en phase
aqueuse, on accéde a une estimation du recouvrement des Pegs sur la surface.

Ce type d’étude est possible a partir de surfaces modéles réalisées a partir de
monocouches sur des substrats de silicium, bien que les approximations soient nombreuses,
notamment en ce qui concerne la détermination de I'épaisseur du film sec. On comprend
bien que sur une surface modifiée par polymérisation plasma, dont la chimie de surface n’est
pas aussi bien définie que dans le cas de monocouches, ce type d’analyse devient
compliqué et hasardeux. Cependant, les tests d’adsorption de protéines sur la surface
fonctionnalisée avec les Pegs représentent un moyen d’évaluer l'efficacité du greffage en

termes de recouvrement de surface. Cette analyse sera réalisée dans la partie suivante.
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Dans tous les cas, les analyses XPS montrent qu'une importante quantité d’acide
carboxylique du film n’a pas réagi lors de la fonctionnalisation avec les Pegs. La majorité de
ces groupements est probablement située dans le volume du film, inaccessible pour les
polyméres de masse moléculaire élevée. Mais une fraction de ces groupements n’ayant pas
réagi correspond également a des sites de surface rendus inaccessibles a cause du greffage
de Pegs sur des sites adjacents. Si ces sites sont inaccessibles pour des molécules de taille
importante, on peut cependant imaginer que des molécules de masse plus faible, moins
encombrantes, puissent se greffer au niveau de ces sites. Partant de cette hypothése, nous
avons réalisé des surfaces bi-fonctionnelles en greffant alternativement des Pegs 2000 ou
5000 et la Peg.biotine, dont la masse moléculaire est de 375 g.mol'1 et dont le volume
hydrodynamique est plus faible que celui des Pegs. La Figure 4.8 présente les spectres

XPS correspondant a des films bi-fonctionnels Peg 2000/biotine et Peg5000/biotine.
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Figure 4.8 : Spectres XPS haute résolution réalisés sur des substrats de silicium traités 30
min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés en deux étapes (surfaces « bi-
fonctionnelles ») (a) et (a’) Peg 2000 / Peg.biotine, (b) et (b’) Peg 5000 / Pegs.biotine

Nous observons que sur ces surfaces, la concentration d’environnements C-O, est de
'ordre de 22 % (Figure 4.8 (a) et (b)), ce qui est comparable a la concentration évaluée sur

les films monofonctionnels de Pegs (Figure 4.6 (d) et (e)). Cependant, la fraction r d’amides
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est augmentée comparativement aux films monofonctionnels de Pegs et 'environnement S-
C caractéristique de la biotine est détecté (Figure 4.8 (a’) et (b’)), ce qui atteste du greffage

de la Peg,biotine et du caractére bi-fonctionnel du film.

4.3.2.3 Test d’adsorption de protéines
La Figure 4.9 présente les résultats des tests d’adsorption de protéines sur les surfaces
de silicium traitées par polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec I'aminoPeg;biotine,
les aminoPegs (750, 2000 et 5000 g.mol") ou la combinaison biotine/Pegs (films bi-

fonctionnels).
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Figure 4.9: Test d’adsorption de la streptavidine par mesure de fluorescence (Marquage
rhodamine) sur les surfaces de silicium traités par polymérisation plasma puis
fonctionnalisés avec des amines primaires fonctionnelles. Les variations relatives
d’adsorption par rapport au contréle sont également indiquées (%)

En ce qui concerne les films monofonctionnels, nous observons que le greffage des Pegs
permet de diminuer la quantité de streptavidine adsorbée non spécifiquement sur le film
polymére plasma. La diminution du signal d’intensité de fluorescence mesurée par rapport
au contrble est maximale dans le cas du Peg 5000 (-91%). Dans le cas du film fonctionnalisé
avec la biotine, nous observons une trés nette augmentation de la quantité de streptavidine
adsorbée par rapport au contréle (+578%). Cette importante adsorption est liée a la forte

affinité de la biotine et de la streptavidine qui interagissent de maniére spécifique, tandis que
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I'adsorption non spécifique de la streptavidine sur le film polymére plasma est relativement
faible. De ce point de vue, le substrat fonctionnalisé avec la biotine constitue un intéressant
capteur pour la streptavidine.

Les surfaces bi-fonctionnelles ont été préparées en greffant alternativement les Pegs et la
biotine sur le film polymére plasma. Nous remarquons que I'adsorption de la streptavidine
sur ces films est considérablement plus importante que sur les substrats uniquement
fonctionnalisés avec les Pegs, ce qui indique que I'effet adsorbant de la biotine 'emporte sur
les propriétés des Pegs. En d’autres termes, les Pegs ne permettent pas de masquer la
biotine. Nous observons cependant des différences notables en fonction de la masse
moléculaires des Pegs.

En premier lieu, les systemes Peg750/biotine et Peg5000/biotine présentent une
adsorption trés élevée, supérieure a I'adsorption mesurée sur un film monofonctionnel de
biotine. Ce résultat peut paraitre surprenant de prime abord car on s’attendrait a ce que la
quantité de streptavidine adsorbée soit proportionnelle a la quantité de biotine greffée sur la
surface. Or en principe, les films bi-fonctionnels contiennent moins de biotine. Ce résultat
peut s’expliquer par le fait que dans le cas du film monofonctionnel de biotine, 'adsorption de
la protéine sur la surface ne serait pas limitée par la quantité de biotine de surface mais par
les interactions répulsives entres les protéines adjacentes. Dans le cas des surfaces bi-
fonctionnelles, la présence des Pegs de part et d’autres des sites spécifiques pourrait
écranter ces interactions et permettre d’augmenter la quantité relative de protéines
adsorbées sur la surface. Une tendance similaire a été mise en évidence par Knoll et al®? sur
des systemes mixtes hydroxythiol/biotinethiol de monocouches autoassemblées. Ces
travaux montrent que la dilution surfacique de la biotine permet d’augmenter la quantité de
streptavidine spécifiguement adsorbée.

En second lieu, les films bi-fonctionnels Peg2000/biotine montrent un taux d’adsorption
inférieur aux systémes Peg750/biotine, Peg5000/biotine ou biotine seule. Dans I'hypothése
que la quantité de biotine dans un film Peg 5000/biotine est supérieure a la quantité de
Biotine dans un film Peg 2000/biotine (hypothése vérifiee qualitativement en comparant les
taux de greffage r déterminés par XPS (Figure 4.6 et Figure 4.8)), ces résultats semblent
indiquer qu’une partie de la botine présente dans le film Peg2000/botine n’est pas accessible
pour la streptavidine. Aussi, dans les conditions de ce systéme, en premiére approximation,
le Peg 2000 semble correspondre au meilleur compromis entre la taille du Peg et la densité
de groupements réactifs de surface permettant de rendre une partie des sites spécifiques de

botine inaccessibles.
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4.3.3 Fonctionnalisation des substrats de PDMS traités 6 min

Les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis hydrolysés ont été
fonctionnalisés avec les amino-Pegs et 'Amino-Peg.-botine en milieux aqueux en présence
d’'EDC/NHS. Les surfaces surfaces fonctionnalisées ont été caractérisées par angle de
contact et XPS.

4.3.3.1 Mesure d’angle de contact
Le Tableau 4.4 présente mesures d’angle de contact de I'eau réalisées sur les substrats
de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec différentes

molécules a fonctionnalité amine.

Avancée Retrait (°) | Hystérése relative

(£2°) (£2°) (%)

Pol. Plasma 6 min 100 15 85
(activé)

PegsN; 95 20 79

Peg 750 92 17 81

Peg 2000 83 33 60

Peg 5000 85 35 59

Peg,botine 94 18 81

Tableau 4.4 : Angles de contact a 'avancée et au retrait de 'eau sur les PDMS ftraités 6 min
par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des molécules ou macromolécules a
fonctionnalité amine

Pour I'ensemble des substrats fonctionnalisés, les angles de contact a I'avancée de I'eau
sont plus faibles comparativement a la référence (PDMS ftraité 6 min puis activé par
EDC/NHS et rincé), tandis que les angles au retrait sont plus élevés. Les variations les plus
significatives sont observées sur les surfaces fonctionnalisées avec les Pegs 2000 et les
Pegs 5000. Concernant les variations d’angle a I'avancée, les tendances observées vont
dans le sens opposé comparativement aux tendances observées sur les surfaces de silicium
traitées 30 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec les Pegs. En effet,
nous avons vu que les angles de contact a 'avancé mesurés sur ces surfaces augmentent
Iégérement par rapport a la référence, car les unités —CH,CH,O- sont moins hydrophiles que
les groupements —COOH. Dans le cas des substrats de PDMS traités 6 min, la surface est
hétérogene. Elle se compose de fractions de polymére plasma riches en groupements acide
dans une matrice de PDMS modifié, hydrophobe. Aussi le greffage des Pegs conduit au
recouvrement de fractions hydrophobes du substrat, ce qui explique la diminution de I'angle

de contact a l'avancée (Figure 4.10). En paralléle, les angles au retrait augmentent par
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rapport a la référence et I'’hystérése relative de mouillage décroit, ce qui indique également

que la composition de la surface est plus homogéne.

PP 6min PP 6min + Pegs 2000

6, = 100° _ i 6, = 83°
Matrice PDMS modifié,

coo:@ hydrophobe '@
&/ < —

| PDMS | | PDMS |

Figure 4.10 : Schéma présentant la composition chimique de la surface « vue » par la goutte
d’eau lors de la mesure d’angle de contact a I'avancée, dans le cas d’un substrat de PDMS
traité 6 min puis fonctionnalisé avec des Pegs de masse moléculaire élevée (2000 et 5000)

Dans le cas des molécules de masse moléculaire plus faible (Pegybiotin, PegsNs;, Peg
750), les variations d’angle de contact sont plus faibles, probablement car le recouvrement
des molécules sur la surface est plus faible mais également a cause de linfluence des

groupements terminaux relativement hydrophobes.

4.3.3.2 Analyse XPS
Le Tableau 4.5 présente les compositions atomiques des substrats de PDMS

fonctionnalisés avec les différentes amines.

Composition Atomique (%)
%C | %O |%Si| %N
PDMS 43,8 | 21,6 | 34,6 -

PP6min 55,7 | 23,7 | 19,4 | 1,2
activé
PegsN; 541 1| 18,1 | 19,7 8

Peg,biotine | 54,2 | 20,9 | 21,2 | 3,6
Peg750 | 51,8 234 | 24 0,7
Peg 2000 | 55,1 | 23,1 | 18,6 | 3.1
Peg 5000 | 56,4 | 23,7 | 19,7 -

Tableau 4.5 : Composition atomique résultant de I'analyse XPS des substrats de PDMS
fonctionnalisés (épaisseur analysée = 10 nm)

Pour I'ensemble des surfaces fonctionnalisées, les compositions en carbone, oxygéne et
silicium ne varient pas significativement par rapport a la référence (PDMS traité 6 min, activé
par EDC/NHS puis rincé) en raison de la faible épaisseur modifiée et des similitudes entre

les compositions atomiques du polymeére plasma et des molécules greffées (principalement

191



Chapitre 4 — Elaboration de la surface adaptative

du carbone et de I'oxygéne). Comme nous I'avons observé précédemment sur les surfaces
de silicium, le film activé de référence présente une fraction d’azote provenant des agents de
couplage non rincés, probablement du NHS lié aux acides carboxyliques. Dans le cas du film
fonctionnalisé avec I'azide, la fraction d’azote dans le film augmente significativement par
rapport a la référence, en raison de I'importante fraction d’azote de la molécule (4 atomes /
molécule). Sur 'ensemble des substrats de PDMS modifiés, le soufre n’est pas détecté alors
que celui-ci avait été détecté sur les surfaces de silicium et attribué soit a la biotine soit au
sulfo-NHS. Le soufre est un atome peu sensible en XPS et probablement la fraction de
soufre du film est inférieure a la limite de détection de I'analyse.

Davantage d’informations peuvent étre tirées de I'analyse des spectres haute résolution

C(1s) du carbone, présentés Figure 4.11.

(a) PP 6 min réf.

CPS

281 283 285 287 289 291 281 283 285 287 289 291 281 283 285 287 289 291

Energie de liaison (eV)

Figure 4.11 : Spectres XPS C1(s) haute résolution réalisés sur des substrats de PDMS
traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amines en phase
aqueuse (a) Film polymeéere plasma de référence aprés activation et ringcage ; Films
fonctionnalisés (b) PegsNs, (c) Pegobiotine, (d) Peg 750, (e) Peg 2000, (f) Peg 5000
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En appliquant la méme approche que celle utilisée précédemment pour I'analyse des
films déposés sur les surfaces de silicium, nous pouvons évaluer la fraction relative r
d’amides et la concentration des environnements C-O au sein des films fonctionnalisés.
Remarquons cependant que dans le cas des substrats de PDMS fonctionnalisés, I'analyse
XPS dont la résolution est de I'ordre de 0,2-0,3 eV ne nous permet pas de différencier les
environnements de types C=0 / O-C-O du polymére plasma des environnements C(O)NR
correspondant aux amides. Par conséquent, la fraction relative d’amides r est largement
surévaluée mais peut néanmoins étre exploitée qualitativement. Ainsi, nous observons que
la fraction relative d’amides dépend de la nature de I'amine greffée. Cette fraction diminue
lorsque la masse moléculaire de 'amine augmente. r est maximal dans le cas de I'azide et
minimal dans le cas du Peg 5000. Cette tendance a déja été observée précédemment sur
les surfaces de silicium fonctionnalisées. En paralléle, la concentration des environnements
C-0O est maximale au sein du film fonctionnalisé avec le Peg 2000 (12,9%) et minimale dans
le cas du Peg 750 (6,3%). Les tests d’adsorption de protéines nous permettront de vérifier si
ces différences sont corrélées au caractére non-adsorbant des surfaces.

Le Tableau 4.6 présente les différentes composantes obtenues a partir de la

décomposition des spectres XPS haute résolution des substrats de PDMS fonctionnalisés.
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PP 6 min | PP6min/ PP6min/ | PP6min/ PP6min/ | PP6min/
activé PegsN; | Peg,biotin | Peg 75 Peg 2000 | Peg 5000

EL | % EL | % EL | % | EL. | % | EL. | % | E.L.

%

Composantes (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | AL
C(1s) C-Si 284,3 |63,2| 284,3 |61,9| 284,3 62,4 | 284,3 |81,2| 284, |551| 284,3 |53,4
C-C 285 | 7,8 | 285 [12,1| 285 | 8,2 - - 285 |10,7| 285 |141
C-C(O)NR 285,3 | 4,2 | 2853 | 4,1 | 2853 | 4,4 | 2853 | 2,8 | 285,3 | 4,7 | 285,3 | 4,1
C-C(0)=0 2856 | 6 | 2856 19 |2856 | 3,9 |2856 21 |2856 | 3,6 |2856 | 4,8
C-N 286,11 | 42 | 286,11 | 42| 286 |44 | 286 |28 | 286 | 4,7 | 286 | 4,1
C-0 286,6 | 4,3 | 286,5 | 9,5 | 286,6 | 8,3 | 286,5 | 6,2 | 286,5 | 12,9 | 286,6 | 10,7
O-C-0/-C=0/ | 288,142 | 288 |4,2|288,1 44 | 288 | 2,8 |288,1| 4,7 | 2881 | 4,1
C(O)NR
O=C-0-C=0/ 2891 | 6 |2891 19 |2891 39| 289 | 2,1 |289,1| 36 |289,1 | 4,8
RO-C=0
O(1s) RNC=0 530,1 | 2,7 | 530,4 | 6,4 | 530,7 | 6,5 | 530,5 | 6,9 | 530,4 | 4,6 | 530,3 | 4,8
Si-O-Si/ 531,9 | 86,5| 531,9 1 89,8 | 531,8 {82,3| 531,9 | 5,2 | 531,9 | 87,2| 532 |84,4
0=C-0-C=0
O=C-0-C=0/ | 533,8 /10,7 | 533,4 | 2,5 | 533,3 | 11,2| 533,5 | 87,9| 533,3 | 8,3 | 533,56 | 10,9
RO-C=0
Si(2p) Si-O-Si 101,9 |93,6| 101,7 |55,2| 101,7 | 53,6 | 101,9 | 96,8 | 101,8 | 67,7 | 101,7 | 65,8
(PDMS)
Si(Ox) 2<x<4 | 102,6 | 4,8 | 102,3 |41,4| 102,2 | 44,3 - - 102,4 |32,3| 102,5 | 34,2

Si-O, (silice) | 104,2 | 1,5 | 1034 | 3,3 | 103,9 | 2,1 | 103,7 | 3,2 - - -

N(1s) C(O)NR 399,8 |62,4| 400 | 76 | 399,9 |181,2|399,4 79,2| 399,9 | 75,1 -

NH;"/ 4017 [37,6| - - | 402,7 [18,8] 401,8 20,8 4024 |24,9| -
ON(C=0OR),

-N; - - f40ss 24| - | - - - - -

Tableau 4.6 : Résultat de la décomposition des enveloppes C(1s), O(1s), Si(2p) et N(1s)
des spectres XPS haute résolution réalisés sur les substrats de PDMS fonctionnalisés avec
différentes amines

En considérant les composantes du silicium, uniquement liées aux fractions de PDMS
modifiées et non modifiées, nous observons que la concentration des environnements Si(Ox)
a ~102,4+0,2 eV attribués au PDMS partiellement oxydé (« modifié ») augmente
significativement sur les substrats fonctionnalisés comparativement au substrat de référence.

