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Introduction générale

De nos jours, la croissance exponentielle de la demande en dispositifsquesypermettant une
détection fiable, rapide et peu colteuse de substances de divagiessotbiomédicales, alimen-
taires, synthétiques,..etc.) contribuent au développement important desxtide recherche sur le
sujet des biocapteurs. Dans cette optique, le groupe GMNP (Groupeatfiddix Nanostructurés
et Photonique) du laboratoire FOTON (Fonctions Optiques pour les dtadias de I'informatiON)
qui développe depuis quelques années la technologie d’élaboratidicdursporeux, a décidé d'en-
treprendre cette thése portant sur I'étude et la réalisation de nanosgeuphotoniques a base de ce
matériau en vue d'une application biocapteur. Le contexte général déh@steeest alors la réalisation
de biocapteur optique a base de silicium poreux.

Disposant d'une structure a indice de réfraction modulable, une gramtire spécifique et une
compatibilité avec les milieux biologiques, le silicium poreux peut étre considéméne un com-
posant de choix pour une transduction optique dans un dispositif detbotidé@ directe. Consistant
a transformer le phénomeéne biochimique résultant de l'interaction entre de sbvt'analyte en un
signal mesurable, cette transduction nécessite la préparation préaldalsutéace interne du sili-
cium poreux par des procédés chimiques de biofonctionnalisation. Initiatemg en place avec des
surfaces planes et réguliéres, ces procédés chimiques se trarisjmphus en plus vers des surfaces
nanoconfinées dont I'accés et la caractérisation nécessitent deesregbnologiques plus adaptés.
Ayant conscience de I'importance de la qualité de I'immobilisation des bioraaspdans la concep-
tion d’un biocapteur, nous avons, par ce travail, essayé d'apparter contribution dans la mise en
oeuvre et le contrdle de procédés de biofonctionnalisation du siliciunupofénsi, dans la perspec-
tive de développer une application de biodétection innovante, nousagdsans ce manuscrit les
études préliminaires que nous avons menées pour I'élaboration de stsutciimophotoniques a base
de ce matériau et la caractérisation de la chimie de sa surface.

Les objectifs de ce travail doctoral sont alors :

— Choix d’'une application de biodétection innovante. Ceci revient a chwisinalyte pour lequel
aucun biodétecteur n’a été développé a nos jours.
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— Mise au point d’'un procédé de biofonctionnalisation visant a fixer laed@biorécepteur cor-
respondant a I'analyte choisi) a la surface du silicium poreux.

— Suivi et caractérisation de la chimie de surface de nanostructuresypes a base de silicium
poreux fonctionnalisé lors de son élaboration.

Dans le premier chapitre de cette thése, nous présentons une étude dyibligge sur les bio-
capteurs. Nous commencons par définir les biocapteurs. Puis, nautoreples différents types de
biorécepteurs et de transducteurs utilisés dans la conception de aesitidfsspnalytiqgues. Nous nous
intéressons plus particuliérement a développer les techniques optigniesiéection. Ensuite, nous
présentons les technigues générales d’assemblage des biorécaptauetériaux transducteurs. En-
fin, nous décrivons le silicium poreux ainsi que les nanostructure®pigoies a base de ce matériau
et leurs applications comme transducteurs optiques. A la fin de cette étudgtaiphamue nous défi-
nissons l'application de biodétection que nous avons choisie.

Le deuxieme chapitre du manuscrit développe les moyens et les condité@abatation et les
techniques de caractérisation que nous avons employées pour laatipdu silicium poreux chi-
miquement fonctionnalisé. Dans ce chapitre, nous présentons dansraieiptemps les conditions
d’élaboration et de biofonctionnalisation des monocouches de siliciunuyobans un deuxieme
temps, nous exposons les résultats expérimentaux d’une étude morphelogignt a caractériser
des monocouches du silicium poreux. En effet, pour mieux comprendteulduse nanométrique
des pores constituant le silicium poreux et pour préparer ce matériazuaillic des molécules or-
ganiqgues nécessaires a sa biobonctionnalisation, nous avons commees@érimentations par une
étude préliminaire portant sur la morphologie du silicium poreux (forme et talgpdres) aprés son
élaboration par anodisation électrochimique. Enfin, nous décrivonsdesidgeies de caractérisation
chimique du silicium poreux que nous avons utilisées pour le suivi de ldidomalisation.

Le troisieme chapitre est consacré a la simulation des spectres de réfledéastructures op-
tiques a base de silicium poreux. Nous présentons au début de ceelhapittthodologie que nous
avons adoptée pour la mise en place d'un programme permettant la modélisatméflectance
d’une structure poreuse monocouche ou multicouche en partant dessimidiaéfraction. Nous dé-
crivons le modéle que nous avons choisi pour relier ces indices a la citimpalu silicium poreux
afin d’exploiter les déplacements des spectres de réflectance dans tedaifonctionnalisation du
matériau. Nous poursuivons ce chapitre par une étude sur les fadeurérite qui sont impliqués
dans la réponse spectrale simulée aprés fonctionnalisation chimique désresphotoniques a base
de silicium poreux monocouches et multicouches.

Enfin, le quatriéme chapitre présente les résultats expérimentaux relatitradeecisation physico-
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chimique du silicium poreux pour la mise en oeuvre d'un procédé de bindomalisation du maté-
riau. Dans I'objectif d'évaluer le protocole de biofonctionnalisation quesravons mis en place, nous
avons suivi I'évolution de la réponse spectrale des monocouchegsgarpar réflectométrie. L'ajus-
tement des spectres théorigues simulés par le programme présenté daaqgitle Ghaux spectres
expérimentaux obtenus par analyse spectroscopique en réflectaces amuches poreuses aux dif-
férentes étapes de sa préparation nous a permis dans un premier tergfesihingr leurs porosités
et dans un deuxieme temps de contrfler I'effet des premiéeres étapesctierinalisation telles que
I'oxydation thermique et la silanisation.

Pour la silanisation, deux protocoles, I'un par immersion et I'autre par impié&m, ont été testés.
Les épaisseurs des couches de silane ainsi que les taux de recauviiemsurfaces traitées ont été
estimés et reliés a I'efficacité des protocoles a greffer des monocoichegyénes et organisées. En
se basant sur ces résultats, nous avons fixé les conditions finalesnikatide. Nous avons par la
suite complété la fonctionnalisation de la couche poreuse par un ageniplag®glutaraldéhyde et
de I'albumine selon un procédé chimique communément utilisé dans la littératuntfipie. L effi-
cacité de ce protocole a greffer des espéces biologiques dans le valteng p été vérifié par Raman,
puis par réflectométrie sur des anticorps spécifiques. Le taux de recoemt de la surface poreuse
en éléments de reconnaissance moléculaires (anticorps) a été estimé eécampasultats obtenus
par d'autres études sur des surfaces planes.

Des études complémentaires utilisant le couplage d’un appareil MEB a am@pétre a dispersion
d’énergie (EDX) et la spectrométrie de photoélectrons induits par ray@X®S) pour la caractéri-
sation physico-chimique du matériau lors de la mise en place du protocole dadiiohnalistaion
sont aussi présentées dans ce chapitre.

Afin de confirmer les résultats obtenus sur les monocouches, nous@pnset élaboré des struc-
tures multicouches (microcavités) et suivi leur fonctionnalisation parctéfigtrie.

Finalement, nous donnons une conclusion de ce travail, et ouvron®dgeeptives pour les tra-
vaux a venir.
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Chapitre 1

Les biocapteurs : Etude bibliographique

La notion de biocapteur n'est pas récente, elle est méme aussi vieille gparitéon de la vie sur
terre. En effet, tous les organismes vivants possedent naturellensecagteurs qui leur permettent
d’interagir avec leur environnement. Malgré la diversité des phénoneties substances a détecter,
la nature a produit tous les capteurs nécessaires pour les déteceregte, les vers de terre pos-
sédent des mécanorécepteurs et des propriorécepteurs quirneettieat de détecter respectivement
les stimuli mécaniques et les pressions hydrostatiques. Il existe austied’aécepteurs naturels
chez les animaux pour détecter la température, la lumiére, les odeurs, temphés et de hom-
breuses substances chimiques. Chacun de ces systémes de détectimstéae d'un ensemble de
récepteurs moléculaires et/ou de cellules qui sont liés a une cascadnioeh(série de réactions
biochimiques) trés complexe dont 'activation entraine une réponse ncapiqae appropriée. Ces
systemes de biodétection naturels sont caractérisés essentiellemers pansibilités trés élevées,
pouvant atteindre I'unité moléculaire et une spécificité moléculaire bien défalative a I'espéce
moléculaire, a la présence de certains groupements chimiques ou a la dismasidmehimique de
la molécule). lls sont aussi rapides, biocompatibles et biodégradalblessiyant de transposer ces
mécanismes naturels, les scientifiques ont fait de la biologie du vivantdergesd’inspiration essen-
tielle dans les derniéres décennies pour le développement de nouvdiiesldgies de plus en plus
accessibles et robustes. Nous citerons parmi ces technologies, sdieckpteurs qui se développent
de plus en plus.

Les biocapteurs constituent une nouvelle classe de dispositifs analytiguesprésentent une voie
prometteuse dans la recherche de techniques de détection de plus epéplfigues, rapides, sen-
sibles et dans divers domaines d’applications : biomédical, agroalimeraerétique, aérospatial,
militaire, médicolégal ou encore sécuritaire.

Avant de décrire I'application choisie pour étudier la biodétection optiqusicium poreux, nous
présentons dans ce chapitre une étude bibliographique sur les bigsapleus commencons par dé-
finir les biocapteurs. Puis, nous développons les différents types déjieurs et de transducteurs
utilisés dans la conception de ces dispositifs analytiques. Ensuite, n@enfnds les techniques gé-
nérales d’assemblage des biorécepteurs aux matériaux des transsluckepartie suivante définit
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Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

les différentes techniques optiques exploitées pour la biodétection. Rotisa,décrivons le matériau
gu’est le silicium poreux que nous avons utilisé ainsi que les nanostesggihotoniques a base de ce
matériau et leurs utilisations en tant que transducteurs optiques.

1.1 Définition d’un biocapteur

Le terme "Biocapteur” a été introduit dans la littérature scientifique a la finrdezea 1970 suite
aux travaux de Rechnitz [1] sur la détection sélective de 'arginine paélettrode NK a surface
modifiée par des micro-organismes. Cependant, le premier dispositif ree@pourd’hui comme
biocapteur a été introduit par Clark en 1956 [2] puis illustré par Clark enkyen 1962 [3]. Il était
constitué de I'enzyme Glucose Oxydase (GO) piégée a la surface decteode de platine par une
membrane a dialyse en polyéthyléne permettant la diffusion des substrassprbduits de la couche
enzymatique.

L'électrode de platine est polarisée par une tension constante de 600Imgbetrant produit est
proportionnel a la concentration d'oxygénes(@issout) de la solution. La consommation de I'oxy-
gene par la réaction d’oxydation du glucose sous l'effet de I'enzymepgkioxydase (équation 1.1)
est donc mesurée par cette électrode.

Glucose oxydase
Ittt A

B.D — Glucose + Oz + HyO acidegluconique + H2Oo (1.2)

Trés peu de temps apres, les études d'Updike et Hicks [4] sont aspsuules électrodes enzy-
matiques, ensuite des travaux sur la détection biosélective se sont multipliéexpdoiter d’autres
variantes de biocapteurs avec des applications de plus en plus inno&@mtEss jours, I'abondance
des études sur les biocapteurs est essentiellement due aux collabagatienscientifiques de dif-
férentes disciplines, a savoir des biologistes, des chimistes et des physkereeffet, du fait de sa
composition qui rassemble des éléments biochimiques a un dispositif physigicsedpteur peut étre
considéré comme un outil biophysique.

Actuellement, le biocapteur peut étre défini comme un dispositif analytique amtégdes bioré-

cepteurs et un transducteur permettant la qualification et/ou la quantificasomteractions ana-
lytes/sondes. Les biorécepteurs (ou sondes ou éléments de recanoaiswléculaire) ont pour role
la fixation des analytes (substance a détecter) contenus dans I'échantiltahyser. Ce dernier peut
étre pur (contenant que la substance a analyser) ou complexe (cundesampuretés). Le trans-
ducteur assure la transformation du phénoméne biochimique en un sigaajughmesurable (figure
1.1). Comme toute méthode d’analyse, celle développée avec un biocagtessite pour sa valida-
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Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

tion la détermination d’'un certain nombre de parametres caractéristiques aeldagsélectivite, la
spécificité, la répétabilité, la reproductibilité, la linéarité, la sensibilité, les limitestiction et de
guantification, la robustesse et la justesse [5].

Dans la section suivante, sont présentés les différents types dedptaéis pouvant étre utilisés dans
la conception des biocapteurs.

G e A ! Analyte
Echantilion 4/ =25) y

analvser | m T " | Impureté

Biorécepteur 6 v Fg

-

R bioRécepteur

Phénomene
Biochimique

Transducteur
\ﬁ Signal Physique

/

i Amplification
Biocapteur 3

Traitement Résultat : {A]
! Méthode :

sélectivité, spécificité, limite
de détection, répétabilite,
linéarité, sensihilité ...

Figure 1.1 — Schéma général d'un biocapteur.