Or les conditions de fonctionnalisation des films en milieu aqueux ne conduisent pas a
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I'oxydation du PDMS. Cet effet est attribué a 'augmentation d’épaisseur et au recouvrement
latéral de la surface résultant de la fonctionnalisation du film polymére plasma, comme le

montre la Figure 4.12.

PP 6min PP 6min fonctionnalisé

Polymére plasma

PDMS modifié
o o o o o o o %
o o o o o [} [ ]
Epaisseur I B e I |
sondée POMS PDMS |

Figure 4.12 : Schéma décrivant les différentes interfaces analysées par XPS sur un substrat
de PDMS traité 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisées

A profondeur d’analyse constante (~10 nm), la proportion de PDMS non modifié (a ~
531,9 + 0,2 eV) sondée est plus importante dans le cas du substrat uniquement traité par
polymérisation plasma. Notons que par souci de simplification, la Figure 4.12 présente une
couche de PDMS « modifié » continue. En réalité, il est possible que cette couche soit
discontinue et dans cette hypothése, la fonctionnalisation du film conduit au recouvrement
de zones de PDMS non modifiées. Cet effet s’additionne a la modification d’épaisseur
apportée par la fonctionnalisation. La valeur absolue de la variation d’épaisseur nous est
inconnue dans les conditions d’ultra-vide de I'’XPS et celle-ci dépend de la taille des
molécules greffées. Les modifications sont probablement nanométriques, mais l'effet est
clairement observé car I'épaisseur de linterface de PDMS modifiée est du méme ordre de
grandeur.

Enfin, 'analyse du spectre de I'enveloppe de 'azote montre la présence de composantes
correspondant aux amides a ~ 400 eV, aux amines protonées NH3" ou aux environnements
ON(C=0OR), du NHS a ~ 402 eV. Dans le cas de l'azide, une composante est détectée a
~404,4 eV. Cette composante a également été détectée par Collmann et al®® et a éte

attribuée a I'azote central qui est déficient en électrons.

5 Adsorption de protéines dépendant de I’élongation

5.1 Elongation uni-axiale

5.1.1 Tests d’adsorption de I’avidine

5.1.1.1 Films monofonctionnels
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La Figure 5.1 présente les résultats des tests d’adsorption de l'avidine réalisés sur les
substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des

amines en milieux aqueux.
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Figure 5.1 : Test d’adsorption de I'avidine par mesure de fluorescence (marquage FITC) sur
les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés. Les
histogrammes représentent I'adsorption du substrat relaxé (0% Ads) et 'adsorption
supplémentaire sous étirement uniaxial pour un taux d’allongement de 100% (100% Ads).
La variation relative d’adsorption a I'état relaxé par rapport au contrdle est également
indiquée en % dans le cas des films monofonctionnels

La surface de « contrble » correspond au PDMS traité 6 min puis hydrolysé. Dans le cas
de l'adsorption de l'avidine sur les films monofonctionnels a I'état relaxé, nous observons
que l'adsorption relative sur le substrat fonctionnalisé avec la biotine augmente d’environ
45% par rapport au contrdle, tandis que les films fonctionnalisés avec les Pegs 2000 et 5000
montrent une diminution de I'adsorption relative de I'ordre 59% et 43%, respectivement. Ces
résultats sont en accord avec la tendance observée précédemment sur les surfaces de
silicium. La biotine permet d’augmenter I'adsorption par rapport au contréle en raison des
interactions spécifiques avec la protéine, tandis que le greffage des Pegs diminue
I'adsorption non spécifique de la protéine sur le substrat. Nous notons également que les
Pegs 2000 conduisent a une diminution plus importante que les Pegs 5000, ce qui suggeére
que leur taux de recouvrement sur la surface est plus important. Cette observation est en

accord avec les tendances mises en évidence par les analyses de mouillabilité et d’XPS.
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L’adsorption supplémentaire mesurée sous élongation (Ads. 100%) est tres faible dans le
cas du PDMS ftraité de contréle. Nous avons montré dans le chapitre 3 que I'’élongation du
substrat de PDMS traité 6 min conduit a la dilution des groupements acide du plasma
(mouillabilité) et a la contribution des propriétés viscoélastiques du PDMS (AFM). Or
I'adsorption relative de I'avidine sur le substrat de PDMS non traité ((Fluorescence ~ 70 u.a.)
est plus importante que sur le substrat de PDMS traité 6 min (Fluorescence ~ 50 u.a.),
probablement en raison des interactions hydrophobes entre la protéine et le PDMS. Ainsi, la
légére augmentation d’adsorption observée sous élongation peut étre attribuée a la
contribution de zones hydrophobes de PDMS. Le substrat fonctionnalisé avec la biotine
montre également une légére augmentation de I'adsorption sous étirement, ce qui peut étre
attribué a la contribution du PDMS d’une part, et a une augmentation de I'accessibilité de
certains sites spécifiques d’autre part. Les variations les plus importantes sous élongation
sont observées sur les substrats fonctionnalisés avec les Pegs 2000 et 5000. Dans le cas du
Peg 2000, I'adsorption additionnelle sous élongation est plus importante que I'adsorption a
I'état relaxé tandis que dans le cas du Peg 5000 I'adsorption sous élongation est du méme
ordre de grandeur que [I'adsorption initiale. Ces résultats montrent que les surfaces
fonctionnalisées avec les Pegs ne conservent pas leur caractére non-adsorbant sous
élongation. Ce phénomeéne est attribué a la dilution des Pegs et a la contribution du substrat

de PDMS traité sous élongation, comme l'illustre la Figure 5.2.

AL/L = 0% " ALL = 100%

Figure 5.2 : Schéma illustrant I'adsorption de protéines dépendant de I'élongation sur un
substrat de PDMS traité 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisé avec des Pegs

En premiére approximation, en considérant le rayon de la protéine (environ 5 nm) ces
résultats indiquent que I'élongation du substrat permet de promouvoir I'accessibilité de zones
non couvertes par les Pegs, dont la dimension est au moins de l'ordre de quelques
nanomeétres. On peut alors considérer deux cas extrémes illustrés par la Figure 5.3.

- Des zones riches en Pegs (« patchs ») s’éloignent les uns des autres pour libérer des

espaces accessibles pour la protéine.
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- Des greffons de Pegs s’écartent les uns des autres pour libérer des espaces accessibles

pour la protéine.

(a)

| PDMS
AL/L = 0% AL/L = 100%
TS Bt
| éﬁM;gJ § — | é PDMS
AL/L = 0% AL/L = 100%

Figure 5.3 : Schéma illustrant deux modes de répatrtition et de dilution probables des Pegs
sur la surface (a) Répatrtition et dilution par« patchs », (b) Répartition et dilution homogénes

Le cas réel correspond probablement a un cas intermédiaire de ces deux cas limites.
Remarquons enfin que dans ces modéles, c’est la distribution initiale des greffons sur la
surface a I'état relaxé qui gouverne la distribution des greffons a I'état étiré, dans I'hypothése
d’'une élongation homogene du substrat a I'échelle locale. Or la présence de charges de
silice dans le PDMS (voir chapitre 2, effet Mullins) et la sur-réticulation partielle de la surface
lors du traitement peuvent étre a l'origine d’hétérogénéités locales au niveau de I'élongation
du substrat, ce qui constitue un parameétre supplémentaire pouvant affecter le comportement

du systéme sous élongation.

5.1.1.2 Films bi-fonctionnels

Les films bi-fonctionnels ont été réalisés en greffant successivement les Pegs 2000 ou
5000 puis la biotine. L’hypothése sous-jacente a cette méthode est qu’en raison de leur
taille, les Pegs ne saturent pas I'ensemble des groupements réactifs de la surface, qui
demeurent des sites réactifs pour des molécules de dimensions plus faibles, telle que la
biotine. Les résultats des tests d’adsorption de I'avidine sur les surfaces bi-fonctionnelles
sont présentés sur la Figure 5.1. Nous observons en premier lieu que les systémes Peg
2000/biotine et Peg 5000/biotine a I'état relaxé présentent une adsorption plus élevée que
les films monofonctionnels Peg2000 et Peg5000. Ce résultat suggére qu’au moins une partie

des sites spécifiques de biotine est accessible pour la protéine avant I'élongation du substrat.
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Dans le cas du systéme Peg2000/biotine, 'adsorption supplémentaire sous élongation est du
méme ordre de grandeur que l'adsorption a I'état relaxé. Cependant, I'adsorption sous
élongation est comparable a [Il'adsorption (non-spécifique) mesurée sur la surface
monofonctionnelle de Peg2000 ce qui ne permet pas de déterminer si cette adsorption
supplémentaire promue par I'élongation est spécifique ou non-spécifique. Dans le cas du
systéme Peg5000/biotine I'adsorption sous élongation est trés faible devant I'adsorption a
I'état relaxé, ce qui indique que tous les sites spécifiques de biotine sont accessibles avant
étirement sur ce systéme.

L’ensemble de ces résultats montre que les Pegs permettent de diminuer I'adsorption non
spécifique de l'avidine sur le substrat a I'état relaxé d’'une part, mais que le masquage de la
biotine a I'état relaxé n’est pas assuré dans le cas des surfaces bi-fonctionnelles d’autre part.
Ce comportement suggére que la force d’interaction entre la biotine et la streptavidine
prédomine sur 'encombrement stérique des Pegs. Autrement dit, la densité surfacique de
Pegs au niveau de I'environnement des sites de biotine n’est pas suffisante. Une solution
potentielle consiste a greffer la biotine sur les surfaces fonctionnalisées avec les Pegs a
I'état étiré, afin de greffer la biotine au niveau de sites inaccessibles a I'état relaxé. La Figure
5.4 présente les résultats des tests d’adsorption de I'avidine sur les films Peg2000/biotine, ou

la Biotine est greffée a différents taux d’élongation du substrat.
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Figure 5.4 : Test d’adsorption de l'avidine sur les films bi-fonctionnels. Les Pegs 2000 sont
préalablement greffés sur les substrats a I'état relaxé puis la biotine est greffée a différents
taux d’allongement

Les résultats montrent que le greffage de la biotine sous étirement permet d’augmenter la
quantité relative de protéines adsorbées sur les films bi-fonctionnels, ce qui suggére que
I'élongation permet de greffer davantage de biotine sur le substrat. Cependant, nous
remarquons que c’est 'adsorption sur les substrats a I'état relaxé qui augmente, tandis que

'adsorption supplémentaire sous élongation demeure constante, quel que soit le taux
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d’élongation appliqué au substrat lors du greffage de la biotine. Ce résultat démontre que

dans ces conditions la biotine n’est pas masquée par les Pegs.

5.1.2 Tests d’adsorption de la streptavidine

Des essais supplémentaires ont été réalisés avec la streptavidine car cette protéine, trés
similaire a l'avidine, présente généralement moins d’adsorption non-spécifique que l'avidine,
ce qui permet d’augmenter le rapport signal/bruit lié aux interactions spécifiques avec la
biotine. La Figure 5.5 présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine sur les

substrats de PDMS fonctionnalisés.

120

- OAds 100%

® 400 | - OAds0% | = T

: S (o] J.

' T

((}) 80+ e -

(%) +420% T T

c l -

) 60 -

9 f

el 40 - || -

| . T

(o] = .

S5 20 [ t

LL F— -80° -

0 :
AQ < Q Q (%] 0\0
(’\\'@\ \\\Q (190 @6}% \6\\(\ '\QQ
oM Q s S 2 <@
.\(\s Q QQ ,\bg ‘§
Q)é\ (g/Q QQJQ xQ)
N Q® S )
4 S A9
Q
Q% &’ QQ’q
< <° x
QQ
Q
&
80

Figure 5.5 : Test d’adsorption de la streptavidine par mesure de fluorescence (marquage
FITC) sur les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis
fonctionnalisés. Les histogrammes représentent I'adsorption du substrat relaxé (0% Ads) et
I'adsorption supplémentaire sous étirement uni-axial pour un taux d’allongement de 100%
(100% Ads). La variation relative d’adsorption a I'état relaxé par rapport au contréle est
également indiquée en % dans le cas des films monofonctionnels

Nous remarquons en premier lieu que, d’'un point de vue qualitatif, I'adsorption relative de
la streptavidine sur le substrat de PDMS traité est plus faible comparativement a l'avidine.
(Cette comparaison est possible dans la mesure ou les fractions molaires du marqueur FITC

des deux protéines sont similaires et les tests d’adsorption ont été réalisés dans les mémes
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conditions). Cette tendance peut s’expliquer par les différences de points isoélectriques des
protéines : I'avidine, dont le point isoélectrique est de ~10,5 est positivement chargée a pH =
7,4 tandis que la streptavidine, qui présente un point isoélectrique de ~5 est négativement
chargée au pH auquel sont réalisées les mesures. Or nous avons montré dans le chapitre 3
que les groupements diacide du film sont partiellement ionisés (i.e. négativement chargés) a
cette valeur de pH, ce qui favorise les interactions électrostatiques attractives avec des
especes positivement chargées. Notons également que I'adsorption relative de la
streptavidine est plus faible que I'adsorption de I'avidine sur le PDMS, (respectivement 45
u.a. et 70 u.a. de fluorescence), ce qui suggére que les interactions hydrophobes entre la
streptavidine et le PDMS sont moins importantes que dans le cas de l'avidine.

Par conséquent, le signal lié a I'adsorption spécifique sur les films fonctionnalisés avec la
biotine est largement plus important dans le cas de la streptavidine comparativement a
'avidine (respectivement ~420% et ~45% d’augmentation par rapport au contrdle). La
diminution de l'adsorption non-spécifique sur les substrats fonctionnalisés avec les Pegs
2000, de l'ordre de 60% par rapport au contréle, est comparable aux résultats obtenus avec
'avidine. De méme, I'adsorption sous élongation est plus importante que I'adsorption a I'état
relaxé sur les films fonctionnalisés avec les Pegs 2000, car le substrat est alors plus
accessible pour les protéines.

Les surfaces bi-fonctionnelles Peg2000/Peg750/biotine ont été préparées par le greffage
successif des Pegs 2000, Pegs 750 et de la biotine. Les Pegs 750 ont été ajoutés dans le
but d’augmenter le taux de couverture des Pegs sur la surface en fonctionnalisant des sites
réactifs inaccessibles pour les Pegs 2000. Mais les résultats des tests d’adsorption de
protéine n’indiquent pas de différences significatives entre les films fonctionnalisés avec les
Pegs 2000 et le systeme Peg2000/Peg750. Le film bi-fonctionnel Peg2000/Peg750/biotine
montre une adsorption importante a I'état relaxé tandis que I'adsorption supplémentaire sur
le substrat étiré est comparable a celle mesurée sur le film Peg2000/Peg750 de référence.
Comme observé précédemment avec l'avidine, les sites spécifiques sont accessibles avant
I’élongation du substrat et le signal supplémentaire aprés élongation est probablement lié a
I'adsorption non-spécifique. Enfin, comme nous I'avons observé précédemment, le greffage
de la biotine sur le substrat a I'état étiré permet d’augmenter la quantité de streptavidine
adsorbée, mais cette adsorption supplémentaire est obtenue avant I'élongation du substrat.

Une solution potentielle permettant d’augmenter la densité de greffage des Pegs sur le
substrat consiste a greffer les Pegs lorsque le substrat est a I'état étiré. La Figure 5.6
présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine sur des films bi-fonctionnels

Peg2000/biotine pour lesquels les Pegs 2000 sont greffés sous étirement.
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Figure 5.6 : Test d’adsorption de la streptavidine sur les films bi-fonctionnels. Les Pegs 2000
sont préalablement greffés sur les substrats a I'état étiré (¢=100%), puis la biotine est
greffée sur le substrat a I'état rétracté ou étiré (e=100%)

Les résultats indiquent que le greffage des Pegs sous étirement ne permet pas de
masquer la biotine qui demeure accessible avant élongation, que celle-ci soit greffée a I'état
étiré ou non. Cependant, lorsque la biotine est greffée a I'état relaxé, la quantité relative de
streptavidine adsorbée sous élongation est plus importante que sur les films
monofonctionnels de Peg 2000(100%) ou de biotine. Ces conditions sembleraient donc
favoriser le masquage d’une fraction de la Biotine qui serait uniquement accessible sous
élongation. Cependant, cette fraction demeure faible devant la fraction de biotine accessible

avant I’élongation.

5.1.3 Bilan

Nous avons montré que la fonctionnalisation des substrats de PDMS traités conduit a une
diminution de I'adsorption non-spécifique des protéines (avidine et streptavidine) dans le cas
des Pegs, et a une augmentation de I'adsorption dans le cas de la biotine. L’avidine montre
un taux d’adsorption (non-spécifique) plus élevé que la streptavidine sur le substrat de
PDMS traité, ce qui permet de mettre clairement en évidence que les Pegs 2000 sont plus

performants que les Pegs 5000 en ce qui concerne la réduction de I'adsorption non-
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spécifique des protéines sur le substrat. Ainsi, le taux de recouvrement de la surface est
probablement plus important dans le cas des Pegs 2000. Sous élongation, la quantité de
protéines adsorbées augmente significativement, ce qui est attribué a la diminution du taux
de recouvrement des Pegs sur la surface.

En ce qui concerne les films bi-fonctionnels composés de Pegs et de biotine, les résultats
montrent que [l'adsorption (spécifique) augmente comparativement aux films
monofonctionnels de Pegs en raison des interactions spécifiques avec la biotine. Cependant,
cette adsorption supplémentaire est observée avant I'élongation du substrat, ce qui indique
que les Pegs ne permettent pas de masquer la biotine dans ces conditions. Le
comportement des systémes bi-fonctionnels est probablement gouverné par la compétition
entre I'affinité de la protéine pour le récepteur et la répulsion stérique des Pegs tendant a
s’opposer a lI'adsorption des protéines sur le substrat. Si la répulsion stérique des Pegs est
suffisante pour diminuer I'adsorption non spécifique des protéines sur le substrat de PDMS
traité, celle-ci est insuffisante lorsque les récepteurs sont greffés sur la surface. Le
masquage de la biotine requiert probablement d’augmenter la densité des Pegs dans
I'environnement des sites spécifiques de biotine. Dans ce but, il est possible de greffer
davantage de biotine sous élongation mais l'adsorption supplémentaire associée est
observée avant élongation du substrat. Le greffage de deux masses moléculaires de Pegs
(Peg2000/Peg750) ne permet pas non plus de masquer davantage la biotine. Les résultats
les plus encourageants sont obtenus lorsque les Pegs sont préalablement greffés sur le
substrat a I'état étiré et la biotine est ensuite greffée sur le substrat a I'état relaxé. Dans ce
cas, une fraction de protéines semble étre adsorbée spécifiquement sous élongation mais
cette fraction demeure largement inférieure a la fraction adsorbée sur le substrat a I'état
relaxe.

Or, l'optimisation du systéme et la démonstration du concept de la surface adaptative
doivent satisfaire a deux conditions:

- Le signal de fluorescence lié a I'adsorption des protéines sous élongation doit étre
significativement plus important que le signal lié a I'adsorption des protéines sur le
substrat a I'état relaxé.

- L’intensité du signal mesuré sous élongation doit étre plus importante que lintensité
mesurée sur le substrat de référence ne présentant pas de récepteurs spécifiques,
afin de garantir le caractére spécifique de I'adsorption.

La Figure 5.7 illustre ces conditions en représentant I'objectif & atteindre en termes de

signal pour valider le concept.
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Figure 5.7 : Schéma illustrant I'objectif a atteindre en termes de signal lié a I'adsorption de
protéines (fluorescence ou autre) permettant de démontrer le concept de surface adaptative
répondant a un stimulus mécanique

En conservant la méme stratégie consistant a élaborer un systéme bi-fonctionnel
composé de Pegs linéaires et de récepteurs spécifiques, nous avons décidé d’améliorer la
réponse du systéme en élaborant un dispositif d’élongation multiaxial d’'une part, et en
utilisant un marqueur fluorescent plus sensible d’autre part.

Le dispositif d’élongation est un systeme triaxial élaboré au laboratoire. Celui-ci est décrit
dans la partie matériel et méthodes (partie 3.2.4). L’élongation triaxiale permettra ainsi
d’améliorer ’homogénéité de I'élongation en réduisant la contraction transversale du substrat
de PDMS lors de I'élongation. Ce dispositif est également pourvu d’'un accessoire permettant
de réaliser des greffages sous élongation.

La protéine utilisée dans la suite de I'étude est la streptavidine marquée a la rhodamine,
car ce marqueur est plus sensible (nombre de photons émis/mol de protéines) que le
marquage FITC. La Figure 5.8 présente le résultat du test d’adsorption de la streptavidine
marquée FITC ou rhodamine sur un substrat de PDMS traité 6 min par polymérisation
plasma et fonctionnalisé avec la biotine. Le marquage a la rhodamine conduit a une

augmentation du signal de I'ordre de 30% comparativement au marquage FITC.
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Fluorescence u.a.

FITC Rhodamine

Figure 5.8 : Comparaison entre la fluorescence relative (I-l,) mesurée sur un substrat de
PDMS fonctionnalisé avec la Biotine et mis en contact avec la streptavidine (0,1 mg/ml)
marquée FITC ou rhodamine. Le temps d’exposition est de 1s, l'intensité du bruit de fond
« autofluorescence » 1p~10 u.a. est comparable dans le vert et dans le rouge

5.2 Elongation triaxiale

5.2.1 Films monofonctionnels

5.2.1.1 Films de Pegs
La Figure 5.9 présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine (marquage
rhodamine) dépendant de I'’élongation (triaxiale) réalisée sur les substrats de PDMS traités 6

min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec différents amino-Pegs.
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Figure 5.9 : Test d’adsorption de la streptavidine par mesure de fluorescence (marquage
rhodamine) sur les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma puis
fonctionnalisés par différents amino-Pegs. Les histogrammes représentent I'adsorption du
substrat relaxé et 'adsorption supplémentaire sous étirement triaxial pour un taux
d’allongement de 100%. La variation relative d’adsorption a I'état relaxé par rapport au
contréle est également indiquée en % dans le cas des films monofonctionnels
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Les résultats montrent que I'ensemble des Pegs testés conduisent a une diminution de
'adsorption de la streptavidine par rapport au controle lorsque les substrats sont a I'état
relaxé. En particulier, les meilleurs résultats sont obtenus avec les Pegs 2000 qui permettent
de diminuer l'adsorption relative de l'ordre de 80% comparativement au contréle. La
diminution du signal de fluorescence, de I'ordre de 13% est la plus faible dans le cas des
Pegs 5000. L’azido-Peg et le Peg 750, de faibles tailles (Re ~ 0,9 nm et Rf ~ 1,9 nm,
respectivement), conduisent également a une diminution de I'adsorption relative de I'ordre de
60%. Il est intéressant de noter que les groupements azide ne semblent pas favoriser
I'adhésion de la streptavidine.

L’ensemble des films présente une importante adsorption supplémentaire lors de
I'élongation triaxiale des substrats a un taux d’élongation de 100%. Dans le cas du contrble
correspondant au PDMS ftraité 6 min, cette adsorption supplémentaire est Iégérement plus
importante que l'adsorption initiale avant étirement du substrat. Dans le cas des tests
réalisés sous élongation uni-axiale, nous avons montré que I'adsorption supplémentaire sous
élongation est inférieure a I'adsorption initiale. Cette différence est attribuée a I'effet de
dilution plus important dans le cas de I'élongation triaxiale. Ainsi des fractions hydrophobes
plus importantes du PDMS sont révélées ce qui conduit a une augmentation de la quantité
de streptavidine adsorbée par interaction hydrophobe sous élongation. Notons que sur un
PDMS non traité le signal de fluorescence li¢ a l'adsorption non spécifique de la
streptavidine est de 'ordre de 120 u.a. a I'état relaxé, puis augmente d’environ 30 u.a. pour
un taux d’allongement de 100%. Cependant I'adsorption totale sur le PDMS traité demeure
bien inférieure a celle du PDMS non traité (~60 u.a. contre ~150 u.a., respectivement). En ce
qui concerne les films fonctionnalisés avec les Pegs, I'adsorption supplémentaire sous
élongation est généralement plus importante que l'adsorption initiale. Dans le cas des
PegsNs, de faible taille, 'adsorption totale est alors équivalente au contréle, ce qui suggére
que l'effet anti-adsorbant des Pegs devient négligeable lorsque ceux-ci sont « dilués » sous
élongation. Notons que dans le cas des Pegs 2000 [I'adsorption totale demeure
significativement inférieure a l'adsorption du contréle, ce qui indique que leur taux de

recouvrement sur la surface n’est pas négligeable sous élongation.

5.2.1.2 Films de biotine
La Figure 5.10 présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine sur les
films fonctionnalisés avec la biotine. Deux types d’amino-Peg-biotine ont été greffés :

I'amino-Peg,-biotine et 'amino-Peg+,-biotine présentant un espaceur plus long.
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Figure 5.10 : Test d’adsorption de la streptavidine sur les substrats de PDMS traités 6 min
par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amino-Peg-Biotines présentant des
espaceurs de longueur différente (Peg, et Pegq,). Les histogrammes représentent
I'adsorption du substrat relaxé (0%) et 'adsorption supplémentaire sous étirement tri-axial
pour un taux d’allongement de 100%

Les résultats montrent que les films fonctionnalisés avec I'amino-Peg,-Biotine présentent
une quantité de protéines adsorbées plus importantes que le contrble (augmentation de
'ordre de 37% par rapport au contréle). A I'opposé, les films fonctionnalisés avec I'amino-
Pegqo-biotine présentent une adsorption plus faible que le contrdle. Cette différence est
probablement liée au fait que le greffage de la molécule avec I'espaceur le plus long conduit
a une densité surfacique de biotine plus faible d’'une part, et 'espaceur long permet
probablement de réduire la composante non spécifique du signal d’autre part. Ces résultats
indiquent également que I'espaceur court est suffisant pour permettre la fixation de la
protéine. Par conséquent, la biotine-Peg, semble plus intéressante pour I'élaboration de

surfaces bi-fonctionnelles car sa faible taille est plus favorable au masquage.

5.2.2 Films bi-fonctionnels

5.2.2.1 Greffages sur les substrats a I’état relaxé
La Figure 5.11 présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine sur la
surface bi-fonctionnelle Peg2000/biotine lorsque les Pegs 2000 et la biotine sont greffés

successivement sur le substrat relaxé.
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Figure 5.11 : Test d’adsorption de la streptavidine sur les films bi-fonctionnels Peg
2000/biotine. Les Pegs 2000 et la biotine sont successivement greffés sur le substrat a I'état
relaxé. Les résultats sont comparés aux résultats obtenus dans le cas de films mono-
fonctionnels Peg 2000 et biotine

Le film Peg2000/biotine présente une adsorption a I'état relaxé supérieure a la référence
(Peg 2000), ce qui indique qu’une fraction importante de biotine n’est pas masquée par les
Pegs, comme observé précédemment avec lavidine en élongation uni-axiale. Aprés
élongation triaxiale, 'adsorption sur le systéme Peg2000/biotine augmente significativement,
le signal de fluorescence étant doublé. Cependant, cette augmentation demeure comparable
au signal d’adsorption non-spécifique observée sur la référence (Peg 2000), ce qui ne
permet pas de déterminer si I'adsorption supplémentaire promue par I'élongation est
spécifique. De plus, le signal total (Ipe,+l100%) du systéme bi-fonctionnel est comparable au
signal total du film monofonctionnel de biotine, ce qui tend a indiquer que tous les sites de
biotine sont couplés aux protéines, et ce principalement avant I'élongation du substrat.

Ainsi, les résultats obtenus a l'aide du dispositif triaxial sont qualitativement comparables
aux résultats obtenus dans le cas d’'une élongation uni-axiale, ce qui confirme que les films

bi-fonctionnels préparés dans ces conditions ne permettent pas de masquer la biotine.

5.2.2.2 Greffages sur les substrats a I’état étiré
La Figure 5.12 présente les résultats des tests d’adsorption de la streptavidine dépendant
de I'élongation (triaxiale) de films bi-fonctionnels préparés en greffant successivement, les
Pegs 2000 sur le substrat a I'état relaxé puis étiré, et la Biotine sur le substrat a I'état étiré ou

relaxé.
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Figure 5.12 : Tests d’adsorption de la streptavidine sur les films bi-fonctionnels Peg
2000/biotine. Les Pegs 2000 sont préalablement greffés sur le substrat a I'état relaxé (0%)
puis étiré (100%), la biotine est greffée ensuite sur le substrat a I'état relaxé (0%) ou étiré
(100%). Les résultats sont comparés a la référence correspondant au film monofonctionnel

Peg 2000 (0+100%) sans biotine

Nous observons en premier lieu que le film monofonctionnel Peg2000 (0+100%) présente
une adsorption a l'état étiré considérablement réduite comparativement a un échantillon
ayant subi une seule étape de greffage a I'état relaxé (voir Figure 5.11). Ainsi I'étape
supplémentaire de greffage des Pegs sous étirement semble permettre d’augmenter le taux
de couverture du substrat. En effet, I'élongation du substrat conduit a la séparation des sites
réactifs, ce qui permet a des sites encombrés de réagir lorsque le substrat est étiré, comme

lillustre la Figure 5.13.

—ly

Substrat relaxé Substrat étiré

Figure 5.13 : Schéma illustrant I'accessibilité d’un site réactif promue par I'élongation du
substrat
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Les surfaces bi-fonctionnelles ainsi préparées présentent toujours une adsorption a I'état
relaxé supérieure a la référence (sans biotine), mais I'adsorption sous élongation est plus
importante que I'adsorption initiale. De plus, I'adsorption sous élongation est également plus
importante que dans le cas de la référence sans biotine, ce qui tend a montrer que
I'adsorption supplémentaire promue sous élongation est de nature spécifique. Remarquons
enfin que I'adsorption est globalement plus importante lorsque la biotine est greffée a I'état
relaxé. Ce résultat est surprenant dans la mesure ou I'on s’attendrait a ce que I'élongation du
substrat conduise a un taux de greffage plus important de la biotine. Une interprétation
possible est que dans ces conditions, c’est a dire lorsque le Peg 2000 et la biotine sont
greffés sous étirement, une partie de la biotine est davantage masquée et n’'est pas
accessible a un taux d’élongation équivalent a celui appliqué lors du greffage. On voit alors
apparaitre la potentialité d’un parameétre supplémentaire, a savoir le ratio entre le taux
d’élongation appliqué au substrat lors du greffage et le taux d’élongation appliqué au substrat
lors du test d’adsorption de protéines.

Ainsi, le greffage des Pegs sur le substrat a I'état étiré semble constituer une méthode
permettant de masquer une partie de la biotine. L’adsorption sous étirement est alors
comparable a l'adsorption a I'état relaxé. Cependant, l'inconvénient de cette méthode est
gu’elle demande plusieurs étapes de greffage, ce qui pose des problémes de reproductibilité.

A ce stade, le systéme est probablement limité par la densité des Pegs qui est
insuffisante pour masquer la biotine. Dans la partie suivante, nous présenterons une
méthode alternative permettant d’augmenter considérablement le taux de recouvrement des

Pegs sur la surface.