1.2 Les biorécepteurs

Le biorécepteur est un élément biologique de reconnaissance molécGlaise un composant
fondamental et caractéristiqgue du biocapteur. En effet, la nature aiesagjualité de la sonde sont
des facteurs déterminants dans le niveau de sélectivité et de sensibilidispositif de biodétection.
Le choix du biorécepteur dépend généralement de la nature de I'artlhyda,concentration ainsi que
de la composition de I'échantillon a analyser. On distingue, généralemengtooiges de biorécep-
teurs, les biorécepteurs enzymatiques, les biorécepteurs d’affiniéénede synthése [6] que nous
présentons ci-dessous.
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Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

1.2.1 Biorécepteurs enzymatiques

lls sont aussi appelés biorécepteurs catalytiques. Ces biorécegaticonstitués d’enzymes.
s’agit généralement de protéines possédant une activité catalytigitieepdsn effet, ces enzymes
participent a certaines réactions biochimiques en augmentant les vitedsassfiermation des sub-
strats (analytes) sans étre modifiés. Quand I'enzyme E est ultra-majordasdedmilieu, la réaction
de transformation du substrat S (analyte) peut s'écrire comme ci-dessou

E+S* M Ees* Eyp (1.2)

aveck, et ky sont respectivement les constantes cinétiques des réactions de forchatiom-
plexe enzyme-substrét e S et de I'apparition du produit P.
Dans ce cas de biorécepteur, le transducteur doit étre sensible katmsila réaction de transforma-
tion enzymatique de I'analyte (équationl.2).

La biodétection enzymatique est conditionnée par la hature de I'analytesghtag de sa concen-
tration dans le milieu a analyser. En effet, I'analyte doit d’'une part constitnesubstrat dans une
réaction enzymatique et d’autre part étre & une concentration comptisd @n' et 10="M [7, 8,

9, 10]. Les enzymes sont classées, en fonction du type de réactielfegcatalysent, en six princi-
paux groupes (tableau 1.1). Les oxydo-réductases sont des enegtalysant les réactions d’oxydo-
réduction en transférant les ions"Het des électrons. Une transférase est une enzyme dont le réle
est de catalyser le transfert d’un groupe fonctionnel (par exemplgraupe éthyle ou phosphate)
d’'une molécule (appelée donneur) a une autre (appelée acceptesifiytrolases constituent une
classe d’enzymes qui catalysent les réactions d’hydrolyse d’es&ésdses), de liaisons peptidiques
(peptidases), et de liaisons osidiques (osidases). Une lyase estaymeeequi catalyse la rupture de
différentes liaisons chimiques par des moyens autres que I'hydrolysexqu#tion. Une isomérase
est une enzyme qui catalyse les changements au sein d’'une molécuntgmanréarrangement des
groupements fonctionnels et conversion de la molécule en I'un de ses erhke ligase est une
enzyme qui catalyse la jonction de deux molécules par de nouvelles liaisaaisrdes [11].

| Enzymes | Oxydoréductases Transférases Hydrolases| Lyases| Isomérases| Ligases |

Réactions| oxydoréduction | transfert d’'un| hydrolyse | rupture | isomérisation| liaison
groupement de de de deux
fonctionnel liaisons | liaison molécules

Tableau 1.1 — Différentes classes enzymatiques et les réactions bioctsroajuespondantes [11].
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Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

Les enzymes de la classe oxydoréductases sont les plus impliquéessdapglieations de bio-
détection. Pour catalyser les réactions d’'oxydo-réduction des sishsiea enzymes sont associées
a des molécules appelées "coenzymes d’oxydoréduction” telles que tanancime adénine dinu-
cléotide (NAD) et la flavine adénine dinucléotide (FAD). L'application la glaanue est celle de la
glucose oxydase pour mesurer la glycémie. Ce biocapteur a connu eloglidement tres important
dans les années quatre-vingts pour améliorer la performance de cassnfk?, 13] et la réalisation
de bandelettes pour I'auto-surveillance de la glycémie chez les patientsbdiedifl 4, 15]. Durant
la fin des années quatre-vingt et pendant les années quatre-vinggsdefforts se sont concentrés
d’une part sur I'amélioration de la qualité de I'électrode de mesure [l6etl@dlautre part sur le
développement de dispositifs implantables pour la mesure en continu de lengdyfE8, 19].

Apres les oxydoréductases, les hydrolases sont les enzymes leggihittes pour des applica-
tions de biodétection enzymatiques [6]. Toutes les classes enzymatiquseption des ligases, ont
été utilisées dans la conception de biocapteurs. Dans le tableau 1.2 ésmritps quelques exemples
de biorécepteurs enzymatiques utilisés. Il est parfois nécessairentnen les actions de plusieurs
enzymes dans un seul biocapteur. Ainsi, les substances (ProduitatRa gooduction a été cataly-
sée par une enzyme E1 constituent les substrats pour une autre enzy@epERdant, I'intégration
de plusieurs classes enzymatiques dans une application de biodétecibpasesans conséquence
sur la qualité de I'analyse. En effet, on remarque que la capacité de détengimée en limite de
détection (LD) dans le tableau 1.2, est d’autant plus faible que le hombdadions enzymatiques
exploitées est élevé.

Classe enzymatique Enzyme Analyte LD Réf
hydrolase hydrolase d’organophosphorés paraoxon 16 nM | [20]
isomérase protéine disulfide isomérase humaine vincristine ND [21]

transférase + glycérol kinase ATP 200nM | [22]
oxydoréductase glycérol-3-phosphate oxydase
lyase + citrate lyase acide citriqgue| 15uM | [23]
lyase + oxaloacétate décarboxylase
oxydoréductase pyruvate oxydase

LD : Limite de détection. ND : Non Déterminé. ATP : Adénosiighbsphate.

Tableau 1.2 — Exemples de biorécepteurs enzymatiques.

1.2.2 Biorécepteurs d’affinité

Contrairement au biorécepteur enzymatique, le biorécepteur d’affinid' dixalyte sans provo-
quer de réaction chimique. Ainsi, la liaison de I'analyte au biorécepteur sstilgghénoméne biochi-
mique a transformer par le transducteur en signal mesurable. La premiégeGe de ces biorécep-
teurs est constituée d’éléments immunologiques qui sont les immunoglobulieessedérivées. Les
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biocapteurs utilisant cette catégorie de biorécepteurs sont souvetésppmunocapteurs (immuno-
sensors). Les immunoglobulines (lIg) sont des glycoprotéines doiagmiwite anticorps, c'est-a-dire
capables de se lier spécifiquement & un déterminant antigénique unicué &pipope [24]. Il existe
cing classes d'immunoglobulines : 1gG, IgA, IgM, IgD et IgE. Toutes kgsen dépit de leur trés
grande hétérogénéité, sont baties sur un modéle de base commun, syemétigude I'lgG mono-
meére qui fut la premiére décrite [25, 26]. Leur poids moléculaire eswvif@m 150 kDa (kiloDalton,

le dalton est I'unité de masse des atomes en biochimie, 1 Da =1 g/mol). Elles compmstes quatre
chaines polypeptidiques groupées en deux paires identiques de tailleiffiegae 1.2) [27, 28] :

- d'une part deux chaines lourdes dites H, pour "heavy", d’eni®kDa chacune, soit 450 a 600
acides aminés.

- d’autre part 2 chaines légeres dites L, pour "light", d’environ 25 &Bacune, soit 210 a 220 acides
aminés.

Les chaines légeres sont unies aux chaines lourdes par un ponirdisidlé proche de leur extrémité
carboxyterminale. Dans chaque immunoglobuline, existent deux sites terfidzantigéne, ou pa-
ratopes, constitués chacun de I'association des régions VH (régimbieafV" de la chaine lourde
"H") et VL (région variable "V" de la chaine lIégére "L"). Les chainagttes sont unies entre elles par
un ou plusieurs ponts disulfures au niveau de la région charniére. régite assure une flexibilité
suffisante pour que les deux sites de liaison de I'antigéne aient une bwbikté I'un par rapport a
lautre [24].

Les immunoglobulines ou anticorps et leurs fragments de fixation d’antigéaés: fragment
antigen binding) constituent les éléments de reconnaissance biologigudsslesiaptés a la biodé-
tection d’analytes de concentrations comprises efiiré et 10~'°M. Des anticorps polyclonaux et
monoclonaux, des anticorps recombinants (obtenus par génie génétigegnticorps obtenus par
"phage display”, des fragments "Fab", des fragments "scfv" (fratyveriables simple chaine) et
des mini-anticorps (deux fragments scfv reliés) ont tous été exploitédgbiodétection [30, 31].
Quelques exemples d’application de certains de ces éléments sont méksasée tableau 1.3.

| Biorécepteur \ Analyte \ LD | Réf |
Anticorps monoclonal IgG1 Hormone chorionique gonadotropel1,2 mUl/ml| [32]
Fragment Fab Anticorps anti-pneumolysine 10 ng/mi [33]
Fragment ScFv Anticorps anti-IgG 2,3nM [34]
Ac recombinant Protéine virale VIF du HIV-1 ND [35]

LD : Limite de détection. ND : Non Déterminé

Tableau 1.3 — Exemples de biorécepteurs immunologiques.

La sensibilité et la spécificité de la biodétection aux moyens de ces éléments imgiguetodé-
pendent normalement de trois parametres qui sont : (i) la spécificité dedttiten antigene-anticorps
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Sites de fixation des antigenes

Pont Disulfure

Figure 1.2 — Représentation schématique d’un anticorps [adaptée de [29]

(plus précisément épitope-paratope), (ii) I'affinité du site de fixation daitj@ne pour le déterminant
antigénique présent sur I'analyte, et (iii) le bruit de fond du capteumpatique, une forte affinité
entre le site de fixation de I'antigéne et I'analyte rend difficile la régénératidyiatécepteur et donc
'usage multiple du dispositif [36].

La deuxiéme catégorie de biorécepteurs d’affinité est constituée datedce physiologiques. Ces
récepteurs sont des protéines localisées dans la membrane cellulasrés dgtoplasme ou dans le
noyau cellulaire. lls se lient spécifiguement a des substances appeb¥asligels les neurotrans-
metteurs ou les hormones). Malgré les problemes de stabilité in-vitro rene@vieé ces éléments
biologiques et la difficulté de les intégrer dans des dispositifs de biodétedtsrécepteurs mem-
branaires tels que les canaux ioniques ont été proposés pour la tonapbiocapteurs d’affinité
[37, 38]. En effet, 'utilisation du canal ionique "gramicidine A" contenunslane membrane issue
d’'une souche bactérienne thermophile (résistant a des températuéssgieest avérée prometteuse
[39]. Grace a I'ingénierie biomoléculaire permettant la synthese de caoaigxies de plus en plus
fiables, différentes applications de biodétection ont été étudiées [48litBS éléments biomimé-
tiques ont été synthétisés afin d’'élargir les applications biocapteurs et deldpter a la demande
analytigue actuelle. Dans le paragraphe suivant est présentée cedteddebiorécepteurs.
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1.2.3 Biorécepteurs de synthése

Dans I'objectif d'améliorer la rentabilité, d’augmenter la stabilité et de promiolivalustrialisa-
tion de dispositifs biocapteurs, des éléments biomimétiques et équivalent®etpepteurs naturels
ont été synthétisés. Dans cette classe de biorécepteurs, on trouvlyeénes a empreintes molécu-
laires ou MIPs (Molecularly Imprinted Polymers), les aptaméres et les avimdsiques peptidiques.

Les polyméres a empreintes moléculaires

Cette catégorie de récepteur est formée par polymérisation autour d’uéeutecservant de ga-
barit, qui est ensuite retirée [41]. Ce sont par essence d’'excellécdpteurs pour les composés
proches de ceux sur lesquels ils ont été moulés. Leur application est eaiéncerne des analytes
tels que des pesticides, des ligands biotinylés (marqué a la biotine), des nugiomes, des sté-
rols, des polyméres et des anticorps [42]. Cependant, des problesmdailé part aux procédés de
synthése des polymeéres a empreintes moléculaires (élimination du gabaat)tet ghart a I'efficacité
de I'interaction récepteur-ligands (cinétique, sélectivité et affinité) limitedéieeloppement de cette
technologie innovante [6].

Les aptameres

Les aptaméres sont des oligonucléotides sélectionnés a partir d'unesh@égtoire de séquences
selon leur aptitude a reconnaitre une cible. Des aptaméres présentafiinités et spécificités com-
parables a celles des anticorps pour des molécules variées (acides amibéstiques, motifs ARN
ou ADN, protéines) ont été obtenus [43]. Durant les dix derniereges)’application la plus étu-
diée en biodétection est celle d’un aptameére antithrombine [44]. Derniéte@ani et ses colleégues
[45] ont réussi a détecter la thrombine (protéine de la coagulation sa&)guiles concentrations sub-
nanomolaires dans des milieux complexes. Actuellement, grace a leur stabilité etdénération
facile, les aptameres sont en concurrence avec les anticorps porgrdasiodétection dans les bio-
capteurs.

Les acides nucléiques peptidiques (PNAS)

L'acide nucléique peptidique est un oligo-amide artificiel composé d’upétitéon d’'unités N-
(2-aminoethyl)-glycine reliée chacune a une base nucléique par unali@éthylene carbonyle. Il
se fixe sur I'acide nucléigue (ADN et ARN) de séquence complémentaimeaftt un complexe de
stabilité trés élevée [46]. Ce type de biorécepteur a un intérét grandésasla conception de bio-
capteurs génomiques [47]. En 2003, Hahm et Lieber [48] ont réudsitecter des séquences du
gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane receptor gene) de la mucosiscidles concentrations
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femtomolaire & 10 M).

Ligands de bas poids moléculaires

Concus a partir de la structure cristallographique de leurs cibles, ceddigam été développés
essentiellement pour améliorer les techniques chromatographiques datisépdes protéines. Au-
jourd’hui ces molécules organiques de bas poids moléculaire constituenbuvelle alternative aux
biorécepteurs naturels dans la conception des biocapteurs. Enefatalécules symétriques telles
que le ligand triazinique spécifique a I'insuline recombinant M13 ont été obteat utilisées pour
des applications de biodétection [49, 50].