6 Greffages de Pegs dans des conditions de « Cloud Point »

6.1 Généralités

Une propriété caractéristique des chaines de Pegs en solution est de montrer une
séparation de phase par augmentation de la température. Lorsque la température
s’approche du point trouble (« Cloud Point »), la diminution de solubilit¢ des Pegs se
manifeste par un changement de conformation, sous forme de contraction et de
déshydratation. Cet effet augmente en présence de sels, en particulier les sels divalents.

De maniére analogue, la contraction de polyméres contenant des chaines Peg attachés
au niveau d’une interface a été mise en évidence lors de 'augmentation de la température.
En raison de cet effet, la densité de greffage de chaines de Pegs peut étre augmentée par

64, 65

augmentation de la température. Cette méthode a été utilisée par V. Alstine et al pour la

210



Chapitre 4 — Elaboration de la surface adaptative

fonctionnalisation de surfaces de quartz ou de silicium présentant des groupements amines
avec des Pegs-époxyde 5000. Ces travaux montrent que la densité de chaines est de 0,004
chaines/nm? lorsque la fonctionnalisation est réalisée a 30°C, 0,07 chaines/nm? a 40°C et de
0,12 chaines a 80°C. L’adsorption non-spécifique de fibrinogéne est minimale sur les
substrats présentant la densité maximale de Pegs.

Cette stratégie a également été utilisée par Griesser et al®® afin de fonctionnaliser des
films polymeére plasma de n-heptylamine (faible densité d’amines) ou de allylamine (densité
élevée d’amines) déposés sur des substrats de PET. Dans cette étude, les Pegs 5000 a
terminaison aldéhyde ont été couplés aux amines du polymére plasma en utilisant NaCNBH;
comme agent réducteur (formation d’un intermédiaire sous la forme d’'une base de Schiff).
Dans cette étude, différentes températures (22°C et 60°C) et concentrations en sulfate de
potassium K,SO, (0,2 M et 0,6 M) ont été testées. Les analyses XPS indiquent que
I'association de conditions de température et de concentration en sel élevées conduisent a la
densité de greffage la plus importante, en particulier sur les films présentant la densité de

groupements réactifs de surface la plus élevée.

6.2 Analyse préliminaire de surfaces de silicium fonctionnalisées

Les substrats de silicium traités 30 min par polymérisation plasma ont été fonctionnalisés
avec les Pegs 750, 2000 et 5000 dans les conditions de « Cloud Point » utilisées par
Griesser et al®® (60°C, Na,SO, 0,6 M). Ces conditions doivent permettre d’augmenter la
densité de greffage de Pegs de masse moléculaire élevée sur un substrat présentant une
importante densité surfacique de groupements réactifs. Les surfaces de silicium traitées
constituent ici un modéle permettant de mettre en évidence les bénéfices apportés par ces

conditions par rapport aux conditions normales de greffage (température ambiante, PBS).

6.2.1 Mesures d’angle de contact

Le Tableau 6.1 compare les angles de contact de I'eau mesurés sur les surfaces de
silicium traitées 30 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec les Pegs dans
les conditions normales ou dans les conditions de « Cloud Point». Notons que la
fonctionnalisation avec les Pegs 2000 conduit a la délamination du film polymére plasma.
Probablement cette masse moléculaire est critique et induit des contraintes interfaciales
supérieures a I'adhésion du film sur le substrat. A 'opposé, les films fonctionnalisés avec les
Pegs 750 et des Pegs 5000 sont stables. Ainsi, nous comparerons ici uniguement ces deux
types de films préparés dans les conditions « Cloud Point » aux films préparés dans les

conditions normales.
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Avancée Retrait (°) | Hystérése relative
(£2°) (£2°) (%)
Pol. Plasma 30 min 34 <10 >59
Peg 750 41 17 58
Peg 750 CP 36 16 55
Peg 5000 38 23 39
Peg 5000 CP 42 15 64

Tableau 6.1 : Angles de contact a I'avancée et au retrait de I'eau sur les substrats de silicium
traités 30 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des Peg 750 ou 5000
dans les conditions normales (T° ambiante, PBS) ou dans les conditions de « Cloud Point »
CP (60°C, Na,SO, 0,6M)

Dans le cas des Pegs 750, I'angle de contact de I'eau a 'avancée est légérement plus
faible dans les conditions de « Cloud Point » que dans les conditions « normales » de
greffage tandis que les angles au retrait ne présentent pas de différences significatives.

Une tendance opposée est observée dans le cas des Pegs 5000 puisque I'angle de 'eau
a l'avancée est légérement plus élevé dans les conditions de « Cloud Point » tandis que
I'angle au retrait est plus faible. Il en résulte une augmentation de I'hystérése de mouillage.

Ces différences sont faibles et difficiles a interpréter. Lors du greffage des amino-Pegs sur
le film polymére plasma, un groupement acide du film réagit avec 'amine pour former un
amide. Il y a alors recouvrement d’'une partie du film avec des groupements —CH,-CH,-O-
moins hydrophiles que les groupements —COOH mais plus hydrophiles que les
environnements hydrocarbonés du film polymére plasma. Il en résulte une légere
augmentation des angles de contact a l'avancée et au retrait lorsque les films sont
fonctionnalisés avec des Pegs. En principe, lorsque la densité de greffage des Pegs
augmente, les angles de contact doivent augmenter avec leurs taux de recouvrement sur la
surface. Mais I'augmentation de la densité de greffage des Pegs peut également favoriser
leur alignement selon une structure de type « peigne », induisant probablement des
changements de comportement en termes de mouillage.

D’aprés ces considérations, les conditions de « Cloud Point » sembleraient conduire a
une augmentation du taux de greffage des Pegs 5000 dans la mesure ou I'angle a 'avancée
est augmenté comparativement au film préparé dans les conditions « normales » de
greffage. A l'opposé, ces conditions ne semblent pas permettre d’augmenter le taux de
greffage des Peg 750. Notons cependant que ces changements de mouillabilité sont faibles
par rapport a l'incertitude de la mesure. Aussi ces tendances doivent étre confirmées par

'analyse XPS.
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6.2.2 Analyse XPS

Le Tableau 6.2 compare les compositions atomiques résultant de I'analyse XPS des films
fonctionnalisés avec les Pegs 750 ou 5000 dans des conditions de greffage « normales » ou
de « Cloud Point ».

Composition Atomique (%)

%C |%0 |%Si| %N | OC
Peg 750 67,2 | 22,7 4 59 0,34
Peg 750 CP 66,2 | 23,7 | 42 | 58 | 0,36
Peg 5000 659 (218 | 49 | 6,8 | 0,33
Peg 5000 CP 68,8 298| 04 | 09 | 043

Tableau 6.2 : Composition atomique résultant de I'analyse XPS des substrats de silicium
fonctionnalisés avec les Pegs dans les conditions normales ou de « Cloud Point »
(épaisseur analysée = 10 nm)

Dans le cas des Pegs 750, les compositions des films préparés selon les deux types de
conditions sont similaires, tandis que des changements significatifs sont observés dans les
cas des Pegs 5000 greffés dans les conditions de « Cloud Point ». Les films présentent une
augmentation du pourcentage atomique de carbone et d’oxygéne, et le rapport O/C est de
0,43 (le rapport théorique d’une couche épaisse et uniforme de Pegs est de 0,5). En
paralléle, les fractions de silicium et d’azote sont considérablement atténuées dans ces
conditions. Ces résultats semblent indiquer que les conditions de « Cloud Point » permettent
d’augmenter la densité de greffage des Pegs 5000, ainsi que leur taux de recouvrement sur
la surface et probablement I'épaisseur du film. La Figure 6.1 présente les spectres C(1s) de

ces films.
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Figure 6.1 : Spectres XPS C1(s) haute résolution réalisés sur des substrats de silicium
traités 30 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amino-Pegs dans
des conditions normales (T° ambiante, PBS) (a) Peg 750, (b) Peg 5000 ou dans des
conditions de « Cloud Point » (60°C, Na,SO4 0,6M) (c)) Peg 750 CP, (d) Peg 5000 CP

Dans le cas des Pegs 750, la concentration en environnements —C-O est légérement plus

faible dans les conditions de « Cloud Point » que dans les conditions « normales ». Ce

résultat indique que pour cette masse moléculaire, les conditions de « Cloud Point » ne

permettent pas d’augmenter la densité de greffage. En d’autres termes, la densité de

greffage n’est pas limitée par la taille des molécules, comme lillustre la Figure 6.2(a). La

Iégére diminution de la densité de greffage peut étre attribuée a une diminution de I'efficacité

des agents de couplage (en particulier I'hydrolyse de 'EDC) a température élevée.
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Figure 6.2 : Schéma illustrant les différences probables de densités de greffage et de
conformation des Pegs obtenues dans les conditions « normales » (25°C/PBS) et dans les
conditions de « Cloud Point » (60°C/Na>,SQ,), (a) Peg 750, (b) Peg 5000

Dans le cas des films fonctionnalisés avec les Pegs 5000, la proportion des
environnements C-O du carbone des films préparés dans les conditions de « Cloud Point »
est de I'ordre de 88% contre 22% dans les conditions « normales » de greffage. Ce résultat
démontre que les conditions de « Cloud Point » permettent d’augmenter considérablement la
densité de greffage de Pegs de masse moléculaire élevée. Les composantes C-C, COOH et

C(O)NR du polymeére plasma sont fortement atténuées comparativement au film
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fonctionnalisé avec les Pegs 5000 dans les conditions « normales » de greffage. Deux effets
illustrés Figure 6.2(b) permettent d’expliquer ce phénoméne. En premier lieu, le taux de
recouvrement moyen des Pegs sur la surface est plus important, ce qui conduit a une
atténuation du signal du substrat. En second lieu, 'augmentation de la densité de greffage
des Pegs conduit probablement a une augmentation d’épaisseur liée a un changement de
conformation des Pegs qui tendent a s’aligner pour adopter une conformation de type
« peigne ». Rappelons cependant que l'analyse XPS est réalisée sous ultravide ce qui
implique que les Pegs adoptent probablement une conformation interfaciale différente qu’en
solution, car leur degré d’hydratation est plus faible a I'air.

Ces résultats montrent que 'augmentation de la température et de la concentration en sel
divalent augmente considérablement la densité de greffage des Pegs de masse moléculaire
élevée. Ces résultats ont été obtenus a partir de surfaces de silicium traitées 30 min par
polymérisation plasma, dont la densité surfacique moyenne de groupements réactifs est plus
élevée que dans le cas d'un substrat de PDMS traité 6 min. Cependant, dans I'hypothése
d’'une croissance hétérogéne du polymére plasma sur la surface de PDMS aux temps de
dépbt courts, il est probable que la densité locale de groupements réactifs soit élevée
(« Tlots » riches en anhydrides) et que les conditions de « Cloud Point » permettent
également d’augmenter la densité de greffage. Nous tenterons de vérifier cette hypothése

dans la suite.

6.2.3 Adsorption de protéines

La Figure 6.3 compare l'adsorption de la streptavidine sur les substrats de silicium bi-
fonctionnels Peg750/biotine ou Peg5000/biotine préparés dans les conditions « normales »
ou de « Cloud Point ». Sur 'ensemble des films bi-fonctionnels, 'amino-Peg+,biotine greffée
dans les conditions « normales ». En premier lieu, nous observons que les films
monofonctionnels constitués de Pegs 750 ou 5000 ne présentent pas de différence
significative d’adsorption en fonction des conditions de greffage. Dans les deux cas, les Pegs
5000 présentent le caractére anti-adsorbant le plus prononcé, le signal de fluorescence
associé a I'adsorption de protéines est négligeable.

Les films bi-fonctionnels préparés dans les conditions de «Cloud Point » présentent une
adsorption relative plus élevée que les films monofonctionnels préparés dans les mémes
conditions, ce qui indique qu’au moins une partie de la biotine greffée consécutivement aux
Pegs est accessible. Cependant, I'adsorption relative de la streptavidine sur ces films est
considérablement diminuée comparativement aux films correspondants préparés dans les
conditions « normales » de greffage. Cette différence est liée au fait que les conditions de
« Cloud Point » conduisent a un taux de greffage plus élevé des Pegs sur la surface ce qui

réduit le nombre de sites réactifs pour le greffage de la biotine d’'une part, et peut également
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favoriser le masquage de la biotine d’autre part. Dans le cas des Pegs 5000, cette tendance
est en accord avec les analyses XPS (Figure 6.1) qui montrent clairement 'augmentation du
taux de greffage dans les conditions de « Cloud Point ». Ces résultats sont plus surprenants
dans le cas des Pegs 750 dans la mesure ou I'analyse XPS n’indique pas d’augmentation

significative du taux de greffage dans les conditions de « Cloud Point ».
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Figure 6.3 : Tests d’adsorption de la streptavidine sur les surfaces de silicium traitées 30 min
par polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec des Pegs dans les conditions (a)
« normales » ou (b) de « Cloud Point » CP. Les surfaces bi-fonctionnelles Peg + biotine ont
été préparées en greffant la biotine dans les conditions « normales » de greffage apres le
greffage des Pegs dans les conditions « normales » ou de « Cloud Point » CP

6.3 Fonctionnalisation des substrats de PDMS traités 6 min

Les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma ont été fonctionnalisés
avec les Pegs 2000 et 5000 dans les conditions de « Cloud Point », c'est-a-dire dans une
solution de Na,SO, 0,6M maintenue a 60°C. Les analyses de mouillabilité et XPS des films
ainsi fonctionnalisés seront comparées aux résultats obtenus dans les conditions

« normales» de greffage (température ambiante, PBS).
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6.3.1 Mesure d’angle de contact

Le Tableau 6.3 compare les résultats des analyses de mouillabilité réalisées sur les
substrats de PDMS traités 6 min puis fonctionnalisés avec les Pegs 2000 ou 5000 dans les
conditions de « Cloud Point » ou dans les conditions « normale » de greffage.

Nous observons que les angles de contact de I'eau a I'avancée sont significativement plus
faibles dans le cas des substrats fonctionnalisés avec les Pegs 2000 ou 5000 que dans les
conditions de « Cloud Point ». Ce résultat montre que le taux de recouvrement des Pegs sur
le substrat hydrophobe de PDMS modifié augmente comparativement aux conditions
« normales » de greffage. En paralléle, les angles au retrait présentent des valeurs
légérement plus faibles (6g~22° au lieu de 6g~34°). Nous notons également que le film
polymére plasma activé puis mis dans les conditions de « Cloud Point » en I'absence de
réactifs présente un angle a 'avancée plus élevé que le film activé et soumis aux conditions
« normales » (64~108° au lieu de B6,~100°), ce qui suggéere que le film subit des
modifications conduisant a une augmentation de son hydrophobicité dans les conditions de
température et de sel élevées. Deux phénoménes peuvent étre a lorigine de cette
augmentation : la dissolution de fragments de polymére plasma d’une part et la migration de
chaines de PDMS vers la surface favorisée par 'augmentation de la température d’autre
part. Malgré ces effets probables, le greffage des Pegs dans les conditions de « Cloud

Point » permet de rendre la surface plus hydrophile que dans les conditions « normales » de

greffage.
Avancée Retrait (°) | Hystérése relative
(£2°) (£2°) (%)
Pol. Plasma 6 min 100 15 85
(activé)

Pol. Plasma 6 min 108 15 86

(activé CP)
Peg 2000 83 33 60
Peg 2000 CP 68 22 68
Peg 5000 85 35 59
Peg 5000 CP 65 21 68

Tableau 6.3 : Angles de contact a 'avancée et au retrait de I'eau sur les substrats de PDMS
traités 6 min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des Peg 2000 ou 5000
dans les conditions normales (T=25°C, PBS) ou dans les conditions de « Cloud Point » CP
(60°C, Na,SO, 0,6M)

6.3.2 Analyse XPS

Le Tableau 6.4 présente la composition atomique des films préparés dans les différentes

conditions.
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Composition Atomique (%)

%C |%O0O |%Si| %N
PDMS 43,8 | 21,6 | 34,6 -
PP6min activé 55,7 | 23,7 | 19,4 | 1,2
PP6min activé CP | 50,5 | 22,5 | 25,9 | 1,1
Peg 2000 55,11 23,1 | 18,6 | 3,1
Peg 2000 CP 56,9 | 22,9 | 19 1,3
Peg 5000 56,4 | 23,7 | 19,7 -
Peg 5000 CP 5751218 | 194 | 1,3

Tableau 6.4 : Composition atomique résultant de I'analyse XPS des substrats de PDMS
fonctionnalisés (épaisseur analysée = 10 nm)

En premier lieu, nous notons que le film polymére plasma de référence, activé et soumis
aux conditions de « Cloud Point » en I'absence d’amine, présente une concentration de
silicium supérieure au film de référence dans le conditions « normales » (25,9 % au lieu de
19,4%), ce qui confirme les analyses de mouillabilité suggérant que le film subit des
modifications sous l'effet de la température et de la concentration élevée en Na,SO,.
Comparativement a cette référence, les films fonctionnalisés dans les conditions de « Cloud
Point » avec les Pegs 2000 et 5000 présentent une concentration en silicium plus faible
(~19% au lieu de ~26%), a cause du recouvrement et de I'épaisseur de la couche de Pegs
sur le substrat. Notons que de tels changements ne sont pas observés dans les conditions
normales pour lesquelles la fraction de silicium détectée dans les films fonctionnalisés est
équivalente a la fraction de la référence. La Figure 6.4 présente les décompositions des
spectres C(1s) résultant de 'analyse XPS des substrats de PDMS fonctionnalisés avec les

Pegs 2000 ou 5000 dans les deux types de conditions de greffage.
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Figure 6.4: Spectres XPS C1(s) haute résolution réalisés sur les substrats de PDMS traités 6
min par polymérisation plasma puis fonctionnalisés avec des amino-Pegs dans des
conditions normales (T° ambiante, PBS) (a) Film polymere plasma de référence apres
activation et rincage, (b) Peg 2000, (c) Peg 5000 ou dans des conditions de « Cloud Point »
(60°C, Na, SO, 0,6M) (d) Film polymére plasma de référence placé dans les conditions CP
(e) Peg 2000 CP, (f) Peg 5000 CP

La concentration globale des environnements polaires du polymére plasma correspondant
a des atomes de carbone liés a un ou deux atomes d’oxygéne (dont les énergies sont
situées entre 286 et 289 eV (-COOH, -C-0, -C=0, etc.) est plus faible dans le cas du film de
référence soumis aux conditions de « Cloud Point » (Figure 6.4(d)), comparativement a la
référence dans les conditions « normales » (Figure 6.4(a)). Cependant, les films
fonctionnalisés avec les Pegs dans les conditions de « Cloud Point » présentent une
concentration en environnement —C-O significativement plus élevée que dans le cas des
conditions « normales » de greffage. Ainsi, la fraction la plus élevée est détectée dans le cas
des films fonctionnalisés avec les Pegs 5000 qui présentent une concentration en
environnement —C-O de I'ordre de 40% (Figure 6.4(f)) alors que celle-ci est de l'ordre de
11% (Figure 6.4(c)) dans les conditions « normales » de greffage. Ce résultat est en accord

avec les mesures de mouillabilité qui montrent que I'angle de contact de I'eau a I'avancée le
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plus faible est mesuré dans cas du substrat fonctionnalisé avec les Pegs 5000 dans les
conditions de « Cloud Point ». Ainsi, comme nous I'avons suggéré précédemment lors de
'analyse préliminaire des surfaces de silicium fonctionnalisées, I'augmentation de la
température et de la concentration en sels divalents conduit & une augmentation drastique
du taux de greffage des Pegs de masse moléculaire élevée.

Une seconde modification remarquable de la composition chimique de la surface sur une
profondeur d’analyse de 10 nm est observée lorsque les substrats sont modifiés dans les
conditions de « Cloud Point ». Comme le montre la Figure 6.4, la composante -C-Si de type
PDMS a 284,6 eV est majoritaire dans le cas des substrats fonctionnalisés dans les
conditions « normales » de greffage. Lorsque les substrats sont fonctionnalisés dans les
conditions de « Cloud Point », cette composante devient quasiment négligeable, celle-ci
étant décalée vers une composante -C-C attribuable uniquement au polymeére plasma a 285
eV dans le cas des greffages réalisés dans les conditions de « Cloud Point ». Le Tableau
6.5 présente de maniéere détaillée le résultat des décompositions des enveloppes C(1s),
O(1s), Si(2p) et N(1s) des films fonctionnalisés dans les deux types de conditions. La
composante principale de I'enveloppe Si(2p) du silicium est décalée vers des énergies de
'ordre de 102,5 eV de type SiO,C, avec 2<x<4 (PDMS oxydé ou « modifié ») lorsque les
films sont fonctionnalisés dans les conditions de « Cloud Point ». L’atténuation quasiment
totale des composantes C-Si et Si-O-Si du PDMS résulte a la fois d’'une augmentation du
taux de recouvrement et de I'épaisseur des Pegs sur le substrat traité lorsque ceux-ci sont
greffés dans les conditions de « Cloud Point ». Cet effet, bien que moins prononcé, a été
mentionné et illustré précédemment dans le cas des films fonctionnalisés avec des Pegs

dans les conditions normales (voir Figure 4.12).
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PP 6min PP6min PP6min/ PP6min/ PP6min/ PP6min/
activé activé Peg 2000 | Peg 2000 | Peg 5000 | Peg 5000
CP CP CP
Composantes EL | % EL | % | EL | % EL | % EL. | %  EL | %
(eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At. | (eV) | At
C(1s) C-Si 284,3 |63,2| 284,3 |87,3| 284,3 |55,1| 284,3 | 2,8 | 284,3 |53,4| 284,3 | 3
Cc-C 285 | 7,8 | 285 - 285 |10,7| 285 |52,8| 285 |14,1| 285 |40,2
C-C(O)NR 285,3 | 4,2 | 2853 | 21 | 2853 | 4,7 | 2853 | 1,2 | 2853 | 4,1 | 285,3 | 1,3
C-C(0)=0 2856 | 6 |2856 | 1,9 2856 3,6 |2856 | 1,6 | 2856 | 4,8 | 2856 | 1,7
C-N 286,1 | 4,2 | 286,1 | 2,1 286 | 4,7 [ 286,2 | 1,2 | 286 | 41| 286 | 1,3
C-0 286,6 | 4,3 | 286,5 | 2,5 | 286,5 | 12,9 | 286,7 | 37,5| 286,6 | 10,7 | 286,6 | 40,5
O-C-0O/-C=0/ | 288,1 | 42 | 288 | 2,1 |288,1| 4,7 2881 | 12 |288,1| 4,1 2881 | 17
C(O)NR
O=C-0-C=0/ 2891 | 6 |2891 19 |2891 |36 |2891 16 |2891|48 |2891 13
RO-C=0
O(1s) RNC=0 530,1 | 2,7 | 530,4 | 4,7 | 530,4 | 4,6 | 530,8 | 5,2 | 530,3 | 4,8 | 530,8 | 2,5
Si-O-Si/ 531,9 |86,5| 531,9 1 91,1 531,9 | 87,2 - - 532 |844 - -
0=C-0-C=0
-C-O-C-/ - = - - - - | 5326 71,8 - - | 532,7 196,1
Si(Ox) 2<x<4
O=C-0-C=0/ | 533,8 |10,7| 533,5 | 4,1 | 533,3 | 8,3 | 533,2 | 23 | 533,56 |10,9| 533,2 | 5,8
RO-C=0
Si(2p) Si-O-Si 101,9 |93,6| 101,9 |96,2| 101,8 | 67,7 - - | 101,7 | 65,8 - -
(PDMS)
Si(Ox) 2<x<4 | 102,6 | 4,8 - - 102,4 |32,3| 102,6 [95,4| 102,5 |34,2| 102,5 | 98,8
Si-O,, (silice) | 104,2 | 1,5 | 103,9 | 3,8 - - 103,9 | 4,6 - - 104,5 | 1,2
N(1s) C(O)NR 399,8 [62,4[399,9 | 87 [399,9 [751] - - - - - -
NH;"/ 401,7 | 37,6 402,4 | 13 | 4024 |249| - - - - - -
ON(C=0R).

Tableau 6.5 : Résultat de la décomposition des enveloppes C(1s), O(1s), Si(2p) et N(1s)
des spectres XPS haute résolution réalisés sur les substrats de PDMS fonctionnalisés avec

des Pegs 2000 ou 5000, dans les conditions « normales » ou de « Cloud Point »

La fonctionnalisation des films avec des Pegs 2000 ou 5000 dans les conditions de

« Cloud Point » permet d’augmenter considérablement la densité de greffage et le taux de

recouvrement des Pegs sur la surface. Dans la partie suivante, les tests d’adsorption de

protéines seront réalisés en fonction de I'’élongation sur les films bi-fonctionnels préparés

dans ces conditions.

222




Chapitre 4 — Elaboration de la surface adaptative

6.3.3 Influence de I’élongation sur I’adsorption de protéines

La Figure 6.5 présente les tests d’adsorption de la streptavidine sur les substrats de
PDMS fonctionnalisés avec les Pegs 2000 ou 5000 dans les conditions de « Cloud Point »
d’'une part, et sur les films bi-fonctionnels Peg2000/biotine et Peg5000/biotine préparés dans

ces conditions d’autre part.

100
| (a) O Ads 100%

— )
3 80 1 O Ads 0%
2
3 60 [ T [
c J. ].
® [
o
3 40 - T
5 f ;
3 I -
b 20

I

0 l T T T
PEG 2000 PEG 2000 + PDMS traité Biotine
Biotine 6min, contrble
100
(b) O Ads 100%
— )
S 80 - 0oAds0% | .
3 . : I
8 1
2 60
9 [
o
7] | T I
O 40 1 1
]
2
i1 I S ) E I - - - - - -
1
I
0 [

Peg 2000 CP Peg 2000 CP Peg 5000 CP Peg 5000 CP
+ Biotine + Biotine

Figure 6.5 : Tests d’adsorption de la streptavidine sur les substrats de PDMS traités 6min par
polymérisation plasma puis fonctionnalisées avec des Pegs dans les conditions (a)
« normales » ou (b) de « Cloud Point ». Les surfaces bi-fonctionnelles Peg + biotine sont
préparées en greffant la Biotine dans les conditions « normales » consécutivement aux Pegs

Les films monofonctionnels de Peg 2000 ou 5000 préparés dans les conditions de
« Cloud Point » présentent un comportement similaire que les films correspondants préparés
dans les conditions « normales » de greffage (résultats présentés partie 5.2.1.1, Figure 5.9).
L’adsorption de la streptavidine est plus faible comparativement au controle a I'état relaxé,
tandis que I'adsorption augmente significativement sous élongation. Comme nous l'avons
observé précédemment dans les conditions « normales» de greffage, les films

fonctionnalisés avec les Pegs 2000 présentent I'adsorption la plus faible.
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Dans le cas des films bi-fonctionnels Peg2000/biotine ou Peg5000/biotine préparés dans
les conditions de « Cloud Point », I'adsorption a I'état relaxé est plus importante que
I'adsorption sur les films monofonctionnels. Ce comportement, également observé dans les
conditions « normales » de greffage (Figure 6.5(a)), indique qu’au moins une partie de la
biotine demeure accessible avant I'’élongation du substrat. De plus, sous élongation,
'adsorption supplémentaire mesurée sur les surfaces bi-fonctionnelles est inférieure a
'adsorption correspondante sur les films monofonctionnels ce qui ne permet pas de
déterminer si I'adsorption induite par I'élongation est spécifique.

Finalement, si les conditions de «Cloud Point» permettent daugmenter
considérablement le taux de greffage des Pegs sur la surface, comme [l'attestent les
analyses de mouillabilité et d’XPS, les substrats ainsi fonctionnalisés présentent des
comportements similaires en termes d’adsorption de protéines. La quantité relative de
streptavidine adsorbée sur la surface est faible a I'état relaxé a cause de la barriere
interfaciale non-adsorbante formée par les Pegs tandis que l'adsorption de protéines
augmente considérablement sous élongation car le taux de recouvrement des Pegs n’est
plus suffisant pour établir cette barriere interfaciale. La similitude des comportements
observés pour des densités de greffage différentes suggére que 'augmentation de la densité
de greffage obtenue dans les conditions de « Cloud Point » se produit au niveau de régions
de la surface présentant une densité importante de groupements réactifs (« patchs »). La
Figure 6.6 illustre ce modéle de répartition des Pegs sur le substrat, et les conséquences en

termes d’adsorption de protéines en fonction de I'élongation.

(a) @
- rxr

ﬁ&ﬁ%ﬁ £

[ PDMS | — | PDMS
AL/L = 0% AL/L = 100%
(b)
[ PDMS | — |
AL/L = 0% AL/L = 100%

Figure 6.6 : Schéma illustrant I'hypothese de répartition hétérogene « patchs » des Pegs sur
le substrat en fonction du taux d’élongation, selon les deux types de conditions de greffage
(a) Conditions « normales », taux de greffage faible (b) Conditions de « Cloud Point », taux

de greffage élevé
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Lorsque le substrat est a I'état relaxé, les patchs sont suffisamment proches les uns des
autres pour créer une barriére interfaciale empéchant I'adsorption des protéines, et ce pour
des densités faibles ou élevées de Pegs au sein des « patchs ». Sous élongation, les
patches s’éloignent les uns des autres et la surface devient alors accessible pour les
protéines. Selon ce modeéle, les « patchs » s’éloignent les uns des autres lors de I'élongation
du substrat, mais la question de la dilution des Pegs au sein des « patchs » reste en
suspend.

Par ailleurs, un modéle de répartition homogéne des groupements réactifs sur la surface
parait ici moins probable. En effet, la densité moyenne de groupements acides est faible
('angle de contact de I'eau sur le PDMS ftraité 6 min est élevée, de I'ordre de 100°) alors que
les conditions de « Cloud Point » permettent tout de méme d’augmenter considérablement la
densité de greffage, ce qui suggere fortement que le substrat présente localement des
régions avec des densités élevées de groupements réactifs.

Enfin, les résultats montrent que 'augmentation de la densité des Pegs greffés dans les
conditions de « Cloud Point » ne conduit pas au masquage de la Biotine. Soit la biotine est
greffée en dehors des « patchs » riches en Pegs, soit la biotine est greffée au sein des
« patchs » mais dans tous les cas de figure, dans ces conditions, son affinité pour la
streptavidine est plus forte que la répulsion stérique des Pegs. Rappelons que les résultats
obtenus sur les surfaces de silicium fonctionnalisés avec les systémes bi-fonctionnels
Peg/biotine ont montré qu’au moins une partie de la biotine est accessible, bien que la
densité de Pegs soit élevée. Mais ces résultats n’excluent pas le fait qu’'une proportion de la
biotine puisse étre effectivement masquée.

Nous avons montré précédemment, dans le cas des conditions « normales » de greffage
que l'addition d’'une étape de greffage des Pegs, lorsque le substrat est étiré, permet de
diminuer I'adsorption non-spécifique des substrats sous étirement (voir partie 5.2.2.2, Figure
5.12). Nous avons reproduit ici cette méthode dans le cas des Peg 2000 CP en ajoutant une
étape de greffage des Peg (25°C, Na,SO, 0,6M) lorsque le substrat est maintenu sous
élongation. La Figure 6.7 présente les résultats des tests d’adsorption de protéines réalisés

sur ces substrats.
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Figure 6.7 : Tests d’adsorption de la streptavidine sur les films bi-fonctionnels Peg
2000/biotine. Les Pegs 2000 sont préalablement greffés dans les conditions de « Cloud
Point » sur le substrat a I'état relaxé (0%, 0,6M Na,SO,, 60°C) puis étiré (100%, 0,6M
Na,SO, 25°C), la biotine est greffée ensuite dans les conditions « normales » surle
substrat a I'état étiré (100%). Les résultats sont comparés a la référence correspondant au
film monofonctionnel Peg 2000 (0+100%) sans biotine

Nous remarquons que I'étape de greffage sous élongation permet encore une fois de
réduire de maniere considérable I'adsorption supplémentaire sous élongation du film
monofonctionnel de Peg 2000. Mais la surface bi-fonctionnelle obtenue aprés le greffage de
la biotine sous élongation présente une adsorption élevée a I'état relaxé, ce qui indique
gu’une fraction importante de biotine demeure accessible avant élongation. Cependant, bien
que plus faible que la premiére adsorption, I'adsorption sous élongation est plus élevée que
celle de la référence (sans biotine), ce qui suggére qu’une fraction de la seconde adsorption
est spécifique.