1.3 Les transducteurs (technologies de biodétection)

Le transducteur est le composant d’'un biocapteur qui détecte lesarhants physiques se pro-
duisant dans I'élément de reconnaissance moléculaire (bioréceptasonda) suite a la liaison de
I'analyte et les convertit en un signal de sortie qui peut étre amplifiéhaffit sauvegardé. Pour cela
un des parametres physiques du transducteur doit étre sensible stérdat a I'interaction phy-
sique analyte/biorécepteur ou a la présence du produit de l'interaction.

Il n'existe pas de classification officielle des transducteurs. lls sorérgéement désignés selon la na-
ture du phénomene physique ou physico-chimigue qu'ils exploitent pousaliatification des intérac-
tions analytes/biorécepteurs. On peut alors distinguer les transduékectrechimiques, mécaniques
et optiques. Dans cette section nous nous intéressons particulierememdthwdes électrochimiques
de transductions qui représentent le point de départ historique degphgars ainsi qu'aux méthodes
optiques qui constituent une direction prometteuse dans la conceptiorpdsitis analytiques plus
performants.

1.3.1 Transducteurs électrochimiques

Les transducteurs électrochimiques sont ceux les plus utilisés et les ptits gér la littérature.
En effet I'histoire des biocapteurs a commencé il y a une quarantaineégarpar l'introduction du
capteur enzymatique de glucose a transduction ampérométrique [3]. Lamgtéie et la potentio-
métrie constituent les principales techniques électrochimiques de transduction
L'ampérométrie repose sur la mesure d’'un courant résultant de I'tieydeu de la réduction d’'une
espece électroactive au niveau d'une électrode de travail soumis@dtantiel constant. Plusieurs
types de matériaux ont été exploités pour la fabrication de I'électrode,cir sles métaux nobles,
du graphite, des semiconducteurs, des polymeéres conducteurs étp@mrdu papier et des sels
conducteurs [6]. La quantité de charge (en coulombs) passant entteug électrodes, de travail et
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de référence, est reliée a la quantité oxydée ou réduite de I'espetr@adtive au niveau de I'élec-
trode de travail par la relation de Faraday (équation 1.3) :

Q

"R

(1.3)

Avec n : le nombre de moles de la substance transformée, Q; la quantitérde ttaasférée
en Coulombs, z : le nombre d’électrons transférés pendant la réactmpdd-réduction et F : la
constante de Faraday (96487 C.mil
La potentiométrie, technique électrochimique mesurant la différence duigbédectrique entre deux
électrodes a courant nul, est utilisée par les électrodes sélectives $&h; ion selective electrodes)
tels que les électrodes de pH classiques. Ces électrodes, une foiereend’'enzymes, peuvent deve-
nir transductrices dans un biocapteur potentiométrique. Par exemple captgor pour le dosage de
I'azote uréique sanguin a été développé en utilisant une électrode stiiciive ammonium (NHH)

a membrane PVC (chlorure de vinyle) recouverte d’'uréase et la noaa&etitant qu’ionophore [51].
Ultérieurement, les électrodes sélectives d’ions ont été miniaturiséesagracechnologies de mi-
crofabrication. Ainsi, ont été fabriqués les transistors a effet de claamgibles aux ions (ISFET;
ion selective field effect transistor) [52]. La structure générale ddramsistors est constituée d’'une
couche d’oxyde thermique (Sipdéposée sur un semi-conducteur (silicium) dopé (n ou p). La po-
larisation de ce semi-conducteur par rapport a I'électrode de ré&msicassurée par la solution
conductrice dans laquelle le capteur est plongé (figure 1.3).

Les grilles de ces transistors ont été par la suite recouvertes d’enzigNEET) ou d’'anticorps

S — source Ugs D — drain

U G — gate

Reference b('-“rﬂlllf_.*,
/

Passivation

( |
. . . | . . P -
Metallisation 510, | | Dielectric: e.g. SigN,, Al,O4, TayO5 ...
or ion selective organic membrane

Figure 1.3 — Représentation schématique d’un transistor a effet de cleasiple aux ions [52].

(ImmunoFET) pour des applications de biodétection [53]. L'électrodentiot@étrique a alors été
proposée pour étre utilisée comme une sonde de détection directe degionistaiomoléculaires par
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le suivi de la variation de la densité de charge de surface entrainée fpamkdtion des complexes
ligand-substrat. Cependant, en pratique, ce concept s’est avéiededi appliquer. Les difficultés
semblent étres dues essentiellement & la résistance de charge interfeeisdeta I'effet de matrice.
De ce fait, les travaux de recherche sur les bioFETs se sont focalisies snéthodes de fabrication
des transistors, les mécanismes de transduction, la stabilité des membranefoectonnalisation
ainsi que sur I'aspect biologique et en particulier la biocompatibilité, le potasmpon et la durée de
vie des enzymes.

1.3.2 Transducteurs optiques

Durant les dix derniéres années, un grand intérét a été accordéchmigiees optiques dans le
suivi des phénomenes biochimiques exploités dans la biodétection. Péusietaurs pouvant expli-
quer la place qu'occupe la transduction optique dans la recherchdigna)ya savoir un succes his-
torique de I'exploitation des phénoménes optiques dans le fonctionnengeappareils d’analyses
chimiques et biochimiques mis sur le marché ainsi que des avantages primataiesda conception
des biocapteurs tels qu’'un emploi non destructif, une aptitude a l'utilisationiéu aqueux, une
capacité d'effectuer des mesures cinétiques et de donner des résutté@diats et de hautes sensibi-
lités.

De nos jours, les technigues optiques nous offrent une large gammeashegbaes mesurables pour
la biodétection. Comme présenté dans le tableau ci-dessous (tableau As)a géupart des cas,
chacune de ces techniques permet I'exploitation concomitante de plusieansgires de mesures.

| Technique | Parameétre mesuré \
Ellipsométrie et polarimétrie Etat de polarisation
Spectroscopie d’absorption| Intensité, spectre et dépendance de la polarisation
Diffusion élastique Intensité, angle, longueur d’'onde et dépendance de la polarisation
SPR* Intensité, phase, position du pic et polarisation
Luminescence Intensité, longueur d’'onde, état de polarisation et durée de vie
Diffusion Raman Intensité, position du pic et état de polarisation
Guide d’onde résonant Intensité et fréquence de résonance
Onde évanescente Profil du mode et son intensité
Interférence Intensité et phase

*SPR : Résonance Plasmonique de Surface

Tableau 1.4 — Techniques optiques et paramétres mesurables en biodétectio

Dans le cadre de développement d'un biocapteur optique, le choix deces techniques dé-
pend de plusieurs parametres dont le plus important est sans doute |e tyyzétiau a utiliser pour
la transduction. Ainsi I'avantage de pouvoir élaborer le silicium porewc ane porosité (et donc
un indice de réfraction) modulée nous a orienté vers le choix d’une desigees de transduction
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optique basée sur la variation d’'indice de réfraction. Trois catégorighéeoménes optiques sont
exploitées par ces techniques : l'interférométrie, la réflexion totale intdrtzerésonance plasmo-

nigue de surface. Nous nous sommes plus particulierement intéressésrééfométrie qui semble

permettre une biodétection plus sensible avec les matériaux poreux. Nmemfuns donc dans la
partie suivante les principales méthodes interférométriques utilisées poodéddztion.

a. Interférométre de Mach-Zehnder

L'interférométre de Mach-Zehnder est une technique optique illustrédia ¢ dix-neuviéme
siécle et qui permet dans un premier temps la création de deux ondes luesimehgrentes a partir
d’'une méme source de lumiére et dans un second temps la recombinaissroddegdans I'objectif
de générer un phénomeéne d’interférence.

Dans les applications de biodétection, le dispositif fondamental d’'un intenfére de Mach-Zehnder
est un guide d’onde par réflexion interne totale. La réflexion interne tesalen phénoméne optique
permettant le confinement de la lumiére dans un milieu (coeur du guide) d’iddic&raction supé-
rieur aux indices des matériaux adjacents. Malgré cet effet de confiiaune partie de I'onde guidée
se propage dans le milieu avoisinnant le coeur. Cette partie de 'onde censtitilamp évanescent.
Celui-ci est trés sensible aux variations d’indice de réfraction du milieurextpar exemple le super-
strat, d’ou son exploitation pour détecter la présence de molécules argamitindice supérieur a 1,4
dans ce milieu. Le guide d’onde d’'un interférométre Mach-Zehndeeptésieux bras situés entre
I'entrée et la sortie du guide [54]. Ainsi, ces deux bras forment a ledréraités deux jonctions Y
appelées aussi "coupleurs 3 dB"

Un des deux bras est sélectionné pour accueillir la fenétre de détedodijrgeraction moléculaire
biorécepteur/analyte, et constitue le "bras de détection". Le deuxiémedmatitue alors le "bras de
référence” (figure 1.4).

Ainsi, la présence d’analyte au niveau de la fenétre de détection enteaigmentation de I'in-
dice de réfraction du milieu superstrat et donc un déphadagentre les modes d’ondes guidés se
propageant dans chacun des bras. Ce déphasage est obsesg#tie ldu guide sous forme d’une
variation d’intensité lumineuse pouvant étre exprimée par I'équation 1.4584,

= = %(1 + cosAg) (1.4)

Avec :
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Bras de référence

Analytes Biorécepteur
i < S & P

L substrat

Figure 1.4 — Principe de I'utilisation de l'interférométre Mach-Zehnder f@biodétection.

_ 2L7wAn

A¢ 3

(1.5)

Ou I est l'intensité de la lumiére a I'entrée de I'interférometrd €@ sa sortie est la longueur
de la fenétre de détectioAn est la variation d’'indice de réfraction effectif entrainée par 'interaction
biorécepteur/analyte atest la longueur d’'onde du champ lumineux.

La reproductibilité des résultats de biodétection par l'interférométre Matimder exige I'emploi de
guides d’'onde monomodes [54]. L'élaboration d'une telle structure optigicessite des technolo-
gies de photolithographie et de dépét de couches minces. Les matériadsytdis la réalisation de
ces structures sont généralement a base de silicium (Si, Si,4) [54, 55, 56, 57]. Des matériaux
polymeéres tels que la résine photosensible SU-8 et le polyméthacrylate déafBtivA) ont aussi
été utilisés [58].

b. Interférométre de Young

Cette technique optique utilise les interférences de Young. Habituellememexé&rences dési-
gnent en physique une expérience qui consiste a faire interfénefaisoeaux de lumiére monochro-
matique issus d’'une méme source, en les faisant passer par deux petif¢roos de Young) percés
dans un plan opaque. Sur un écran disposé en face de ces fendbseove un motif de diffraction
qui est une zone ou s’alternent des franges sombres et brillantdisgdasition de ces franges dépend
du déphasage acquis par les deux ondes. Comme pour l'interféroméftactieZehnder, I'applica-
tion de l'interférométre de Young a la biodétection nécessite I'utilisation d'ishegdionde. Ce guide
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présente lui aussi un coupleur 3 dB (jonction Y), cependant les lerasedure et de référence ne se
rejoignent pas et chacun d’entre eux présente une sortie indépertfigure 1.5).

Analyte

|

pp s

Receptor——

Figure 1.5 — Principe de l'utilisation de I'interférometre de Young pour la hiextéon [59].

Ainsi la lumiére couplée a I'entrée du guide est divisée au niveau de légant en deux fais-
ceaux paralléles confinés dans les deux bras de l'interférométre. éhopigne d’interférence est
alors produit suite au chevauchement des parties divergentes defigeeaux sortants. Il en résulte
un motif d’'interférence qui sera enregistré par une caméra CCD plasée éertaine distance de la
structure guidante. La présence d’analyte dans la fenétre de détettiaime un déphasage entre les
ondes des bras de mesure et de référence. Le motif d'interféreémenpe un décalage d’amplitude
proportionnelle a la variation de I'indice effectif du mode guidé dans le beattection [59].

Les travaux les plus avancés dans la conception et I'application de cdtteqee interférométrique
pour la biodétection sont ceux d’Aurel Ymeti et son équipe [60]. Cesatieurs sont parvenus a
démontrer I'aptitude d'un biocapteur immunologique, développé sur un éntenetre de Young a
quatre branches, a détecter trois substances différentes en méme t&hps [6

c. Interféromeétre de Hartman

Congu par N. F. Hartman en 1997 [61], ce type d’interférométre estito@ d'une couche gui-
dante en nitrure de silicium ($9N,) de 140um d’'épaisseur déposée par PECVD (Plasma-enhanced
chemical vapor deposition) sur un substrat de verre BK-7. La codel@ N, est recouverte par une
premiére couche de silice (Sippde faible épaisseur (40 nm). Une deuxieme couche dg Bias
épaisse (500 nm) est déposée sur toute la surface de la premiére pti@xce deux zones rectangu-
laires identiques séparées d’'une distance égale a 1 mm. Ces zones aurisstienétres de mesure
et de référence et ont chacune 15 mm de longueur et 1 mm de largeue (fi.6).

Une lumiére monochromatique générée par une diode laser est injectdéndariérométre par
l'intermédiaire de réseaux (gratings). Un objectif est utilisé pour focaléserayons lumineux a la
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(A) TOP VIEW (C) TEST SYSTEM
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Figure 1.6 — Interférométre de Hartman : (A) Vue de dessus, (B) coapsversale et (C) schéma de
I'ensemble de systéme de détection [62].

sortie des deux guides (de mesure et de référence) et les intedfgrdes signaux sont transmises
par le moyen d'un photodétecteur (figure 1.6(C)). Cette technigue a par8ibineider et ces col-
laborateurs [62, 63] de développer des applications de biodétections togigues de I’hormone
chorionique gonadotrope (hCG), des influenzavirus A et des bax@&aienonella typhimurium.