Ainsi, dans ces conditions, les plus favorables en termes de densité de Pegs, le

masquage de la biotine n’est pas assuré.

7 Conclusion

Dans ce chapitre, il est montré qu'il est possible de fonctionnaliser le substrat de PDMS
traité par polymérisation plasma par le greffage covalent d’amines primaires. Les Pegs et la
biotine sont greffés en milieux aqueux, en présence d’EDC/NHS. Les résultats montrent que
la fonctionnalisation du substrat avec les Pegs permet de diminuer I'adsorption non
spécifique de la streptavidine. En particulier, les meilleurs résultats sont obtenus avec les

Pegs 2000. Par ailleurs, ces films présentent une augmentation significative de I'adsorption
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non spécifique sous élongation, ce qui suggére que dans ces conditions les Pegs ne forment
plus une barriére interfaciale suffisante pour s’opposer a l'adsorption de protéines sur le
substrat. De maniére opposée, la fonctionnalisation du film avec la biotine permet
d’augmenter la quantité relative de protéines adsorbée comparativement aux films non
fonctionnalisés.

Des films bi-fonctionnels sont obtenus en réalisant le greffage successif des Pegs et de
la biotine. L'idée est masquer la biotine avec les Pegs lorsque le substrat se trouve a I'état
relaxé, puis de rendre ces récepteurs accessibles pour la streptavidine lors de I'élongation
du substrat. Cependant, les résultats montrent que, dans les conditions utilisées dans
travaux, la biotine est accessible avant élongation du substrat. De plus, la majorité de
'adsorption supplémentaire mesurée sous élongation est de nature non spécifique. Le
greffage des Pegs dans les conditions de « Cloud Point » (i.e. température et concentration
en sels élevées) conduit a une augmentation significative du taux de greffage des Pegs,
mais cette amélioration demeure insuffisante pour masquer la biotine. Finalement, le
greffage des Pegs lorsque le substrat est maintenu sous élongation permet de réduire
'adsorption non spécifique sous élongation mais la biotine demeure accessible avant
élongation. Le concept de reconnaissance moléculaire activé par un stimulus mécanique n’a
donc pas pu étre démontré dans cette étude. Dans le chapitre suivant les différents facteurs
de limitation du systéme seront discutés et des perspectives d’amélioration seront

proposées.
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1 Synthése des principaux résultats

Rappelons que l'objectif de ce travail était de développer une surface adaptative
répondant a un stimulus mécanique. Ce matériau doit permettre de contrdler I'accessibilité
de sites spécifiques de surface en fonction de I'élongation macroscopique du substrat.

La stratégie d’élaboration mise au point dans ce travail consiste (i) a traiter un substrat
élastique de PDMS par polymérisation plasma afin d’y introduire des groupements réactifs
(i) a fonctionnaliser cette « plate-forme » par le greffage covalent de Pegs linéaires et de
biotine.

L’idée est de masquer la Biotine avec les Pegs lorsque le substrat est a I'état relaxé, puis
de promouvoir le démasquage des sites spécifiques sous élongation. Dans ce but, le
matériau doit répondre a plusieurs critéres :

- L’élongation macroscopique du substrat doit permettre de promouvoir la séparation

(dilution) homogene des groupements réactifs de surface, a une échelle locale.

- Les conditions de greffage doivent conduire au masquage de la biotine par les Pegs.

- La biotine doit étre démasquée sous élongation.

La densité et la distribution surfacique des groupements réactifs sur le substrat, le taux de
greffage et le recouvrement des Pegs sur la surface, ainsi que 'homogénéité de I'élongation
du substrat a I'’échelle locale constituent les paramétres clé du systéme.

Les résultats montrent que [I'élongation du substrat de PDMS traité 6 min par
polymérisation plasma conduit a la « dilution » des groupements réactifs de surface. Par
ailleurs, la fonctionnalisation du substrat avec des chaines de Pegs greffées de maniere
covalente sur ces sites réactifs conduit a une diminution de I'adsorption non-spécifique de la
streptavidine sur le substrat. Les meilleurs résultats sont obtenus avec les Pegs 2000,
probablement en raison d’un meilleur recouvrement de la surface. Lorsque le substrat est
étire a un taux délongation de 100%, [Iladsorption (non-spécifique) augmente
significativement car la barriére interfaciale formée par les Pegs n’est plus suffisante pour
masquer le substrat. Cependant, dans le cas de films bi-fonctionnels Peg/biotine, les sites
spécifiques de biotine sont accessibles avant I'élongation du substrat, ce qui indique que la
barriére interfaciale formée par les Pegs n’est pas suffisante pour s’opposer a la forte affinité
de la biotine et de la streptavidine. Nous avons émis I'hypothése que la densité de greffage
des Pegs est insuffisante pour masquer la biotine. Les conditions de greffage de « Cloud
Point » permettent d’augmenter significativement cette densité de greffage, mais le
comportement des films en termes d’adsorption de streptavidine sous élongation demeure
équivalent a celui observé sur les films présentant une faible densité de groupements.

L’addition d’'une étape de greffage des Pegs sous élongation semble permettre de réduire

234



Chapitre 5 — Limites et perspectives

'adsorption non-spécifique des films sous élongation, mais la majeure partie de la biotine
demeure accessible avant I'élongation du substrat.

Dans ces conditions, le systéeme semble montrer ses limites. Celles-ci peuvent trouver
leur origine a différents niveaux du matériau : le substrat de PDMS, le traitement court par
polymérisation plasma, la stratégie de fonctionnalisation et le choix du systéme
récepteur/ligand. Dans la partie suivante, nous allons revenir sur 'ensemble de ces limites
afin d’essayer de comprendre pourquoi la stratégie développée dans ce travail ne permet
pas, en l'état actuel des choses, d’atteindre I'objectif visé. En outre, des solutions

alternatives, envisageables dans le cadre de travaux futurs seront également proposées.

2 Facteurs de limitation et perspectives d’amélioration

2.1 Substrat de PDMS

Quelle que soit la distribution des groupements réactifs sur le substrat apres le traitement
de 6 min par polymérisation plasma, homogéne ou hétérogéne, il se pose également la
question de I'élongation du substrat de PDMS a I'échelle locale. Considérons en premier lieu
le substrat de PDMS non traité. Deux facteurs peuvent affecter la distribution locale de la
déformation de I'élongation du substrat:

- La contraction du substrat dans la direction perpendiculaire a la direction d’élongation

(le PDMS est incompressible en premiére approximation, le coefficient de poisson est
de 0,5)

- La présence de charges renforcantes de silice (« fillers ») : les zones de polymére
entre les agglomérats de particules sont davantage étirées qu’au niveau des
agglomérats (effet Mullins).

L’élongation triaxiale du substrat permet probablement de réduire, « en moyenne » les
effets de la contraction du substrat observés dans le cas d’'une élongation uni-axiale mais la
répartition locale de la déformation n’a pas été déterminée dans le cadre de ces travaux. La
méthode mise au point par Genzer et al’ permet d’accéder a cette information par
spectroscopie NEXAFS (Combinatorial Near-Edge Adsorption Fine Structure) a partir de la
cartographie de lintensité d’émission électronique de monocouches fluorées uniformément
greffées sur le substrat.

En ce qui concerne linfluence des charges, les travaux de Clément et al® décrivent
I’évolution de la répartition des particules de silice lors de I'élongation uni-axiale d’'un substrat
élastomeére de silicone. Les deux principales conclusions de cette étude réalisée par AFM
sont les suivantes : (i) la distribution de la déformation est trés hétérogéne et dépend de la

concentration locale de charges et (ii) la déformation la plus importante au niveau de
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I'élastomére est observée dans les régions ou la distance entre les agrégats de silice est la
plus courte.

Ces deux effets liés au caractere incompressible et composite du substrat d’une part, et
aux conditions d’élongation (dispositif, taux d’élongation) d’autre part, n'ont pas pu étre
quantifiéss dans le cadre de ces travaux mais doivent étre pris en compte pour la

comprehension du comportement du systéme sous élongation.

2.2 Distribution des groupements réactifs sur le substrat

Dans le premier chapitre, nous avons montré qu’un traitement de 6 min du substrat de
PDMS par polymérisation plasma permet d’introduire des groupements anhydride réactifs
dans une matrice de PDMS partiellement oxydé. Dans ces conditions, la concentration
surfacique de groupements réactifs est faible mais la surface ne présente pas de
craquelures sous élongation. Dans le second chapitre, les propriétés acide-base
caractéristiques des groupements acide du polymére plasma nous ont permis de mettre en
évidence la dilution de ces groupements lors de I'élongation macroscopique du substrat. Par
ailleurs, la fonctionnalisation des films avec les Pegs permet de réduire I'adsorption de la
streptavidine dont le rayon est de I'ordre de 5 nm, ce qui suggére que la distance moyenne
maximale entre les sites réactifs est de I'ordre de quelques nanométres. Lors de I'’élongation
du substrat, 'adsorption augmente significativement. Ce comportement sous élongation est
attribué a la dilution des Pegs, le substrat étant alors accessible pour les protéines. Enfin,
'augmentation significative de la densité de Pegs lors du greffage dans les conditions de
« Cloud Point » suggére que le substrat de PDMS traité 6 min présente localement des
zones de fortes densités de groupements réactifs (« patchs »).

Ainsi, sous élongation, les hétérogénéités chimiques liées au traitement du substrat par
polymérisation plasma s’additionnent a la déformation non-homogéne du substrat de PDMS.
Mais les hétérogénéités chimiques générées par le traitement du substrat sont-elles liées a
la présence de charges au sein du substrat de PDMS ?

En premier lieu, si les hétérogénéités sont d’origine statistique, les zones riches en
groupements réactifs « patchs » sont réparties aléatoirement, indépendamment de la
présence des charges (initialement recouvertes d’une couche de polymeére).

A l'opposé, si les hétérogénéités sont liées a la présence des charges, les « patchs »
riches en groupements réactifs présentent une distribution similaire a la distribution des
agglomérats de charges ou des zones riches en polymere. Ce phénomeéne est envisageable
si l'ablation de la couche de polymére recouvrant les charges (probablement quelques
nanomeétres d’épaisseur) est suffisante pour révéler les charges ou une partie de leurs

propriétés. En effet, les mécanismes de croissance du film polymére plasma different en
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fonction de la chimie de surface et des propriétés mécaniques du substrat (rigidité). Dans le
premier chapitre, nous avons mis en évidence des changements de rugosité liés a I'ablation
et a la surréticulation de la couche de polymére recouvrant les charges. Ainsi, il est possible
que la croissance du polymére plasma, et par conséquent la densité d’anhydride maléique,
differe entre les zones riches en charges et les zones riches en polyméres. La Figure 2.1
schématise différentes évolutions possibles de la répartition des « patchs » lors de
I'élongation du substrat, selon que celle-ci soit liée ou non aux hétérogénéités (agrégats de
charges) du substrat de PDMS.

Agrégat de charges de silice

ol 00

AL/L = 0% AL/L = 100%

Figure 2.1 : Schéma décrivant I'évolution de la répartition des « patchs » de Pegs lors de
I’élongation du substrat, en fonction de la localisation des groupements réactifs du polymére
plasma, (a) PDMS chargé non traité, (b) groupements réactifs au niveau des charges, (c)
groupements réactifs au niveau de la matrice de PDMS, (d) groupements réactifs
aléatoirement répartis sur le substrat

Si la densité de groupements réactifs est plus importante au niveau des agrégats, les
« patchs » se séparent les uns des autres mais la séparation des groupements au sein des
patchs est faible lors de I'élongation du substrat (Figure 2.1(b)). Au contraire, si la densité de
groupements est plus importante au niveau de la matrice de PDMS, c’est la séparation des
groupements au sein des « patchs » qui est favorisée sous élongation (Figure 2.1(c)). Enfin,

dans le cas d’'une répartition statistique des « patchs » sur le substrat, les groupements se
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séparent les uns des autres dans la matrice polymére tandis que ceux-ci demeurent
compacts au niveau des agrégats ((Figure 2.1(d)).

La répartition surfacique des hétérogénéités chimiques a I'échelle locale n’est pas
accessible dans le cadre de cette étude, et par conséquent 'influence réelle des charges sur
la croissance du film n’est pas résolue. Rappelons cependant que les dimensions des
agrégats de charges et des zones riches en polyméres sont de I'ordre de quelques centaines
de nanometres, alors que la dimension des protéines dont on souhaite contrdler I'adsorption
est de l'ordre de quelques nanométres. Or le greffage des Pegs (Rr~quelques nanometres)
conduit a une réduction globale de I'adsorption des protéines. Aussi les groupements réactifs
ne peuvent pas étre exclusivement répartis au niveau des agrégats ou de la matrice
polymére, car dans ce cas les espaces entre les « patchs » de Pegs seraient grands devant
la taille des protéines, ce qui ne permettrait pas d’empécher I'adsorption non spécifique des
protéines sur le substrat.

En réalité, il est raisonnable de considérer que les groupements réactifs sont
statistiquement répartis sur le substrat, probablement sous la forme de « patchs », en tenant
compte du fait que les hétérogénéités du PDMS peuvent éventuellement affecter cette
statistique. La question du mécanisme de croissance du film polymére plasma dans les
premiers instants du dépét, a I'échelle moléculaire, en fonction de la nature du substrat n’est
pas résolue. Une couche mince de PDMS déposée par « spin coating » sur un substrat de
silicium constituerait un systéme d’étude intéressant par AFM en raison de la faible rugosité
et de la rigidité du support. Notons que le PDMS est déposé a I'état liquide et que cette
méthode requiert une étape de réticulation, sous irradiation par exemple. Il serait alors
envisageable, si le contraste chimique est suffisant, de réaliser des cartographies de forces
d’adhésion ou de friction avec une résolution latérale de I'ordre d’une dizaine de nanométres,
afin de mettre en évidence les hétérogénéités chimiques de la surface a différents temps de
dépbt. Par exemple, Hellmich et al’ présentent des images AFM de films de PDMS oxydés
et fonctionnalisés avec des Pegs-silanes. La faible rugosité du substrat permet alors de

d’'imager les Pegs de différentes masses moléculaires, comme le montre la Figure 2.2.
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Figure 1. AFM images under ambient conditions of (a) an
oxidized PDMS surface in comparison to (b) Si—POEs,, (¢) Si—

POE7p—8i, and (d) Si—POEqy, treated surfaces. The z scale
is from 0 to 5 nm.

Figure 2.2 : Images AFM d’une surface de PDMS oxydée et fonctionnalisée avec des Pegs-
silanes de différentes masses moléculaires (d’apres la référence 3)

Si la préparation de surfaces modéles de PDMS sur des substrats de silicium parait
intéressante du point de vue de la compréhension des mécanismes de croissance du
polymére plasma dans les premiers instants du dépét, de telles surfaces ne peuvent pas étre
étirées. L'utilisation de substrats de PDMS non chargés permettrait d’éliminer la source
potentielle d’hétérogénéités qui émanant des charges, mais les taux d’élongation applicables
aux substrats, ainsi que leur résistance a la déchirure, seraient considérablement réduits.
Une alternative consisterait a recouvrir un élastomére chargé d'une fine couche de PDMS

non chargé.4

2.3 Stratégie de préparation des films bi-fonctionnels

La stratégie mise en ceuvre pour I'élaboration des surfaces bi-fonctionnelles Peg/biotine
consiste a greffer la biotine consécutivement aux Pegs. Cette stratégie est basée sur le
principe selon lequel les Pegs, en raison de leur encombrement, ne saturent pas les
groupements réactifs de surface, ce qui permet le greffage de la biotine, de taille plus faible,
lors d’'une seconde étape de greffage. Selon ce principe, la réalisation des étapes de
greffage dans l'ordre inverse conduirait a la saturation des sites réactifs avec la biotine,
avant l'introduction des Pegs. Rappelons que des concentrations importantes de réactifs, de
I'ordre de 10 M sont utilisées afin d’augmenter la probabilité de rencontre de I'entité réactive

de la molécule avec les groupements de surface. La concentration absolue de groupements
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réactifs (nombre de moles / unité d’aire) est alors trés faible devant la concentration des
réactifs en solution. L’analyse XPS des films bi-fonctionnels préparés sur des surfaces de
silicium nous a permis de valider cette méthode puisque les Pegs et la biotine sont détectés
sur le film préparé dans ces conditions.