Bien que les trois techniques optiques décrites ci-dessus (Mach-Zekodeg et Hartman) sont de
conceptions différentes, les principes de leurs applications en biodétsciib similaires. En effet,
avec les trois méthodes, la biodétection consiste a mesurer le déphasagbitjuse onde lumineuse
se propageant dans un guide d’onde suite a I'interaction de son champséent avec la matiére
organique capturée par des biorécepteurs préalablement immobilisésau deé la fenétre de détec-
tion. Ainsi les trois méthodes ont des performances similaires et préspraiquement les mémes
contraintes de conception. En particulier, toutes ces techniques néuassadongueur de fenétre de
détection assez importante. En conséquence, la taille de ces structufésantétriques est souvent
de I'ordre de quelques centimétres [64].

d. Interférométrie par rétrodiffusion

Le principe de cette technique optique est de mettre en interaction une ondeusmugohérente
et monochromatique avec une microstructure (un canal microfluidiquexparpde) contenant les
interactions moléculaires a détecter afin de sonder les variations instantn&edice de réfraction
du matériau de la structure ou de la solution qu’elle contient (figure 1.7). @étteode a été appliquée
pour étudier des interactions biomoléculaires en solution ou en surface6g5L utilisation de
l'interférométrie par rétrodiffusion sur des tubes capillaires en silicedferadpermis de détecter des
interactions moléculaires relatives a des variations d’indice de I'ordr@de [67].

En plus de cette sensibilité remarquable, I'interférométrie par rétrodiffysi@sente I'avantage
d’utiliser des échantillons de volumes trés réduits (nanolitres).
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Figure 1.7 — Exemple d’application de l'interférométrie par rétrodiffusiour @ détection d'interac-
tions moléculaires [65].

e. Interférométre de Fabry-Pérot

L'interféromeétre de Fabry-Pérot est constitué de deux miroirs plareti¢iement réfléchissants,
maintenus paralléles et séparés par une distance L. Entre ces deux esirpiecé un milieu d’indice
de réfraction n tandis qu’'a 1'extérieur des miroirs, 1'indice est supggsl & 1. Lorsqu’une onde
électromagnétique est envoyée sur un Fabry-Pérot, elle subit desai$lenultiples entre les deux
miroirs. Les ondes peuvent interférer constructivement ou desteaogint suivant leurs déphasages
relatifs, déphasages qui dépendent du rapport du chemin optiquabdyrFérot a la longueur d'onde
de la lumiere envoyée. Pour des applications de biodétection, les principalesires exploitées
avec cette technique interférométrique, sont les fibres optiques et lestnanures en silicium po-
reux. L'intégration d’'un Fabry-Pérot dans une fibre optique petdise de plusieurs facons. Certains
dispositifs biocapteurs ont été élaborés par I'insertion d’une piécerdecfibuse entre deux morceaux
de fibre optique ou entre deux réseaux de Bragg fibrés (figure 16t (B)) [68, 69]. Avec ces confi-
gurations, la réflectance de la lumiére est sensible a la variation d’'indic&frdetion a I'extrémité
de la fibre. Avec d’autres configurations, une piece de fibre optiquigge a été insérée entre deux
réseaux de Bragg fibrés [70] et c’est la section de la fibre de faibieédia qui est sensible a la
variation d’indice de réfraction (figure 1.8(C)).

La deuxieme application biocapteur de 'interférométre de Fabry-Pététabéenue sur des struc-
tures multicouches en silicium poreux [71]. Ces structures sont couranapgelées "microcavités”.
En effet le silicium poreux élaboré par anodisation électrochimique est térimaa indice de ré-
fraction modulable. Il est donc possible de réaliser dans un substsilidem plusieurs couches
poreuses superposées d'épaisseurs nanométriques et d'indicgfsaddon variables d’'une couche
a l'autre pour obtenir une structure multicouche verticale. Une microcavitéoastituée de deux
miroirs de Bragg en vis a vis, séparés par une couche active d'&uaisst d'indice n.. Avec le sili-
cium poreux, un miroir est obtenu par I'empilement périodique d’'un motif titoiéspar I'alternance
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Figure 1.8 — Exemples de structures fibrées exploitants I'interférométriatutg-Pérot pour la bio-
détection [69, 70].

de deux couches d’'indices optiques &t ) et d’épaisseurs (eet &) différentes et répétés N fois.
L'interférence des ondes lumineuses réfléchies par les interfacameéfes couches poreuses d’'une
microcavité illuminée par la surface permet d’'obtenir un spectre de réftectanactéristique de cette
structure. Ce spectre est constitué de deux bandes spectrales clévitéleélevées séparées par un
pic de résonance situé a une longueur d’onde spécifique (figuretlappelé "pic de Fabry Pérot"
(mode de résonance). L'incorporation de molécules organiques dtasstructure poreuse entraine
des modifications des valeurs des indices des couches internes etrddéplacement du mode de
Fabry Pérot sur le spectre de réflectance [71].

a. N b.
Couche 1 5iP m

100 =

P | 1% miroir

Réflectance, %

D | 2%m miroir

J 00 00 1000 1100 1200

Substrat Si ng Longueur d'onde, nm

Figure 1.9 — a. Représentation schématique d’'une coupe transvensalédtantillon de silicium
poreux structuré en microcavité. b. Spectre théorique de la réflectanfmme&ion de la longueur
d’onde simulé pour une microcavité centrée a 1000 nj=(h,22, 3 = 1,44 et N = 15).

Le Fabry-Pérot est pratiguement la seule technique interférométriduee eyploité le silicium

25



Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

poreux pour la biodétection. Il semble bien que cette technique optique guitdeadaptée pour
la conception de dispositifs biocapteurs a base de silicium poreux. Bnleffensibilité de la dé-
tection des protéines sur des microcavités en silicium poreux est proocteleebtenue avec un
interférométre de Mach-Zehnder a base d’'un guide en oxynitrure diusilitableau 1.5). En plus,
et contrairement aux autres configurations (Mach-Zehnder, Youdgréman), I'obtention d’'une mi-
crocavité en silicium poreux ne nécessite pas d'étapes technologiquelésentaires (comme la
photolithographie pour réaliser des guides d’onde) souvent difficilepréduire.

| Technique interférométrique | Limite de détection | référence |
Mach-Zehnder 20 pg mnt? [72]
Hartman 5ngmL! [63]
Rétrodiffusion 0,1 ng mL! [73]
Fabry-Pérot Fibre optique 25:g mL~! [68]
Silicium poreux 50 pg mm? [71]

Tableau 1.5 — Sensibilités des techniques interférométriques pour la dégsiprotéines.

1.4 Technigues d'immobilisation des biorécepteurs

La liaison des éléments de reconnaissance (biorécepteurs) au ttensdest un facteur dé-
terminant dans la conception d’un biocapteur. En effet, la qualité de setrdage biorécepteur-
transducteur s'avere essentielle pour le bon fonctionnement du biaca@tsavoir des utilisations
faciles (ne demandant pas trop de manipulations), multiples (réutilisabl&ngéss (longue durée
de vie) et un faible colt économique [6]. Plusieurs procédés d'immobilisdtcbiomolécules sur
des supports solides ont été développés depuis les années soixastegdanismes employés par
ces procédés sont résumés dans le schéma de la figure 1.10.

lls sont soient de nature physique impliquant des phénoménes de mdgé@gtion physique) tels

gue l'inclusion dans une matrice ou le confinement membranaire, soientiole ohimique par liaison
au support ou réticulation. Les procédés les plus utilisés dans le domaibeédapteurs sont I'élec-
tropolymérisation, la photopolymeérisation et I'immobilisation par chimie douce. [déusvons ces
trois procédés ci-dessous.

1.4.1 L'électropolymérisation

L'électropolymérisation est un procédé électrochimique de fabricationrded& polymere sur
un substrat qui constitue I'électrode de travail, a partir d'une solutionrélgte contenant le mono-
mére [76]. Lincorporation d’éléments biologiques dans I'électrolyte péetews fixation a la surface
de I'électrode.

Cette technique d’immobilisation a connu des avancées importantes cesaleanpées et a suscité
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Figure 1.10 — Principales méthodes d’'immobilisation des biorécépteurs [[74, 75

une attention considérable pour le développement des biocapteursylgadioent a transduction
électrochimique. En effet, en faisant varier la nature du monomére, plsisipproches ont été mises
en place. Ainsi, des films de polyméres électrogénérés de trés bonaduegilité ont pu étre éla-
borés [77]. La robustesse de la biodétection a aussi pu étre améliaréepiirt par I'efficacité de la
rétention physique des biorécepteurs au sein de ces films et d’autpapéétablissement dans cer-
tains procédés de liaison covalente entre les monomeres et les élémentdaissance biologique.

1.4.2 La photopolymérisation

Ce procédé consiste en une polymérisation ultra-rapide d’'une résissa@aant intervenant sé-
lectivement dans les zones éclairées. Cette résine est dite "photordéiCulEle est constituée de
monomeres ou oligomeres possédant plusieurs fonctions polymérisablgisoiamorceurs qui li-
bérent des espéces actives lors de I'exposition a la lumiére (radicaes bbracides protoniques)
ainsi que de biomolécules a immobiliser.

La photopolymérisation peut étre conduite par I'une des deux appreahesites : le photocouplage
direct et la photo-déprotection. Lors du photocouplage direct, I'aativapar des photons de certains
groupements fonctionnels transforme les monomeres qui les contienriatdéremédiaires hautement
réactifs. Les groupements les plus utilisés dans la photoimmobilisation desdptaés sont les
phényle-azides, les phényle-diazirines et les benzophénonedaRihato-déprotection, les photons
entrainent le détachement d’un groupement protecteur appelé "gnenpphotolabile” et donc I'ap-
parition de la fonction réactive du monomere. Cette approche est largatitisge dans la fabrication
des puces a peptide [78].

L'électropolymérisation et la photopolymérisation sont des procédés d'itisadlon adaptés le plus
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souvent pour la fixation des biorécepteurs sur des surfaces plaréggikéres. Cependant, des pro-
cédés d’'immobilisation issus de la chimie douce semblent avoir un spectrdickdipp plus large
et permettent la biofonctionnalisation de surfaces nanoconfinées etigulieres comme celle du
silicium poreux. Ainsi, nous développons dans la partie suivante lesetliffés possibilités chimiques
offertes par ces procédés pour la fixation des biorécepteurs ssudases inorganiques.

1.4.3 Lachimie douce

La chimie douce est un concept qui s'inspire du vivant et a pour tbijgcréation de liaisons in-
termoléculaires fortes dans des conditions ambiantes. Contrairemenbaéx@s de polymérisation,
la chimie douce permet de synthétiser des hybrides organo-minérauagamsapport énergétique.
Ainsi, la chimie douce nous permet d'immobiliser des molécules aussi fragiledeguEnzymes, des
anticorps et méme des cellules vivantes au sein de matrices inorganiqedfetFces éléments biolo-
giques disposent souvent de plusieurs groupements fonctionneifsrtsde que des amines primaires
(-NH>) et des fonctions acides carboxyliques (-COOH) ainsi que des sitégatien par affinité.
Cependant, les surfaces inorganiques ne présentent naturelleroené agactivité vis a vis de ces
éléments. Pour cela, I'immobilisation par chimie douce des biorécepteurs ddeesdiun transduc-
teur passe obligatoirement par une étape d’activation de cette suréscdelx principaux procédés
d’activation de surface sont la formation de monocouches auto-asEn(8lAM : self-assembled
monolayers) de certains composés soufrés sur des surfaces métatitpussanisation des surfaces
de verre ou de silice [79].

Ainsi, dans cette section nous présentons quelques caractéristiques picédés d’activation de
surface puis les différentes méthodes d’assemblage des bioréceéptesrsurfaces.

a. Monocouches auto-assemblées (SAM)

L'auto-assemblage moléculaire est le phénomene par lequel des molémuent par elles-
mémes des structures avec un haut degré d’organisation sans intenwexigone. Ce phénomene
se produit spontanément dans la nature, par exemple dans les cellulenemimane est faite d’une
double couche lipidique auto-assemblée. Par voies artificielles, des staiatito-assemblées ont pu
étre élaborées pour des applications diverses telles que le ciblagesihitégap, la protection des sur-
faces contre la corrosion et la fonctionnalisation de matériaux inorgamifif.

En biodétection, le phénoméne d'auto-assemblage est essentiellement atilidé ponception de
dispositifs & transduction électrochimique. Son application repose surrideyedfinité des atomes
de soufre contenus dans des thiols (R-SH), des thioéthers (R-SeR} elisulfures (R-S-S-R) aux
surfaces métalliques (or, platine, argent ou cuivre). Grace a spsdgigs cristallographiques et sa
stabilité, I'or est le matériau le plus utilisé avec ce procédé d’activation fecsute procédé consiste
généralement a 'immersion de la surface a activer dans une solution desésmgoufrés a tempé-
rature ambiante. Le processus de formation de la monocouche molécuiaireesainétique a deux
phases. Une premiére phase d'initiation, pendant laguelle les molécufelsesomigrent vers la sur-
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face métallique sous l'influence des interactions attractives généréedemnaitomes de soufre et de
métal. Ce phénoméne, souvent appelé chimisorption, est spontané eerpudwquelgues minutes.
Dans le cas de l'or, chaque atome de soufre s’adsorbe sur un siti#Ede trois atomes de meé-
tal. La deuxiéme phase du processus correspond a I'organisation tfsulas adsorbées les unes
par rapport aux autres et vis a vis de la surface métallique. Le déroulelmeette phase est lent.
Il est gouverné principalement par les interactions entre les chaindesatigs molécules adsorbées
(interactions essentiellement de types Van Der Walls et électrostatiquesjinAdia cette phase, un
film mince de matiére organique est obtenu couvrant la surface métalliquiersité et I'organi-
sation de cette couche de matiere organique dépendent de plusiemngfpesaels que I'état initial
de la surface a traiter, de la concentration en agent actif (thiol, thioéthdisolfure) de la solution
appliquée, du choix du solvant ainsi que du temps de réaction. Malgrédesité des travaux sur
ce procédé d’'activation de surface, il n’existe toujours pas de igtatandard pour I'obtention de
monocouches auto-assemblées.