L’inconvénient de cette méthode est que les taux de greffages respectifs des Pegs et de
la biotine ne sont pas contrdlés. Rappelons que dans le cas de la fonctionnalisation de
membranes lipidiques de vésicules, la dimension et la concentration des vésicules en
solution sont connues. Ainsi, en connaissant le nombre de sites réactifs par vésicule, on a
acces a la concentration de sites surfaciques réactifs, ce qui permet de contrdler le taux de
greffage en ajustant la concentration des réactifs en solution. Par conséquent, sur ce type de
systéme, il est possible de contréler de maniére précise les taux de greffage et les
proportions respectives de Pegs et de biotine, ce qui n’est pas envisageable dans le cas de
surfaces planes présentant une distribution hétérogéne de groupements réactifs de surface.

Notre stratégie a consisté a faire varier la taille des Pegs, selon le principe que les Pegs
de masse moléculaire élevée présentent le taux de greffage le plus faible a cause de leur
encombrement stérique. Nous avons émis I'hypothése qu'il existe une taille de Pegs
optimale conduisant au masquage de la biotine. Les résultats de I'étude préliminaire
réalisée a partir de surfaces de silicium fonctionnalisées suggérent que le systéme
Peg2000/biotine favorise le masquage d'une fraction de biotine. Cependant, les films bi-
fonctionnels Peg 2000/biotine préparés sur des substrats de PDMS traités 6 min par
polymérisation plasma présentent une adsorption élevée a I'état relaxé, indiquant qu’une
fraction importante, sinon la totalité de la biotine est accessible avant élongation. La
fonctionnalisation des films dans les conditions de « Cloud Point » permet d’augmenter
considérablement le taux de greffage des Pegs mais les comportements des films
demeurent équivalents en termes d’adsorption de protéines. Ce comportement peut paraitre
paradoxal dans la mesure ou les Pegs constituent une barriére interfaciale empéchant
'adsorption non spécifique des protéines sur le substrat de PDMS modifie. Il est fort
probable que dans le cas des surfaces bi-fonctionnelles préparées dans ces conditions,
I'affinité entre la Biotine et la streptavidine 'emporte sur la répulsion stérique des Pegs.
Probablement la densité de Pegs dans I'’environnement des sites spécifiques est trop faible
pour masquer la biotine. Dans I'hypothése d’'une répartition hétérogéne des groupements
réactifs de surface, la Figure 2.3 décrit une configuration possible des films bi-fonctionnels
Peg/biotine, dans laquelle la biotine est greffée au sein de régions présentant une forte

densité de Pegs (« patchs ») et dans les zones de faible densité.
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| PDMS |~ — | PDMS
AL/L = 0% AL/L = 100%

Figure 2.3 : Schéma illustrant 'adsorption spécifique (contour rouge) et non-spécifique de la
streptavidine sur les films bi-fonctionnels Peg/biotine (a) Film monofonctionnel de Peg, (b)
Film bi-fonctionnel, dans I'hypothése de sites spécifiques demeurant masqués, (c) Film bi-

fonctionnel, hypothese de la totalité des sites spécifiques accessibles avant I'élongation

Les tests d’adsorption de protéines montrent qu’au moins une partie de la biotine est
accessible avant élongation. En principe, les sites spécifiques les plus accessibles sont
situés au niveau des régions présentant une faible densité de Pegs, tandis que les sites
situés au sein des « patchs » de Pegs sont moins accessibles. La Figure 2.3(b) présente le
comportement du film dans I'’hypothése ou les sites situés dans les « patchs » ne sont pas
accessibles avant élongation. Sous élongation, I'adsorption des films bi-fonctionnels
augmente de facon équivalente aux films monofonctionnels de Peg de contrble, ce qui
suggére que [|'élongation ne permet pas de promouvoir d’adsorption spécifique
supplémentaire. Aussi, dans le cas présenté Figure 2.3(b), les sites spécifiques demeurent
inaccessibles sous élongation, la dilution des Pegs au sein des « patchs » étant insuffisante
pour favoriser le démasquage de la biotine. Un tel cas de figure est envisageable si la
dilution des Pegs lors de l'élongation du substrat est faible dans les zones riches en
groupements fonctionnels. De maniére opposée, la Figure 2.3(c) décrit le comportement du
film dans I'hypothése ou tous les sites spécifiques de biotine sont accessibles avant

élongation.
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Ainsi la stratégie mise en ceuvre dans ces travaux, consistant a masquer la biotine avec
des Pegs linéaires greffés de maniére covalente sur le substrat traité 6 min par
polymérisation plasma, montre ses limites. Ni la répartition des groupements réactifs
introduits par polymérisation plasma, ni les taux de greffage des Pegs et de la biotine ne sont
controlés. En effet, I'inconvénient inhérent a la polymérisation plasma est de ne pas
permettre le contréle de la chimie de surface a I'échelle moléculaire, comme dans le cas de
systémes modéles tels que des monocouches autoassemblées ou de bicouches lipidiques.
De plus, le traitement court de 6 min, ne conduisant pas a une couche épaisse et homogéne,
est également un facteur d’hétérogénéités, mais ces conditions de traitement sont
nécessaires pour conserver les propriétés élastiques du substrat.

La stratégie décrite par Whitesides et al®® pour la préparation de monocouches
autoassemblées mixtes d’alcanethiols HS(CH,),X/HS(CH,),Y consiste a greffer les deux
composants simultanément en faisant varier le ratio des concentrations respectives de
chaque composant. Sur ce type de systeme binaire, les composants présentent des
propriétés de diffusion et une réactivité équivalente, la composition de la monocouche étant
gouvernée par les propriétés thermodynamiques des espéces en solution et au sein de la
monocouche (activité, interactions spécifiques, etc.). Cette méthode a également été utilisée
pour préparer des systémes mixtes HS(CH,),OH / HS(CH,),Biotine afin de diluer la fraction
surfacique de biotine.” Dans le cas présent, les amino-Pegs présentent un volume
hydrodynamique important, ce qui réduit considérablement les probabilités de rencontre
(diffusion) entre la fonction réactive et la surface comparativement a la biotine. De plus, dans
I'objectif de masquer la biotine, il est nécessaire de conserver un espaceur Peg court au
niveau de I'amino-Peg,-biotine par rapport a la longueur de I'amino-Peg. Les greffages des
Pegs dans les conditions de « Cloud Point» ont cependant permis de d’augmenter
considérablement le taux de greffage des Pegs en raison de leur taille plus faible en solution.
Bien que leur réactivité demeure probablement plus faible que celle de la biotine dans ces
conditions, le greffage simultané des Pegs et de la biotine parait alors envisageable en
optimisant le ratio de concentration entre les Pegs et la biotine.

Une stratégie potentielle permettrait de contréler le taux de greffage de la biotine lors de
la premiéere étape : les travaux récents de Tokuhisa et al® décrivent une stratégie permettant
de contréler 'espacement de biomolécules greffées sur une surface, a partir de dendriméres

labiles. La Figure 2.4 décrit le principe de cette stratégie.

242



Chapitre 5 — Limites et perspectives
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“ (1) Fabrication of a dendrimer monolayer. (2) Removal of dendron spacers and introduction of a matrix molecule. (3) Modification of a probe molecule.

Figure 2.4 : Schéma décrivant une méthode d’immobilisation permettant de contréler
I'espace entre des récepteurs spécifiques, d’apres la référence 8

Ainsi, en appliquant une stratégie similaire, il serait possible de contréler la densité de
greffage de la biotine tout en conservant des groupements réactifs pour le greffage des Pegs
et le masquage de la biotine lors d’une seconde étape de greffage.

Enfin, une stratégie alternative consisterait a fonctionnaliser les substrats de PDMS traités
6min avec une molécule présentant a la fois la chaine de Peg et la biotine, comme le montre

la Figure 2.5.

=L, S X

Figure 2.5 : Surface bi-fonctionnelle obtenue par greffage de molécules bi-fonctionnelles

Un tel systéeme présenterait 'avantage d’étre constitué d’'un seul composant dont les
propriétés (longueurs relatives de la chaine Peg et de I'espaceur) sont ajustables lors de la
synthése. Une autre solution consisterait a greffer des polyméres branchés présentant des

taux de greffage de Pegs et de biotine contrélés.

2.4 Méthode de détection

Le principal inconvénient des tests d’adsorption de protéines réalisés par mesure de
fluorescence est qu'ils ne permettent pas de distinguer le signal lié a I'adsorption spécifique
de celui lié a I'adsorption non-spécifique. Dans ce travail, nous avons estimé qualitativement
la composante spécifique du signal de fluorescence des films bi-fonctionnels Pegs/biotine
par comparaison avec le film monofonctionnel de Pegs, utilisé comme contréle. Mais cette
méthode montre ses limites lorsque les films bi-fonctionnels présentent un signal comparable
a celui du contrdle. Les résultats les plus encourageants ont été obtenus dans le cas des

films bi-fonctionnels lorsque les Pegs sont greffés en deux étapes, a I'état relaxé puis sous
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élongation. Bien qu’une partie de la biotine demeure accessible avant I'élongation du
substrat, le signal supplémentaire mesuré sous élongation est plus important que celui de la
référence ce qui semble indiquer qu'une partie de I'adsorption spécifique est promue par
I'élongation du substrat. Mais la différence de signal avec le contrle n’est pas suffisante
pour démontrer cet effet. Afin d’augmenter le rapport signal/bruit, une méthode utilisée lors
des tests ELISA consiste a bloquer les sites non spécifiques avec des protéines présentant
une forte affinité pour le substrat. La BSA (Bovine Serum Albumine) et le lait écrémé en
poudre (« Skimmed Milk ») sont couramment utilisés a cet effet.® L'idée est de masquer les
sites d’interactions spécifiques par immersion des substrats dans des solutions concentrées
d’agents de blocage, avant de mettre les substrats au contact des protéines ou des
antigénes spécifiques. En principe, l'affinité des protéines (ou des antigénes) avec les
récepteur spécifique (ou les anticorps) favorise le déplacement des agents de blocage (effet
Vromanm).

Ni la BSA, ni le lait écrémé ne permettent de réduire le signal d’adsorption non-spécifique
sur les échantillons de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma. Les essais ont été
réalisés soit par immersion successive des substrats dans les solutions d’agents de blocage
(20 mg/ml de PBS, 1 heure), puis de streptavidine (0,1 mg/ml de PBS, 5 minutes), soit par
immersion des substrats dans un mélange d’agents de blocage et de streptavidine
(respectivement 20mg/ml et 0,1 mg/ml de PBS, 5 minutes). Il est difficile d’expliquer ces
résultats mais il est envisageable que les interactions non spécifiques de la streptavidine
avec le substrat prédominent ou que la streptavidine interagisse avec les agents de blocage.

La mesure de forces par AFM pourrait constituer une méthode complémentaire afin de
mettre en évidence les interactions spécifiques entre la Biotine et la streptavidine. La mesure
de forces d’adhésion entre une pointe AFM fonctionnalisée avec la streptavidine et un
substrat d’agarose fonctionnalisé avec la biotine a été décrite par Florin et al'’ Cette
technique a également été appliquée a I'analyse de plaques de microtitration commerciales
en polystyréne utilisées pour les tests ELISA."? Cette méthode pourrait étre mise a profit afin
de mettre en évidence le démasquage de la biotine sous élongation. Comme nous 'avons vu
au chapitre 3, il est possible de modifier la pointe AFM par polymérisation plasma de
'anhydride maléique. Il est ensuite possible de fonctionnaliser la pointe en milieu aqueux
avec des amines, en présence d’EDC/NHS. Nous avons ainsi fonctionnalisé une pointe AFM
avec la Biotine avant d’'immerger la pointe dans une solution de streptavidine marquée. La
Figure 2.6 présente les images de microscopie a fluorescence du levier supportant la pointe

avant et aprés immersion dans une solution de streptavidine marquée.
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Pointe
pyramidale

T 50.0 pm

Figure 2.6 : Image de microscopie a fluorescence d’un levier supportant une pointe AFM
traité par polymérisation plasma et fonctionnalisé avec la Biotine (a) Avant immersion dans la
solution de streptavidine marquée (b) Aprés immersion (5 min) dans une solution de
streptavidine marquée et ringcage (PBS, 2x3 min)

Les forces d’adhésion entre pointes et surface fonctionnalisées avec la biotine et la
streptavidine sont généralement de I'ordre de 0,1 a 0,5 nN, ce qui requiert I'utilisation d’'un
levier de trés faible constante de raideur (k~0,05 N.m™) d’une part, et de se placer dans des
conditions telles que les forces d’adhésion entre la pointe recouverte de streptavidine et le
substrat de contrdle soient négligeables en I'absence de biotine, d’autre part. Cette analyse
n‘a pas pu étre réalisée dans le cadre de ces travaux mais celle-ci représente un moyen
potentiel de mettre en évidence le démasquage de la biotine lors de I'élongation du substrat.

Citons enfin les avancées réalisées dans le domaine de la reconnaissance moléculaire
par AFM en modulation d’amplitude, permettant de coupler image de topographie et signal

de reconnaissance moléculaire, comme lillustre la Figure 2713

Figure 1. Scheme of the simultaneous topography and recognition

Figure 5. Topography (top) and recognition images (bottom) of

f‘\I 1 imaging of _“““l‘“““_l 1'““1"’“!'—‘" “‘l-"‘”'h_'—“l on pentacens antibiotin antibodies adsorbed on pentacene islands. Different shapes
isl A magnetically driven cantilever oscillates across the of recognition spots were observed. which can be attributed to
surface. The oscillation signal is split into two parts of which the differenmt orientations of the Fab fragments of the adsorbed
lower part is used to generate the topography (topography signal, antibodies. (Color scale range: topography images. 0—13 nm;
red) and the upper part is used for the recognition image (recognition recognition images, —0.5—0.7 nm)

signal, green).
Figure 2.7 : Imagerie simultanée de topographie et de reconnaissance moléculaire

d’antigenes adsorbés sur un ilot de pentacéne (semi-conducteur organique), d’aprés la
référence 13
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2.5 Le systéme récepteur/ligand

Nous avons montré que, dans la stratégie d’élaboration mise en ceuvre dans cette étude,
une fraction importante de la biotine est accessible avant élongation du substrat ce qui ne
permet pas de démontrer le concept de reconnaissance moléculaire activée par un stimulus
mécanique. Rappelons que linteraction biotine/streptavidine représente l'intéraction non-
covalente la plus forte connue a ce jour. Une solution potentielle permettant d’améliorer le
comportement du systéme consisterait a utiliser un systéme récepteur/ligand présentant une
affinité moins importante. Par exemple, Stayton et al'* utilisent différents types de
streptavidine génétiquement modifiées afin d’étudier les mécanismes d’adsorption spécifique
et non spécifique sur des monocouches autoassemblées. Les complexes biotine-
streptavidine modifiée présentent des constantes d’affinité K, plus faibles que la
streptavidine naturelle (3,7x10"" M™ ou 9x10° M contre 2,5x10"*M™).

Une autre alternative consisterait a changer de systéme récepteur-ligand. Par exemple, le
cibacron est un récepteur spécifique de I'albumine, couramment utilisé en chromatographie
d’affinité."® La constante de dissociation du systéme cibacron-albumine, de I'ordre de 10°M,
est considérablement plus élevée que la constante de dissociation du systéme biotine-
streptavidine.