Toutefois, il est recommandé pour les applications de biodétection d'élattes monocouches auto-
assemblées mixtes en utilisant deux composés soufrés a chaines alkylegusuts différentes.
Cette approche permet de baisser le niveau d’encombrement stériqrieegroupements fonction-
nels permettant une orientation correcte de la couche auto-assemblée@&ictivité plus importante
de la surface modifiée. Dans ce cas, le composé soufré a chaine allgde ljpaut étre initialement
greffé au biorécepteur et la formation de monocouche autoassemblée arixtetpl'immobiliser di-
rectement la sonde a la surface du transducteur (surface métalliqaejataux de T. H. Herne et M.
J. Tarlov [81]illustrent bien I'avantage d’une telle procédure pour immahilies fragments d’ADN
simple brin sur une surface d’or (Figure 1.11).
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Figure 1.11 — Schémas des surfaces apres auto-assemblage de robaguoe (a) et mixte (b) pour
limmobilisation de fragments d’ADN simple brin [79].

b. Silanisation

La silanisation est le deuxiéme procédé applicable par chimie douce aftivelades surfaces
initialement inorganiques. Ce procédé a pour objectif de greffer dashesumoléculaires de silanes
a des surfaces de verre ou de silice hydroxylées. En effet, en sdlesiomalkoxysilanes ((RQ)Si-
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R’-Y) ainsi que les trichlorosilanes ((GPSi-R’-Y) réagissent avec les groupements hydroxyls (-OH)
des silanols de surface selon les réactions illustrées sur la figure 1.12.

X=ROouCl OH
HO-SI7 ™"y \
)|< H.O N ,'I OH Q
—OH+ XS~y ——  |—OH R P
[ -HX -H,0 ‘
X o]
Hydrolyse Physisorption Condensation /

Figure 1.12 — Réactions mises en jeu lors de la silanisation [79].

La premiére réaction mise en jeu lors de la silanisation est I'hydrolyse desutedéde trial-
koxysilane entrainant la formation de silanetriols ((5K3)-R’-Y). Par phénoméne de physisorption,
ces derniers adhérent a la surface traitée via des liaisons hydragémées entre les groupements
hydroxyles. Enfin, des réactions de condensation se produiseatramit d'une part la création de
liaisons covalentes entre les silanes et la surface [79, 82] et d’autie palymérisation des silanes.
Les trialkoxysilanes représentés dans la figure 1.13 sont les ageritanigation les plus employés
pour I'activation des surfaces de silice.

0
- RQ MeO ﬁ MeQ
a) R=Et - ) _
b; R=Me HO_S'_/—\NHz c) MeofSiJ/_\o d) MeO*/SIJ_\SH
Rd Med MeO

a 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) b 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS)
¢ 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GOPS) d 3-mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS)

Figure 1.13 — Agents de silanisation majeurs dans I'immobilisation des bioréce#d].

Ces alkoxysilanes permettent de greffer de courtes chaines hyltvooges (propyl) portant a
leurs terminaisons les groupements fonctionnels amines (figure 1.13aeebly, (figure 1.13c) ou
thiol (figure 1.13d). L'organisation homogéne en monocouche est [ffisle a atteindre avec ces
courtes chaines moléculaires qu’avec les longues chaines des alkyitrsilaloes. A cette difficulté,
s’ajoute le probléme d’adsorption des groupements fonctionnels (slesarnines des APTES et des
APTMS) a la surface hydroxylée ainsi que la possibilité de formation doagérats de polysilanes
par réaction entre les alkoxysilanes au dépend de leurs fixations siteddsydroxyles libres. Malgré
ces inconvénients, et pour des raisons de disponibilité (préts a 'empéspribmie (bas codlt) et de
préparation (manipulation facile), les alkoxysilanes de courtes chaimkesdaybonnées sont large-
ment utilisés dans la recherche et I'industrie. En effet, dans des corsditiénises de concentration
d’agent de silanisation, de type de solvant et de temps de réaction,dlssdible d’obtenir des couches
moléculaires assez homogeénes de silanes a la surface des matériauxdraigsglkoxysilanes. M.
Hu et ses collaborateurs [83] ont étudié I'effet de la concentration delldgion de silanisation en
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MPTS sur ’lhomogénéité de la couche de silane formée a la surface de siliée tils ont pu éta-
blir qu’il était impossible d’'obtenir des monocouches organisées a deewewations au dessus de
5.10°3 M. Sur la figure 1.14, sont présentés les schémas des surfacesesbéelafin des procédés
de silanisation au MPTS (3-mercaptopropyltrimethoxysilane) a des coatiensr de 5.10° M (Fig
1.14a), 2.102 M (Fig 1.14b) et 4.10% M (Fig 1.14c) montrant I'évolution du niveau d’irrégularité
de la couche de silane en fonction de la quantité d’alkoxysilane utilisée.

e
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Figure 1.14 — Schémas des couches de silane formées a la surfacealiohe de silice correspondant
a des concentrations de MPTS de 510/ (a), 2.102 M (b) et 4.102 M (c) [83].

La maitrise d’'autres paramétres tels que la propreté de la surface a si&nsajue son taux
de recouvrement en groupement silanols (état de préactivation)savarformation de films mono-
moléculaires denses de silanes. Ainsi, un pré-traitement des surfacesea atilisant des solutions
de nettoyage basiques et/ou acides est généralement préconisé étequet te silanisation [84].
L'addition d’'un agent de silanisation pegylé (fonctionnalisé avec du PiB/gthyléne glycol) aux
alkoxysilanes classiques (Fig 1.13) ainsi que certaines méthodes de Bedig de procédé ont été
proposées afin de réduire les phénomenes d’interaction intermoléceliaditesc améliorer la qualité
du film de silane greffé [85]. Comme pour les monocouches auto-assenu@édhiols, et malgré
les connaissances acquises sur I'activation des surfaces par sitemitalittérature scientifique ne
propose toujours pas de protocole standard de ce procédé de chiroég dou
Au niveau des applications, la silanisation représente le procédé le plo#t&xians I'immobilisation
des biorécepteurs a la surface des structures optiques de transdtiotéffet, ces structures integrent
souvent le verre et la silice, matériaux prédestinés a la silanisation [79].
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c. Immobilisation des éléments de reconnaissance moléculaires auxfages activées

La chimie propose une liste assez large de méthodes de couplage des hitesa@éx surfaces
activées [86]. Ces méthodes peuvent étre répertoriées en troisscdatse le type de liaison que I'on
souhaite créer entre les biorécepteurs et les surfaces fonctionsalsgéiocapteurs. On peut alors
distinguer, (i) I'immobilisation par liaison covalente entrainant un greffagmarent de la sonde a la
surface activée, (i) la fixation par affinité et formation de complexes deligpand-substrat entre les
biorécepteurs et des sites spécifiques couvrant la surface adtii@el’anmobilisation par liaisons
ioniques générées grace aux phénomenes d’interactions statiquedesngr®upements chargés des
molécules biologiques et de la surface activée.

* Immobilisation par des liaisons covalentes

Généralement, les biomolécules disposent a leurs surfaces de grotpémnetionnels réactifs
leur permettant de se greffer par liaisons covalentes sur certaing®fenchimiques activant la
surface du transducteur. Ce greffage est immédiat lorsque les deexgiees de la réaction pré-
sentent deux fonctions directement réactives I'une envers l'autre ¢zamet aldéhyde, chlorométhyl
ou époxy et époxy avec hydroxyle ou thiol). Dans le cas contraire{{fms non réactives entre elles
(carboxyl-amine ou amine-amine)), la méthode d’assemblage fait intenesmagents de conjugai-
sons moléculaires dans des réactions supplémentaires. Ces agents agssetiellement de deux
fagons. La premiere consiste a faire évoluer la surface activée n@tautransitoire plus réactif pour
pouvoir fixer les biomolécules par la suite. C'est ainsi qu'agissent ®damides sur des surfaces
carboxylées afin d'immobiliser des biomolécules par leurs fonctions aminek {Fig 1.15).

Carbodiimid N o i
aroodiimide Biomolécule
R -N=C=N-R, 4 R-NH-C-HN-R,
(o]
R,
|
N
1]
C
70N
Oy ,OH o N=R; N
\\C/ \\C/ H” «
i I '
R R
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Figure 1.15 — Schémas des différentes étapes d'immobilisation des biomoléeules carbodii-
mides.

La deuxiéme facon d’'agir concerne des substances chimiques apfzjéats de couplage". Il
s’agit de molécules de "pontage" capables dans un premier temps défsedjome facon covalente
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sur la surface activée et dans un deuxiéme temps d’accueillir les biomaétudle les fixer. Un agent
de couplage est souvent bifonctionnel, c’est a dire constitué d'wadaelalkyl entre deux extrémités
réactives. Quand les groupements fonctionnels constituant ces deémitéts sont de méme nature,
I'agent de couplage est dit homobifonctionnel. Lorsque les deux farstiont différentes, I'agent est
hétérobifonctionnel. Une liste de réactifs de couplage couramment utilisdsnigueurs de chaines
correspondantes ainsi que les groupements cibles sont préserdés tddobeau 1.6.

] Agent de couplage | Fonctions couplées Longueur de chaine |
Glutaraldéhyde -NHs...NHy- 7 A[87]
1,4-phénylendiisothiocyanate  -NHs...NH,- 7A[79]
Bis-imidates -NHs...NH,- 6 A pour n=2 [88]
N-hydroxysuccinimide este -NH,...NH,- 16,1 A pour n=2 [79]
Sulfo-SMCC -SH...NH;- 8,3A
GMBS -SH...NH,- 7,3A
HSAB -CH...NH;- 57A

Tableau 1.6 — Exemples d’agents de couplage bifonctionnels.

Les agents de couplage homobifonctionnels permettent alors de lier diés enganiques dif-
férentes par les mémes sites réactifs (généralement)-NHld substance la plus utilisée de cette
catégorie est le glutaraldéhyde (Fig 1.16-a). De structure tres simple noeliteule est constituée
de deux groupements aldéhydes (-CHO) aux extrémités d’'un alkane atoimgs de carbone. Le
glutaraldéhyde se lie par ses extrémités aldéhydes aux biomolécules ansi gurfaces aminées.
D’autres exemples d’agent de couplage homobifonctionnels sontpééssur la figure 1.16. Le 1,4-
phénylendiisothiocyanate (Fig 1.16-b) est aussi une molécule qui lie leesmirelle est de taille
comparable avec celle du glutaraldéhyde mais avec une structure cydldgiexegroupements réac-
tifs isothiocyanates (-N=C=S). Les bis-imidates et les succinimide esterd.(Hec et d) sont deux
familles de molécules avec des chaines alkyls de différentes longuears afhsi la possibilité d'éta-
blir des pontages moléculaires de tailles plus importantes entre des parterngémgues aminés.

Lorsque les sites fonctionnels a relier sont différents, un deuxiéme tggerd de couplage ap-
pelé "hétérobifonctionnel” est utilisé. Le Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidy{Ndmaleimidométhyl)
cyclohéxane-1-carboxylate) (Fig 1.16-e) est un agent de couglagesant a ses extrémités un grou-
pement N-hydroxysuccinimide ester (NHS) réactif avec les amines prin{aiets) a pH 7-9 et un
groupement maléimide réactif avec les groupements sulfhydriles (-SH) 85H% Le GMBS (N-
(y-maleimidobutyryloxy)succinimide ester) (Fig 1.16-f) assure aussi le gergatre des fonctions
amines et sulfhydriles. Souvent le couplage moléculaire avec cette stdbstammence par la fixa-
tion de I'élément aminé par I'extrémité NHS et la formation d’une liaison amide a p#8,6,%Par la
suite, I'extrémité maleimide du GMBS réagit avec le groupement sulfhydrile péer une liaison
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Figure 1.16 — Exemples d'agents de couplage homobifonctionnels (a. afiétayde, b.
1,4-phénylendiisothiocyanate, c. bis-imidate et d. N-hydroxy-succinimideer), hétérobi-
fonctionnels (e. Sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) cyclohéxanexbaoxylate, f. N-{-

maleimidobutyryloxy) succinimide ester et g. acide N-hydroxysuccinimidgizidiobenzoique) et
plurifonctionnels (f. les dendrimers).

thioéther a pH 6,5-7. Le HSAB (acide N-hydroxysuccinimidyl-4-azida@wogénue) (Fig 1.16-g) est un
agent de couplage hétérobifonctionnel utilisé pour assurer le geeffag fonctions amines sur des
liaisons C-H. En effet, en plus de sa réactivité sur des amines, le HSABsdigpune fonction phé-
nylazide photoactive (activée par irradiation ultraviolette a une longueuadd comprise entre 260
et 305 nm) pour réagir avec des liaisons C-H.

A ces deux catégories classiques d’'agents de couplage bifonctiodeglétudes assez récentes ont
démontré l'intérét d'utiliser des polymeres de structure hyperbrangbigelés dendriméres comme
agents de couplage plurifonctionnels [89]. Un dendrimére est une malt&oule, constituée de
monomeres qui s'associent selon un processus arborescent dutowoeur central plurivalent. La
construction arborescente s’effectue par la répétition d'une mémersgmde réactions jusqu’a I'ob-
tention a la fin de chaque cycle réactionnel, d’'une nouvelle génératicarendmbre croissant de
branches identiques (Fig 1.16-h). Aprées quelques générations,daménre prend généralement une
forme sphérique, hautement ramifiée et plurifonctionnalisée grace amkraases fonctions termi-
nales présentes en périphérie. Lorsqu’elles sont réactives,rm@ofts permettent la création de liai-
sons covalentes entre ces polymeres et les partenaires a relier a savirface de matériau activee
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et des éléments de reconnaissance biologiques.