La Figure 2.8 présente les résultats de I'analyse XPS réalisée a partir d’'un substrat de
PDMS traité 6min par polymérisation plasma puis fonctionnalisé avec I'amino-Peg,-cibacron
en présence d’'EDC/NHS. La composition atomique du film présente une fraction d’azote et
de soufre entrant dans la composition du cibacron tandis que I'enveloppe C(1s) présente un
enrichissement en environnements C-O et C(O)NR/C=0. Ces résultats indiquent que le

cibacron est introduit sur la surface.
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Figure 2.8 : Analyse XPS du substrat de PDMS traité 6min par polymérisation plasma puis
fonctionnalisé avec 'amino-Peg.-cibacron (a) Enveloppe C(1s) du substrat de PDMS traité
6min, (b) Enveloppe C(1s) du film fonctionnalisé avec le cibacron, (c) Composition atomique
du film avant et apres fonctionnalisation avec le cibacron, (d) Structure moléculaire de
I'amino-Peg,-cibacron

La Figure 2.9(a) présente les résultats des tests d’adsorption de l'albumine (Human
Serum Albumin HSA, 1 mg/ml) sur les substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation
plasma puis fonctionnalisés avec '’AminoPeg2000, I’Amino-Peg,-cibacron et 'amino-Pegq»-
cibacron. Il a été montré que 'HSA présente une meilleure affinité pour le cibacron que la
BSA (Bovine Serum Albumin).16 Les résultats indiquent que le greffage des Pegs 2000
permet de réduire considérablement I'adsorption non spécifique de I'albumine sur le substrat
de PDMS traité. Par ailleurs, lorsque les substrats sont fonctionnalisés avec le cibacron,
I'adsorption est également considérablement réduite par rapport au substrat de PDMS ftraité.
Ce résultat est étonnant car cela signifie que I'introduction du cibacron sur la surface conduit
a une diminution de I'adsorption non-spécifique de I'albumine sur la surface alors que I'on

s’attendrait a une augmentation de I'adsorption a cause de l'affinité du cibacron et de la
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streptavidine. Ce résultat suggére que les conditions utilisées dans ces essais ne permettent
pas de favoriser I'adsorption spécifique de I'albumine sur la surface. Une explication possible
est que le cibacron greffé sur la surface ne soit pas suffisamment accessible pour la
protéine. En effet, cette molécule est « rigide » car elle présente des cycles aromatiques.
Ces cycles aromatiques hydrophobes sont également susceptibles d’interagir avec le
substrat de PDMS modifié par interactions hydrophobes, ce qui défavoriserait I'orientation de
la molécule au niveau de l'interface.

Une autre possibilité est que les conditions dans lesquels les tests d’adsorption sont
réalisés dans ces essais ne sont pas optimales pour favoriser les interactions spécifiques.
Contrairement a l'interaction entre la biotine et la streptavidine, I'interaction entre le cibacron
et 'albumine dépend des conditions de pH et de la force ionique du milieu.'” 18

Des tests d’adsorption supplémentaires ont été réalisés dans un tampon acétate 100 mM
a pH = 5 (concentration d’'HSA de 1 mg/ml), d’aprés les conditions les plus favorables
décrites dans la référence 17. Les tests d’adsorption de I'albumine ne présentent pas de

changements significatifs dans ces conditions (résultats non montrés).
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Figure 2.9 : Tests d’adsorption de I'albumine (Human Serum Albumine HSA, 1 mg/ml) sur
différents types de films (a) monofonctionnels ou (b) bi-fonctionnels, préparés a partir de
substrats de PDMS traités 6 min par polymérisation plasma

Par conséquent, comme le monte la Figure 2.9(b), les essais réalisés sur le film bi-
fonctionnel Peg2000/cibacron ne permettent de mettre en évidence 'adsorption spécifique
de l'albumine promue sous élongation puisque le signal mesuré sous élongation est plus
faible que le signal du substrat monofonctionnel Peg 2000 de contréle.

Finalement, les essais réalisés avec le systéeme cibacron-albumine ne sont pas
concluants. L'utilisation de ce systéme nécessite une étude préliminaire sur des surfaces de
silicium fonctionnalisées visant a déterminer les conditions des tests d’adsorption
(concentration d’'HSA, pH, nature et concentration des sels, etc.) optimales permettant de

mettre en évidence I'adsorption spécifique de I'albumine.
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Enfin, les systémes anticorps antigéne/anticorps tels que le systéme IgG/anti-IgG19 ou la
culture cellulaire a partir de séquences peptidiques RGD?% peuvent également constituer

systémes potentiels pour la démonstration du concept de reconnaissance moléculaire activé

sous élongation.
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Conclusion générale

Dans le contexte des surfaces adaptatives définies dans le premier chapitre, I'objectif
général de ces travaux de recherche est de mettre au point des surfaces fonctionnelles
synthétiques dont la réponse chimique ou biologique est contrélée par I'action d’'un stimulus
mécanique. En particulier, les travaux menés dans le cadre de cette thése se sont
concentrés sur I'adsorption contrdlée de protéines sur un support élastique présentant des
récepteurs spécifiques. En d’autres termes, il s’agissait d’élaborer un systéme de
reconnaissance moléculaire activable sous l'action d’une contrainte mécanique de type
élongation.

La stratégie générale d’élaboration d’'une telle surface a consisté a fonctionnaliser de
maniére covalente un support élastique avec des systémes constitués de macromolécules et
de biomolécules (récepteur spécifique) afin d’obtenir une surface élastique bi-fonctionnelle.
L’'idée étant de masquer les récepteurs avec les macromolécules, puis de promouvoir
I'accessibilité des récepteurs a I'égard de protéines lors de I'élongation du support élastique.

Les élastomeres de silicone (PDMS), de par leur élasticité et leur faible toxicité,
constituent des supports de choix pour I'élaboration de telles surfaces. Ces matériaux
polymére sont largement utilisés dans le domaine médical et en micro fluidique. Cependant,
le PDMS est également réputé pour son caractére hydrophobe et son inertie chimique. La
fonctionnalisation covalente d’'un tel support requiert une étape de traitement de surface

permettant d’introduire des groupements réactifs sur la surface.

Dans le second chapitre, la premiére étape de I'élaboration de la surface adaptative a
consisté a développer un traitement de surface permettant d’introduire des groupements
réactifs a la surface du PDMS d’une part, tout en garantissant la conservation des propriétés
élastiques du substrat aux échelles locale et globale, d’autre part. La polymérisation plasma
est un procédé physique de traitement de surface permettant de déposer une couche mince
organique de chimie et d’épaisseur controlées sur divers types de matériaux. En particulier,
la polymérisation plasma de I'anhydride maléique en mode pulsé présente un grand intérét
en raison de I'important taux de rétention et de la forte réactivité des groupements anhydride
au sein du film polymére plasma. Cependant, les conditions de traitement « classiques »
appliquées aux substrats de PDMS conduisent a la formation d’une couche inorganique
fragile de type verre. Cette couche fragile est a I'origine de I'apparition de craquelures lors de
I'élongation du substrat. Ces craquelures sont indésirables dans I'objectif visé car celles-ci
nuisent au transfert de I'élongation macroscopique du substrat a I'échelle locale, c'est-a-dire

au niveau de groupements réactifs voisins.
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La stratégie employée dans ces travaux afin d’éliminer ces craquelures a consisté a
diminuer le temps de traitement, dans I'’hypothése que la modification du substrat de PDMS
sous la forme d’une couche fragile est liée au temps de traitement. L’évolution de la
composition chimique de la surface en fonction de la durée de traitement a été étudiée par
des analyses de mouillabilité, de spectroscopie XPS (Spectroscopie d’émission des
photoélectrons X) et FTIR (Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier) en mode
ATR (Réflexion Totale Atténuée). Ces analyses paralléles nous ont permis de mettre en
evidence les différentes étapes de la croissance du film polymére. En particulier, la transition
entre un mode de croissance « hétérogene » et un mode de croissance « continu » apparait
clairement vers 10-12 min de dépét. Les craquelures liées a la fragilisation du silicone n’ont
plus été observées par AFM (Microscopie a Force Atomique) sur les substrats étirés pour
des temps de traitement inférieurs a 8 min, ce qui indique que la cohésion des substrats est
conservée. Pour ces temps de traitement, la surface modifiée demeure hydrophobe, celle-ci
se compose d’'une matrice de PDMS partiellement oxydée sur laquelle sont introduits des
groupements polaires, principalement des groupements anhydride. Un temps de traitement
de 6 min permettant d’introduire environ 6 % (XPS) d’anhydride maléique a la surface du

substrat a été choisi pour la suite de I'étude.

L’hydrolyse du film polymére plasma conduit a la formation de groupements diacide
carboxylique présentant des propriétés acide-base au sens de Bronsted. En particulier, ces
groupements diacides présentent une ionisation en deux étapes. Dans le troisiéme chapitre
Cette propriété est mise en évidence par différentes méthodes de titration de surface. Les
pKas des surfaces de PDMS traitées ont été déterminés par analyses de mouillabilité, FTIR-
ATR et AFM (« titration par force chimique »). Les trois méthodes de titration conduisent a
des résultats similaires (pKa;~3,5 et pKa,~10,5). Les pKas de surface sont plus élevés que
les pKas de molécules d’acide maléique en solution, ce qui est généralement observé dans
le cas de groupements de surface en raison de leur confinement et de leur environnement
hydrophobe. Dans le cas présent, des liaisons hydrogéne intra et intermoléculaires
stabilisantes ont été mises évidence par FTIR-ATR.

En milieux aqueux, le caractére acide-base de la surface est a l'origine de propriétés
d’adhésion dépendant du pH et de la concentration en sel. Les mesures de force entre
pointe AFM et surface de PDMS modifiées, toutes deux par polymérisation plasma
permettent d’évaluer l'influence des propriétés acide-base du film sur ses propriétés
d’adhésion. A valeur de pH faible (pH ~1-5), la majorité des groupements -COOH du film
sont a la fois donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne, ce qui est a l'origine de
'adhésion entre la pointe et la surface. A valeurs de pH intermédiaire, (pH ~ 5-8), les

groupements diacides sont partiellement ionisés. Le groupement COO" formé est stabilisé
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par une liaison hydrogéne interne avec le groupement —-COOH adjacent. A valeur de pH
élevé (pH > 9), la majorité des groupements diacides sont complétement ionisés, ce qui est
a l'origine des forces de répulsion électrostatique entre la pointe AFM et la surface a pH
élevé. Cette répulsion se transforme en attraction en présence de cations divalents (Ca®").
Les propriétés de mouillage et d’adhésion dépendantes du pH sont caractéristiques des
groupements diacides formés lors de I'hydrolyse des groupements anhydride du polymere
plasma. Lors de I'élongation macroscopique du substrat, les variations de ces propriétés

attestent de la dilution surfacique des groupements réactifs.

Dans le quatrieme chapitre, la réactivité de ces groupements a été mise a profit afin
d’élaborer la surface a réponse mécanique. Des amines fonctionnelles ont été greffées de
maniére covalente sur le film en phase aqueuse, par réaction de couplage en présence
d’'EDC/NHS. Cette réaction de couplage permet d’élaborer des films bi-fonctionnels
constitués de chaines linéaires de poly(éthylene glycol) (Peg) de différentes masse
moléculaire et de biotine. Les mesures d’angle de contact et I'analyse XPS des films
attestent de I'efficacité du greffage.

La fonctionnalisation du substrat de PDMS avec des chaines de Pegs conduit a une
diminution de I'adsorption non-spécifique de la streptavidine sur le substrat. Les meilleurs
résultats ont été obtenus avec les Pegs 2000, probablement en raison d’un meilleur
recouvrement de la surface. Lorsque le substrat est étiré a un taux d’élongation de 100%,
I'adsorption (non-spécifique) augmente significativement car la barriére interfaciale résistante
aux protéines formée par les Pegs n’est plus suffisante pour masquer le substrat.

Cependant, dans le cas de films bi-fonctionnels Peg/biotine, les sites spécifiques de
biotine sont accessibles avant I'élongation du substrat, ce qui indique que la barriére
interfaciale formée par les Pegs n’est pas suffisante pour s’opposer a la forte affinité de la
biotine et de la streptavidine. Une hypothése permettant d’expliquer ces résultats est que la
densité de greffage des Pegs est insuffisante pour masquer la biotine. Les conditions de
greffage de type « Cloud Point » consistant a augmenter la température et la concentration
en sel du milieu réactionnel, nous ont permis d’augmenter significativement la densité de
greffage. Malgré cette amélioration, le comportement des films en termes d’adsorption de
streptavidine dépendant de I'élongation demeure équivalent a celui observé sur les films
présentant une faible densité de groupements. L’addition d’'une étape de greffage des Pegs
sous élongation semble permettre de réduire I'adsorption non-spécifique des films sous
élongation, mais la majeure partie de la biotine demeure accessible avant I'élongation du
substrat.

Dans ces conditions, le systeme semble montrer ses limites. Les travaux futurs

s’orienteront, entre autres, vers [l'utilisation de substrats élastoméres non chargés, la
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synthése de polyméres bi-fonctionnels et 'utilisation de systéme récepteur/ligand présentant

une affinité plus faible, comme cela a été discutée dans le cinquiéme chapitre.
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Résumeé

Un matériau adaptatif ou « intelligent » est
capable de modifier spontanément ses
propriétés physico-chimiques en réponse a un
stimulus (température, pH, etc.). Les surfaces
sensibles a un stimulus mécanique constituent
une nouvelle catégorie de matériaux adaptatifs
capables de montrer des changements de
propriétés de surface sous [leffet d'une
contrainte mécanique. Dans ce contexte, ces
travaux se concentrent sur I'adsorption d’objets
biologiques tels que des protéines sur un
support élastique. L’objectif étant de contrbler
cette adsorption en fonction du taux
d’étirement du substrat. Les élastoméres de
silicone (PDMS), de par leur élasticité et leur
faible toxicité, constituent des supports de
choix pour I'élaboration de telles surfaces. Ces
matériaux polymére sont largement utilisés
dans le domaine médical et en microfluidique.

La premiére étape d’élaboration consiste a
rendre la surface du support de PDMS
chimiquement réactive. Pour des temps de
traitement courts, la polymérisation plasma de
'anhydride maléique permet d’introduire des
groupements réactifs a la surface du PDMS,
tout en conservant ses propriétés élastiques a
I'échelle locale.

Les substrats de PDMS traités présentent
des propriétés acide-base de surface qui sont
caractéristiques des groupements diacide du
film polymére plasma. Le degré d’ionisation et
les propriétés d’adhésion de ces surfaces sont
étudiés en fonction du pH. L’évolution de ces
propriétés sous élongation atteste de I'effet de
dilution des groupements réactifs de surface.

Le support étirable et réactif est ensuite
fonctionnalisé avec des systémes constitués
de polymeres et de récepteurs spécifiques.
D’une part, les chaines de (poly)éthyléneglycol
(Peg) présentent des propriétés de résistance
a ladsorption de protéines. D’autre part, la
biotine est un récepteur capable de se lier
spécifiquement a une protéine, la
streptavidine. En combinant le greffage
covalent des Pegs et de la biotine sur le
substrat de PDMS, on obtient une surface bi-
fonctionnelle. L’objectif est de masquer la
biotine avec les Pegs lorsque le substrat est a
I'état relaxé, puis de promouvoir I'adsorption
spécifique de la streptavidine sous I'élongation,
afin d’obtenir un systéme de reconnaissance
moléculaire sensible a un stimulus mécanique.

Abstract

Surface responsive materials have the
property to show response mechanisms
triggered by external stimuli (temperature, pH,
etc.). Mechanically responsive surfaces are a
new kind of stimuli-responsive materials, which
surfaces properties change in response to
mechanical excitation. This work focuses on
the controlled adsorption of biological objects
such as proteins on an elastic substrate. The
goal is to control adsorption as a function of the
elongation of the substrate. In elaborating
mechanically responsive materials, silicone
elastomers (PDMS) constitute interesting
substrates because of their high flexibility and
low toxicity. These polymers are widely used in
biomedical devices and in microfluidics.

The first step of the elaboration consists in
making the PDMS substrate chemically
reactive. For low treatment time, plasma
polymerization of maleic anhydride lead to the
introduction of reactive groups on PDMS
surface, while maintaining elastic properties at
local scale.

Treated PDMS substrates show acide-base
properties, which are characteristic of the
diacid groups from the plasma polymer thin
film. The degree of ionization and the adhesion
properties of the surface are studied as a
function of pH. The evolution of these
properties under elongation attests from the
dilution effect of surface reactive groups.

The stretchable and reactive substrate is
then functionalized with systems made of
polymers and specific receptors.
(Poly)ethyleneglycol (Peg) chains are well
known to resist to protein adsorption, whereas
biotin receptors bind specifically streptavidin
proteins. A bi-functional surface is obtained by
combining covalent grafting of Pegs and biotine
on the PDMS substrate. The goal is to mask
biotin with Peg chains at rest, while promoting
specific  binding of streptavidin  under
elongation of the substrate. This material may
constitute a molecular recognition system that
responds to a mechanical stimulus.