* Immobilisation par affinité

Le principe de cette technique d’immobilisation repose sur la formation de coesptextype
ligand-substrat entre les biorécepteurs et des sites spécifiqueaieblavsurface activée. L'avidine,
glycoprotéine naturellement présente dans le blanc d'oeuf, ou son hguedb@ctérien, la steptavi-
dine, contient quatre sites de fixation de trés haute affinité pour la biotinstésde de dissociation
Ky = 107 M). Ainsi, les complexes avidines (ou streptavidine)/biotines, permettetutdiéles
plus fortes liaisons non covalentes entre les éléments de reconnaissancelareke et les surfaces
activées du transducteur. Généralement, la petite molécule de biotine aséatalbélément biolo-
gique via un agent de couplage. C’est ainsi que des anticorps biot@@gst[des fragments d’ADN
biotinilés [91] ont été immobilisés sur des surfaces activées recouvéatadides (ou stréptavidines)

(Fig 1.17).
i
a - " biotinilées
3 3 &
8 s 2

} Streptavidines

\
|
OH OH OH OH
l | monocouche
auto-assemblée
R’ R R’ mixte R’ thicls
biotinilés / R thiols
| | | | |
s é é S S s S o

Couche d’or sur
substrat de verre

Figure 1.17 — Représentation schématique de I'immabilisation des biomolécul&dfpdté strepta-
vidine/biotine.

La biofonctionnalisation par affinité avidine (ou stréptavidine)/biotine pediadttenir des struc-
tures hybrides de stabilité assez importante. En effet, la rupture des liaisas enigeu dans les
processus de formation de complexes biotine-avidine nécessite des amditcémes de dénatura-
tion. Cependant la réversibilité de ces complexes peut étre provoqngeles conditions ambiantes
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par la présence en excés d’'un analogue structural de la biotine : ldothéstine.

* Immobilisation par des liaisons ioniques

Il est aussi possible d'immobiliser des biomolécules sur des surfacetsiomalisées par des mo-
nocouches auto-assemblées via des interactions électrostatiquelmengents fonctionnels mis en
jeu lors de ce type de fixation sont souvent les amines {)Mitles carboxyles (-COOH). Les acides
nucléiques, chargés négativement grace a leurs groupements aitesspleuvent étre adsorbés a une
surface activée par une monocouche auto-assemblée présentgniujemments amines protonés (-
NH3 ™). Des polymeéres chargés, comme la poly-L-lysine, peuvent aussiecalgs biomolécules a
des terminaisons carboxyliques des surfaces activées [92] (Fig 1.18)

Au S/\WCOOH
Swv\coo-

AN
5 COOH

Monocouche auto-assembige Poly-L-lysine Enzyme

Figure 1.18 — Immobilisation des enzymes sur une monocouche aux terminagtoxyles par
I'intermédiaire du polymeére poly-L-lysine [79].

Comparée aux deux techniques d'immobilisation précédentes (par liaiscalsres et par affi-
nité), I'immobilisation par liaisons ionigques permet d’obtenir le systéme d’assgmbdalus fragile
et donc le moins stable. En effet des petites variations de pH ou de forigaes peuvent altérer
considérablement la qualité des interactions électrostatiques entre les éléh@gts du systéme
et affecter 'intégrité de I'assemblage biorécepteur/transducteurt das indispensable de bien
contrdler tous les parameétres environnants et susceptibles d'influéifieacité de cet assemblage
avec cette méthode d'immobilisation. Au contraire, I'immobilisation par liaisons cotedepermet
un assemblage irréversible et stable. Cependant, cette méthode entnar sblocage d'une cer-
taine proportion de sites actifs des éléments de reconnaissance biologjiglees une baisse de la
sensibilité de biodétection. L'immobilisation par affinité est un moyen d'immobilisati@ntge et
stable des molécules biologiques qui permet de préserver le maximum decsite®tadonc une
meilleure sensibilité de biodétection. En revanche, cette méthode d’assemétagsite des moyens
biotechnologiques supplémentaires et donc un colt plus onéreux que bBifigation par liaisons
covalentes ou par liaisons ioniques.
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1.5 Le silicium poreux et ses applications en biocapteurs

Estimées a onze milliards de dollars en 2005 et avec une croissance de dleftluit pour cent par
an, les dépenses sanitaires mondiales en terme de biocapteurs soptied'fav succes de ces dispo-
sitifs dans le diagnostic et le suivi analytique des pathologies humaine<J88pesoins importants
en dispositifs biocapteurs ne se limitent pas aux secteurs biomédicaux, éaiglent aussi a d’autres
domaines vétérinaires, alimentaires et environnementaux. Dans |'objecébdadre a ces besoins,
la recherche sur les biocapteurs ne cesse d'investir et d'exploféredifs types de matériaux. Parmi
ces matériaux, on peut citer les semi-conducteurs comme le silicium qui eshiemgutilisé dans ces
applications. En effet, leur utilisation a débuté dans les années soixanligsrsttypes de capteurs
thermiques, barométriques, chimiques et biologiques ont été développitsssiicium [94]. C'est es-
sentiellement aprés la découverte par L.T. Canham en 1990 [95, 96hdmse photoluminescence
émise a température ambiante par le silicium poreux que de trés nombreusssasttidté consa-
crées a l'utilisation du silicium nano-structuré dans les capteurs. En plsssderopriétés optiques,
le silicium poreux est caractérisé par la facilité de son élaboration, ufexsunterne spécifique éle-
vée (jusqu’a 900 Acm—3 [97]) et une innocuité vis a vis des tissus biologiques (bio-compatibilité)
[98] lui permettant d’étre un candidat intéressant pour des applicatiorsocapteurs. Ainsi nous
décrivons dans cette section le silicium poreux, la méthode classiquedéhdntique) permettant sa
formation ainsi que les différentes applications de ce matériau dans la luboietf3].

1.5.1 Le silicium poreux

Le silicium poreux a été découvert accidentellement en 1956, par A. Ubfli} gux laboratoires
Bell (Bell Telephone Laboratories) alors que ce chercheur travaillaitesdéveloppement de tech-
nigues de polissage électrochimique du silicium dans des solutions d'aaideyfiinique (HF). Au
cours de ces expériences il a constaté qu’a une concentration demi#e le polissage de silicium
nécessitait I'application d’une densité de courant dépassant un ceetairen dessous duquel la sur-
face du matériau se couvrait d’un film coloré. Des observations similantesté reportés par D. R.
Turner en 1958 [100]. Ce n'est qu'au début des années soidantpie la structure poreuse du film
a été révélée [101, 102]. En revanche, l'intérét de la communauté sgjeatgour ce matériau n'a
été suscité que vingt ans plus tard avec la découverte par L.T. Cantar6]2le 'intense photolu-
minescence émise par le silicium poreux a température ambiante. Depuisndmgrabre d’études
a été réalisé afin de mieux comprendre les propriétés physiques du silicireonxp de I'adapter a
des applications de natures différentes. Dans ce paragraphe duiehagus décrivons brievement la
formation du silicium poreux ainsi que ces principales propriétés striesuetoptiques nécessaires
a introduire les applications de biodétection exploitant ce matériau.
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a. Formation du silicium poreux

Le silicium poreux est un matériau obtenu par anodisation électrochimiquesdhstrat de si-
licium monaocristallin. Le principe de cette technique consiste a appliquer uncBlectrique entre
une cathode en or ou platine et le substrat de silicium constituant I'anodaudamilieu électrolyte &
base d’acide fluorhydrique (HF) (figure 1.19).

-

Solution HF

A
Electrodes v

Couche poreuse |
‘Substrat de silicium

Figure 1.19 — Schéma de principe de I'anodisation électrochimique pourdi@iétn du silicium
poreux.

Dans des conditions particulieres de concentration de HF dans I'électebigieedensité de cou-
rant appliquée (rapport entre l'intensité du courant et la surfacalkirat en contact avec la solution),
ce procédé permet de graver des interstices dans le volume du subsitatidm sous-jascent la sur-
face du matériau en contact avec la solution du HF. Ces interstices sefdajjpores"” et se propagent
dans le substrat sur une profondeur proportionnelle & la durée agdtign d’anodisation.

Plusieurs schémas réactionnels ont été proposés pour décrire le mé&ederiformation électrochi-
mique du silicium poreux [103, 104, 105]. Dans la littérature du silicium pqréamécanisme
imaginé par Lehmann et Gosele [103] semble étre le plus adopté (figure 1.20)

oF
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F F 2HF SiF, SiF,
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Si % ’S| ’Si\ 8i
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Figure 1.20 — Mécanisme réactionnel responsable de la formation du silicremppar anodisation
électrochimique [103].

Il s’agit d’'un mécanisme réactionnel a deux étapes. La premiére esbélsinique et consiste en
une attaque nucléophile des liaisons Si-H exposées a la surface dentibohaar les ions fluorure
F~. Cette attaque entraine la substitution des atomes d’hydrogéne par cellesrdwafl niveau des
sites d'initiation de la gravure. Cette étape fait intervenir un couple d’élesftrons et s’accompagne
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d'un dégagement de dihydrogéene,jH_a deuxiéme étape est chimique. Elle est due a la fragilisation
des liaisons Si-Si par la polarisation des liaisons Si-F formées au courpdan#&re réaction. Atta-
quées par la solution fluorhydrique, ces liaisons sont rompues entr&rissolution des atomes de
silicium sous forme de Sijfet la passivation de la nouvelle surface par des atomes d’hydrogéhe. L
tention d’une couche de silicium poreux nécessite la reproduction déaetions durant un certain
temps d’anodisation et en dehors du régime de I'électropolissage. Epatiiechaque concentration
de HF, il existe un seuil de courant au dessus duquel la dissolutiongaleode permet plus la na-
nostructuration poreuse mais un lissage de la surface du substrat dersifit@6]. En plus de ces
deux paramétres (concentration de HF et densité de courant applilguéi@gtique de ces réactions
de nanostructuration du silicium dépend du type et du taux de dopagesinagy(P, P, N ou N*)
utilisé. En faisant varier ces paramétres, il est possible d’obtenir desianat@oreux de caractéris-
tigues morphologiques différentes. Ces caractéristiques sont étroitkésené celles des pores qui
sont : le type (ou forme), la taille (ou diamétre), le volume (ou porosité) etfacides parois.

b. Propriétés structurales

La caractérisation structurale du silicium poreux passe par l'identificatda dbrme générale

de ses pores, I'analyse de leurs sections (taille des pores), la détermihati@ fraction volumique
gu'ils occupent (porosité) et la mesure de la surface de leurs parois.
En fonction de leurs formes, les pores ont été classés par L. T. Camh@uatre principaux types
[107] (figure 1.21) : (a) des pores continus non ramifiés de forme ¢ydine, (b) des pores continus
non ramifiés de forme géométrique irréguliére, (c) des pores ramifié} @tggores discontinus de
forme aléatoire. Lidentification de ces morphologies s’effectue gémamlepar des observations
en microscopie électronique a balayage (MEB) des coupes longitudioalesnes par clivage des
échantillons de silicium poreux perpendiculairement a sa surface) dastélons a analyser [108].

Figure 1.21 — Schéma et michrographies MEB des principales structuessps [107, 108, 109].
Pores continus non ramifiés de forme cylindrique (a), pores continusamaifiés de forme géomé-
trique irréguliére (b), pores ramifiés (c) et des pores discontinusrdesfaléatoire (d).

Le deuxiéme parametre structural est la taille moyenne (ou diamétre moyepdrss Ce pa-
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rametre correspond a la dimension moyenne des sections des poremdt de classer le silicium
poreux en microporeux (diametre < 2 nm), mésoporeux (diamétre entreO2net)set macroporeux
(diamétre > 50 nm). L'estimation de la taille moyenne des pores d’'un échantitigém&ralement ob-
tenue grace a des observations en microscopie électronique a balday@gd I1] ou en transmission
[112]. D’autres techniques, comme 'analyse des isothermes d’adsodaigaz a basse température
[113], la diffraction des rayons X [114], la résonance magnétiquétaire [115], la calorimétrie
différentielle a balayage [116] et la microscopie a force atomique [118],drit été exploitées pour
déterminer la taille des pores.

La porosité d’'un échantillon de silicium poreux correspond a la fractitumvigiue d’air contenu
dans sa couche poreuse. Des valeurs de porosité allant de 4 % @bty silicium macroporeux)
[119] & 95 % (obtenue sur du silicium mésoporeux) [107] ont pu étre mesuCe parametre struc-
tural peut étre déterminé par gravimeétrie sur des couches de graraisseéps [120]. La méthode
gravimétrigue est destructive. Elle est plus adaptée a des valeursaditgmitermédiaires (de 30 a
70 %). Pour des couches poreuses de faibles épaiseurgrty &t/ou de porosités élevées (de 70 a
95 %) ainsi que pour des couches de faibles porosités (de 4 a 30 %)etanéhation de ce parametre
peut se faire grace a des techniques optiques exploitant la refléctoni&iig I[éllipsométrie [122]
et I'absorption des rayons X [123].

Une couche de silicium poreux est aussi caractérisée par sa sspigifique. Ce parameétre cor-
respond a la surface développée par les parois des pores de tikoharar unité de volume occupé
par la couche poreuse (erfam—3). La détermination de ce paramétre est essentiellement assurée
par la méthode BET (Brunauer-Emmett-Teller) d’adsorption de gaz [Baf]cette technique, des
surfaces spécifiques allant de 50 a 90fcm 3 ont été mesurées sur des échantillons de silicium
poreux [97]. La possibilité d’élaborer le silicium poreux avec une sarfpécifique aussi importante
constitue I'avantage principal de son exploitation dans la conception degpbéurs. En effet, I'ob-
jectif d'utiliser une surface spécifique importante est d’une part degioinamobiliser un excés de
biorécepteurs favorisant la détection de I'analyte sur un intervalle lagmuicentrations et d’autre
part d’amplifier la transduction afin d’améliorer les capacités de détection @inhtelétection et de
guantification) et donc la sensibilité de la méthode d’analyse.

c. Propriétés chimiques

La surface du silicium poreux fraichement préparé est passivéedavéhydrogéne d’ou une
présence prédominante des fonctions hydrogénosilanes (Si-H)tgusadace [124]. Ces fonctions
chimiques réagissent facilement dans différents types de réactions tedléssgéactions d’hydrosi-
lylation (addition d’'un composé organique insaturé) et d’oxydation.tlb&s's possible de modifier
chimiguement la surface du silicium poreux par greffage covalent de megorganiques [125]. La
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fonctionnalisation chimique du silicium poreux est une étape cruciale deéparation pour des ap-
plications de biodétection. En effet, la modification chimique de la surface diusiljporeux permet
d’une part I'incorporation de I'élément de reconnaissance (biotéuepgui confére au futur capteur
sa spécificité et d’autre part, elle permet de stabiliser chimiquement lasuitfianatériau et donc de
le protéger (de la corrosion par exemple), ce qui est indispensabld¢g@aboration d’un biocapteur
performant [126].

c. Propriétés optiques

Le silicium poreux présente des propriétés optiques qui découlentetitent de sa structura-

tion nanométrique. Il a été montré que les nanocristallites qui séparentrks g ce matériau lui
conferent des propriétés de photoluminescence [95, 96]. Ceséifspse traduisent par I'émission
de lumiére par un échantillon au cours de processus de relaxation apréxdtation a une lon-
gueur d'onde donnée. Comme tout matériau déposé sous forme desminhes, le silicium poreux
présente un spectre de réflexion caractéristique de son indice deticéfrat de son épaisseur. La
modulation de la réflectivité provient des interférences se produistnet les faisceaux de lumiére
réfléchis par les deux interfaces du film mince. Dans le cas du siliciumxyaewonsideére les inter-
faces air/couche poreuse et couche poreuse/substrat de siliciumtdrdrences sont constructives
si les deux ondes réfléchies sont en phase. Des franges d’iatexé&rbrillantes sont alors observées.
Si les deux ondes réfléchies sont en opposition de phase, des enedgrdestructives apparaissent
et des franges sombres sont observées [126].
Par ces propriétés de photoluminescence ou de réflectivité, le siliciumxppreduit un signal op-
tique qui est affecté chaque fois qu’il est exposé a des changenmeitsnmementaux. D’ou I'intérét
de ces deux phénoménes optiques dans I'application du silicium poreuxspoiodétection. Nous
présentons dans le paragraphe suivant les principaux travaugtsuapplication.

1.5.2 Transduction optique sur nanostructures photoniqus de silicium poreux pour
la biodétection

L'utilisation du silicium poreux comme capteur chimique a été démontrée pour haignefois
a la fin des années 1990 [127] : la méthode de transduction utilisée étaitlciteape des films de
silicium poreux. Aujourd’hui, d’autres propriétés physiques du silicilorepx sont utilisées comme
moyen de transduction dans les capteurs, a savoir la résistivité, la photetaminte et la réflectivité
optique. Des études ont montré que les méthodes de détection baséepmpriétés optiques sont
les plus robustes. Ces méthodes sont capables de détecter des tedrmesngdosés organiques vola-
tiles, des hydrocarbures aromatiques polycycliques, des explosita[i¢, des protéines, avec, pour
certaines d’entre eux, une limite de détection de quelques ppm (parties pamnillid6]. Dans cette
partie nous présentons les principales applications du silicium poreux @éétdation par réflectivité
optique, méthode utilisée dans le cadre de ma thése.
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a. Structures monocouches

Le phénoméne d'interférences optiques observé par Doan et Saik&@] 4li début des années
1990 a la surface d'un échantillon de silicium poreux est a I'origine del@tation de la réflecti-
vité optique dans la biodétection sur ce type de matériau. En effet, la lumiérgéena la surface de
I'échantillon est réfléchie au niveau des deux interfaces air/siliciunuparesilicium poreux/substrat
de silicium (figure 1.22a). Linterférence a la surface du matériau pates ondes réfléchies entraine
la formation de franges appelées "franges de Fabry-Pérot" [128]fr@nges peuvent étre visualisées
par un spectrométre CCD sous forme d’'un spectre d’'interférencesrméésur la figure 1.22b.
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Figure 1.22 — Détermination de I'épaisseur optique d’'une monocouche sensifioreux : Schéma
(en haut) et micrographie MEB (en bas) d'une monocouche de siliciurugdn), sa réponse spec-
trale (b) et le résultat de I'application d’une transformée de Fourier4s) 130, 117]

Les maxima de réflectivité observés sont localisés a des longueuredial@hnées par la rela-
tion suivante (équation 1.6) :

mA = 2ne (1.6)

ou "m" est I'ordre d'interférence a une longueur d’ondé&,"n" est I'indice de réfraction du mi-
lieu et "e" est I'épaisseur du film poreux. Le facteur "2" exprime le chguaitouru par la lumiére
dans le film poreux et correspond a deux fois I'épaisseur du film papeand la réflectivité est mesu-
rée en incidence normale. Lindice de réfraction est un indice compositsten fait, une moyenne
pondérée par la porosité entre I'indice de réfraction du silicium monocrisgtliimdice du milieu
remplissant les pores. Ainsi tout changement dans la composition de ce mibgagué par exemple
par la fixation de I'analyte a un biorécépteur spécifique préalablement imnéodilis surface des
pores, entraine une variation de 'indice de réfraction du film poreux eféplacement des franges
de Fabry-Pérot. La résolution de ce déplacement utilise généralemepitdaion d’une transfor-
mée de Fourier. Cette opération mathématique permet de simplifier I'analysendili rsigitifrange
en représentant son « contenu fréquentiel » sous forme d’un picaudiopiensité proportionnelle a
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I'épaisseur optique effective (ne) de la couche poreuse [129,183] (figure 1.22c).

Le premier travail sur la biodétection exploitant I'épaisseur optique d’uneogmuche de silicium
poreux est celui de Lin et ses collaborateurs [129]. Ces dernieébsarve la diminution de I'épais-
seur optique d’'une monocouche de silicium macroporeux (diamétre des égal a 200 nm environ)
associée a 'augmentation de la quantité d’analyte détecté. lls ont rapgemsun premier temps, la
possibilité de détecter des fragments d’ADN de 16 nucléotides sur cetteecpaceuse dont la surface
a été préalablement fonctionnalisée par des oligomeres nucléotidiques canfaées dans un in-
tervalle de concentrations allant de 104 2.10°% M. La limite de détection de la méthode analytique
a été estimée a 9.16°g/mn?. Dans un deuxiéme temps, le travail a présenté des résultats de biodé-
tection en cascade de la streptavidine, puis d’un anticorps secondadinddyiensuite d’un anticorps
anti-digoxigénine et enfin de la digoxigénine a des concentrations tessede 104 M, 10712 M,
10~% M et 10°% M obtenues sur une monocouche poreuse fonctionnalisée avec de la.itaiigré
I'impact scientifique important de cette découverte, la performance déselats a été rapidement
controversée a cause de la diminution de I'épaisseur optique de la couehes® aprés chaque opé-
ration de biodétection. En effet, Janshoff [117] a démontré en explditdfmité entre la biotine
comme biorécepteur, et la streptavidine comme analyte, que l'introduction désules organiques
d'indice de réfraction supérieur a celui de l'eau,(F 1,33 et 3,.4,. > 1,4), composant remplissant les
pores avant la fixation de I'analyte sur son biorécepteur, doit entrafieesugmentation de I'épaisseur
optique de la couche poreuse. Cependant, ce signal optique n'estgsasensible que celui déterminé
par Lin [129] (limites de détection respectives de 1 aZPmn 2 et 9.10 15g.mn2). Récemment,
les résultats controversés de la premiére étude [129] ont été attribu¢gghanomeéene de corrosion de
la couche de silicium poreux aprés chaque opération de biodétectioh CiE& corrosion serait due
a une attaque nucléophile de la surface des cristaux de silicium par desilesld®au contenues
dans le tampon de l'analyse. Il a été supposé que cette attaque est stinmleqralensation des
charges négatives des doubles brins d’ADN et la migration des troitfpda matériau fortement
dopé (de résistivité égale a 1{htm) a cette surface. Ensuite, il a été démontré que I'exploitation
de cet effet corrosif comme moyen d’amplification du signal optique dansdettection d’ADN est
possible. Ainsi, de trés faibles quantités d’ADN de I'ordre de?@nol/mn? [132] ont été détectées
et la recherche d’'applications exploitant ce concept de biodétectioruegiay corrosion de silicium
poreux a fait I'objet d'autres études comme celles de I'équipe de Voeldas]. Il a été découvert,
par cette équipe, la possibilité d'utiliser des agents catalyseurs de la caromsione le complexe
organo-métallique "N cyclama" afin d’augmenter la sensibilité du signal optique de biodétection
des fragments d’ADN et des dérivés biotinylés. L'enzyme peroxy(dB¥ : HorseRadish Peroxy-
dase en anglais) a aussi éte utilisée pour amplifier la variation du signaleg#égére par la corrosion
du silicium poreux [134]. En catalysant I'oxydation de I'ortho-phéngid@iamine (OPD), cette en-
zyme entraine la formation d’un produit radicalaire corrosif vis a vis deffase poreuse et permet,
selon Jane [134], au silicium poreux de détecter des anticorps a desnt@tions trés faibles (de
125 a 500 ng/ml). Méme si la sensibilité de la biodétection optique sur siliciumyporenocouche a
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été améliorée par I'utilisation d’agents de corrosion (enzymes, complegasamétalliques), il est
important de signaler que cette approche nécessite une étape supplénuamaila biodétection. En
effet, le phénoméne de corrosion doit étre amorceé par la liaison deseércemarqués par ces agents
sur les analytes préalablement liés a leurs biorécepteurs au niveauutfate sles pores. La nature
de la biodétection dans ce cas est plutét indirecte, la durée des analygedangée et la réutilisation
du matériau est limitée par sa corrosion. Ainsi, et dans I'objectif d’améliogudéité de la transduc-
tion optique du silicium poreux pour des applications de biodétection diréatéres structures plus
complexes que la monocouche ont été exploitées. Nous présentons nrainesrstructures ainsi que
leurs applications dans la conception de biocapteurs.

b. Structures multicouches

Les parametres de courant fixés pour I'élaboration électrochimiquelshssde silicium poreux
permettent normalement de controler de maniére précise et reproductitfleisillimdice de réfrac-
tion et I'épaisseur du film poreux. En effet, la densité de courant ag@igontrdle la quantité de
silicium dissoute, donc la porosité et par conséquent I'indice de réfrantide la couche poreuse.
La durée de gravure électrochimique détermine son épaisseur e. tirespdssible, en agissant sur
ces paramétres, de générer des structures poreuses multicouchesnmblesxes [135, 136] (figure
1.23a,b).

(a) (b) (c)

Reflectance
tensity (a.u.)

Iy

Wavelength (nm)

Figure 1.23 — Schémas (au milieu) et micrographies MEB (en bas) desedifférstructures du si-
licium poreux et spectres de réflectance correspondants (en haylouble couche, (b) miroir de
Bragg et (c) microcavité [93, 137, 131, 138]

L'empilement périodique de couches de silicium poreux d’'épaisseuraiestige; et ne;) vé-
rifiant les conditions de Bragg pour un cristal photoniquge(rt n,e; = Ap/2) entraine la réflexion

44



Chapitre 1 Les biocapteurs : Etude bibliographique

totale de la lumiére incidente a une longueur d’onde défikig.(La structure multicouche ainsi ob-
tenue, appelée "miroir de Bragg", se caractérise par la formation daméebinterdite photonique
empéchant les ondes électromagnétiques de se propager a l'intérieur du[tdes 140]. La forma-
tion de cette bande peut aussi étre obtenue suite a la variation sinusoitiméicie de réfraction du
silicium poreux autour d’une valeur moyenfieLa structure ainsi obtenue s’appelle "filtre rugate”
[141, 142]. La disposition en vis a vis de deux miroirs de Bragg de pafbetre d’une couche po-
reuse séparatrice permet I'obtention d’'une microcavité (figure 1.23c)éponse spectrale de cette
structure photonigue est caractérisée par I'apparition de deux bspeletsales de réflectivités élevées
séparées par un pic (en creux) de résonance situé a une longoiedie dpécifique (figure 1.9, section
1.3.2) et appelé "pic de Fabry-Pérot" (ou mode de résonance) [43P, 1

Les études sur les structures multicouches a base de silicium poreuxgmapplications de bio-
détection ont débuté en 2003 par les travaux d’Anderson et ces cdleju4]. Le travail de cette
équipe portait sur une étude comparative de la sensibilité a détecter la vadatidice de réfrac-
tion du milieu remplissant les pores des structures monocouche, miroir dg &ragicrocavité a été
réaliser. Les résultats expérimentaux, relatifs a la variation de la réfleaw®itthaque structure en
fonction de I'augmentation de I'indice de réfraction (de 1,3330 a 1,3344)edsolution de saccha-
rose (concentrations massiques de 0 a 1 pc) infiltrant les couchesesreat montré que le silicium
poreux structuré en miroir de Bragg permettait une détection plus sensibleeties obtenues avec
la monocouche ou la microcavité. Cependant, la méme comparaison effeatudée Ipgiciel de si-
mulation optique (WVASE32) et le modéle de Bruggeman a démontré I'avanéalgendicrocavité.
Quelques années plus tard, cet avantage a été confirmé expérimentaglaméiaLitres équipes qui
ont exploité des microcavités en silicium poreux dans des applications détdxtidn par affinité.
En effet, des analytes de nature biologique (I'enzyme "glutathion-stérase", des immunoglobu-
lines plasmatiques, la protéine bactérienne "intimine™) ont pu étre analysésancentrations allant
de 0,01 jusqu'a 4Q:M et avec une limite de détection trés faible (estimée égale a environ's.10
g.mnT2) [71, 145, 146] en utilisant ces microcavités.

1.6 Application envisagée : Biocapteur optique de glucagon sur silicium
poreux

Dans le cadre de la demande mondiale en dispositifs de biodétection, le Guatdr@aux Na-
nostrucrurés et Photonique (GMNP) a été amené a explorer la thématigqapteiar. Ainsi, nous
avons deébuté le travail dans ce sujet en entreprenant cette these aegspactive de développer
une application analytique innovante sur le silicium poreux, matériau habitueliéiadoré dans le
GMNP pour des applications en optique intégré. Nous avons choisildexpa détection optique de
I’'hormone hyperglycémiante "glucagon" par des anticorps monoclonitglacagon de type 1gG

Le glucagon est un polypeptide constitué d’'une chaine de 29 acides ahih€snasse molaire
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égale a 3485 g.mol. Ce peptide est sécrété naturellement par les cellules alpha du paheréas.
glucagon agit sur la régulation de la concentration du glucose dans légtgoémie). En réponse a
une augmentation de Il'utilisation du glucose (par exemple pendant I'effigdigue) ou a un appau-
vrissement di a I'insuline, le glucagon agit contre I'hypoglycémie (glycéntierg/l) et permet de
restaurer le niveau de glucose en circulation en stimulant sa productisted@ie par glycogénolyse
(libération du glucose stocké sous forme de glycogéne) [147]. L'silbérde cette production phy-
siologique du glucagon chez certains patients nécessite un apporhexaggiré par un médicament
injectable (Glucage® du laboratoire pharmaceutique Novo Nordisk) (figure 1.24).

Hypoglvcémie < 0.7 gfl

ARPAS
9 @&

Glucagon dans le sang

L |

Fixation aux R.

Glucose
-
L ]

Glycémie » 0.7 g/l

Figure 1.24 — Schéma simplifi€ du mécanisme d’action du glucagon physiolodiyjet thérapeu-
tique (B)

La détermination de la glucagonémie (concentration du glucagon dans Jesamgt le diagnos-
tic de certaines tumeurs pancréatiques sécrétant du glucagon (glansejaet peut étre utilisée dans
des études physiopathologiques du diabéte et de I'hypoglycémie. Actuetleseal 'emploi d’une
méthode d’analyse radioimmunologique mise au point par Unger et ses catkalns en 1961 [148]
et utilisant des anticorps anti-glucagon et du glucagon marqué a l'iodedrdset aux laboratoires
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d'analyses médicales le dosage plasmatique du glucagon. Cette techidigeet@ies inconvénients
d’'une détection indirecte par mesure de radioactivité a savoir une cdatd@nsécurité relative a
I'exposition aux irradiations et une longue durée d’analyse dépadsamtjours. D’ou l'intérét de
développer un biocapteur de glucagon permettant un dosage rapateseharquage du peptide dans
les milieux biologiques. Un tel biocapteur peut aussi trouver son utilité en milgustriel pharma-
ceutique pour contrbler la qualité analytique des préparations médicamentebase de glucagon.
C’est aussi la disponibilité commerciale des anticorps speécifiques antigglicgui nous a encouragé
a choisir cette application de biodétection. Il est en effet indispensaldésgdeser du biorécepteur
afin de concevoir le dispositif analytique sur silicium poreux.

1.7 Conclusion

Dans ce chapitre bibliographique nous avons présenté le biocapteur ammessemblage entre
des composants organigues que nous appelons biorécepteursdewsa@iéments de reconnaissance
biologique) et un matériau inorganique constituant le transducteur. Lecbjateurs peuvent étre en-
zymatigues, immunologiques ou synthétiques.

Historiguement, les enzymes constituent la catégorie la plus ancienne diepteurs. La bonne per-
formance des analyses employant ce type de biorécepteur est esseatitlié a la spécificité ainsi
gu'a la robustesse des réactions enzymatiques. Permettant la biodétémtialytds a des concen-
trations supérieures a 10 M, les biocapteurs enzymatiques ne sont pas adaptés pour effecsuer de
analyses de haute sensibilité. En plus, ce type de biodétection se limite auteamalyvant jouer
le r6le de substrat dans une réaction enzymatique. Ainsi des éléments imgigunek) essentiel-
lement les immunoglobulines (ou anticorps), ciblant un nombre plus importantlgtes, ont été
utilisés comme biorécepteurs. En effet, les biocapteurs intégrant ces &étaerconnaissance bio-
logiques sont capables d'analyser des échantillons a des concestraimomolaires. Afin d’obtenir
des biocapteurs de plus en plus sensible, une nouvelle catégorie depterés dite de synthése s’est
largement développée ces dernieres années. Certains de cespt@rscpermettent d’analyser des
concentrations femtomolaires.

Comme pour les biorécepteurs, les transducteurs sont de différergs ligmont généralement dési-
gnés selon la nature du phénoméne physique ou physico-chimique gplitstent pour détecter la
présence de I'analyte. Les principales catégories sont les transduékectrochimiques et les trans-
ducteurs optigues. Malgré I'importance historique des transducteutsogéleimiques (les premiers
utilisés en biodétection), les transducteurs optiques occupent aujouttib place majeure. D'ou
notre intérét a ce type de transduction qui rassemble un nombre importarthdégtees (Ellipso-
métrie, spectroscopie d’absorption, résonance plasmonique deesunfigeférométrie). Considérant
I'interférométrie comme le phénomeéne optique le plus adapté a interagir avect@ramgoreux a
indice de réfraction modulable, nous avons présenté dans ce chapjrinlgpales méthodes inter-
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férométriques susceptibles d’intégrer un biocapteur optique a base dansifioreux. Nous avons
ainsi présenté les principes optiques des interférométres de MackiZelde Young, de Hartman,
par rétrodiffusion et du Fabry-Pérot.

A nos jours, la méthode utilisant le Fabry-Pérot est pratiquement la sebtédae interférométrique
qui a exploité le silicium poreux pour la biodétection. Il semble bien que cetiaitpee optique soit la
plus adaptée pour la conception de dispositifs biocapteurs a base de silmienx. De sensibilité si-
milaire a celle des biocapteurs exploitant les guides d’onde (interféronaetidach-Zehnder, Young
et Hartman), les biocapteurs a base de microcavité en silicium poreux assitént pas d'étapes
technologiques supplémentaires (comme la photolithographie pour réalssguides d’onde) sou-
vent difficiles a reproduire.

Apres avoir décrit les différents composants d’un biocapteur, & davmiorécepteur et le transducteur,
nous avons présenté dans ce chapitre de la thése les moyens et lesigchtiligés dans la littérature
pour 'assemblage de ces deux constituants. Vu la nature irréguliére dddaesde notre matériau,
nous avons particulierement développé les méthodes de la chimie doucesRapcédés, au mini-
mum deux étapes sont nécessaires a I'immobilisation des biorécepteues surfdces inorganigues.
Dans le cas d'une surface a base de silice (verre ou silicium hydrokgt@pe d’activation chimique
est généralement assurée par une réaction de silanisation. La deutapmest I'immobilisation des
éléments de reconnaissance moléculaires aux surfaces préalabletivéasa&Souvent cette étape
utilise des molécules de couplage assurant un pontage covalent entriade sictivée et les bioré-
cepteurs. Comparé a d'autres méthodes telles que I'immobilisation par affirdigedstreptavidine
ou 'immobilisation par des liaisons ioniques, le couplage covalent permetsgmédage stable et
irréversible.

La derniére partie de ce chapitre a été consacré au matériau silicium pNi@iscavons alors com-
menceé par rappeler le principe de son élaboration par anodisation éhgcticquee ainsi que ses pro-
priétés structurales, chimiques et optiques. Ensuite, nous avonstgréeseprincipales applications
du silicium poreux en biodétection par réflectivité optique, méthode queavons choisi d’exploiter
dans le cadre de cette thése. Pour le cas des monocouches, cette méthmdalp mesurer I'épais-
seur optique (ne) du film poreux avant et apres interaction entre It&netigon biorécepteur. De cette
maniére, I'évolution de l'indice de réfraction du milieu est directement liée a #atifé¢ d’'analyte
dans I'’échantillon analysé. Pour les multicouches de silicium poreux, lesigalas structures étu-
diées dans la littérature sont les miroirs de Bragg et les microcavités. Avelee structures, la
présence de substances organiques dans les pores est traduitdgualdge de la longueur d'onde
centrale (). Le suivi d'un tel déplacement spectral est plus simple avec les migtésarace a la
présence d'un pic de résonancg@

Cette étude bibliographique sur les biocapteurs et les applications du silicitguxpdans la bio-
détection nous a aidé d’'une part a choisir I'application biocapteur que avans étudié et d’autre
part & fixer les objectifs des premiers travaux de notre laboratoire @angotnaines. Ainsi, en vue
de réaliser un biocapteur de glucagon utilisant des biorécepteurs immiguasgt une transduction
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optique, nous avons au cours de cette these cherché dans un premgleteognditions expérimen-
tales d’élaboration de monocouches de silicium poreux de diamétre degesmsttant d’accueillir
la sonde choisie (anticorps anti-glucagon de taille égale a environ 17 nmg.ubadeuxieme temps,
notre travail consisté a mettre au point un procédé de biofonctionnalisasiamt & fixer cette sonde
a la surface du silicium poreux et a caractériser la chimie de surfaceadestructures photoniques
(monocouches et microcavités) essentiellement par la méthode d'interféemé
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Chapitre 2

Moyens, conditions d’élaboration et
techniques de caractérisation

L'objectif de ce travail étant de réaliser une structure photonique adeesiéicium poreux pour la
conception d’'un biocapteur optique du glucagon, nous avons commetreétude par le choix des
substrats (types et taux de dopage). Puis, nous avons cherchadi#ioos expérimentales d’anodi-
sation électrochimique pour chaque substrat, a savoir la composition derbglecet la gamme de
densité de courant a appliquer pour I'obtention de couches simples densifioreux (SiP) les plus
adaptées a notre application (surface spécifique élevée et porsamsufiient ouverts pour l'infiltration
des biomolécules IgG). Ensuite nous avons mis en place un procédéatierioalisation chimique
et biologique de la surface interne de ces échantillons. Ce procédgsitéame silanisation de la
surface oxydée des cristallites, puis la fixation d’un agent de coupldgkyale et enfin la fixation du
biorécepteur (anticorps anti-glucagon).

Dans ce chapitre nous présenterons d’abord la méthode et I'appareitibggs pour I'élaboration du
silicium poreux. Puis, nous expliquerons le protocole chimique utilisé poupfarztionnalisation.
Ensuite, nous présenterons les résultats d’'une étude préliminaire quevoms mené dans I'objectif
de caractériser la morphologie de silicium poreux élaboré avec desatslutrSi de type P. Enfin,
nous décrirons les techniques de caractérisation chimique que nogssyboitées au cours de cette
thése pour le suivi de la fonctionnalisation du silicium poreux.

2.1 Elaboration et biofonctionnalisation des monocouches de silicium
poreux

L'obtention du silicium poreux est assurée par un procédé de grawméale appelé anodisation

électrochimique. Ce procédé consiste a appliquer un champ électriqgueisatcathode métallique

(en or ou en platine) et une anode constituée par le substrat de silicilavek, dlensemble est plongé
dans une cellule contenant un électrolyte a base d’acide fluorhydHi)elans des conditions expé-
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rimentales particuliéres (concentration du HF [HF], densité du couraampérature, illumination),
cet acide provoque une dissolution du silicium formant une structuraiperde morphologie bien
définie. Ainsi, comme nous le verrons plus loin, les conditions d’anodisdtotefisité du courant
J et la composition de I'électrolyte), seront optimisées (en fonction du typmilistrat de silicium
utilisé) pour obtenir des monocouches de silicium poreux avec des asigpécifiques importantes
et des tailles de pores suffisantes pour permettre la fonctionnalisatiofifeEnes principaux para-
métres caractérisant la morphologie du silicium poreux sont la porosité, ladiedligores et la surface
spécifique. Pour un substrat défini, chacun de ces parameétreoéstdnt lié d’'une part a la densité
du courant et d'autre part a la composition de I'électrolyte en acide fidadue. Quant a I'épaisseur
de la couche poreuse, elle n’est fonction que de la durée d’anodisation

Nous allons maintenant décrire les différents parameétres d’anodisatematériel utilisé.

2.1.1 Anodisation électrochimique
a. Type de substrats de silicium

Pour obtenir des couches de silicium poreux avec les caractéristiqusquus les plus adaptées
a notre application de biodétection (une surface spécifique élevée poresssuffisamment ouverts
pour introduire des molécules d’albumines (de taille égale a 7 nm envirorgardicorps (de taille
égale a 17 nm environ)), nous avons expérimenté un type de subssititiden (P") fortement dopé
avec des atomes de bore (B), de résistivité comprise entrg Bet® Q2.cm et d’orientation cristalline
(100).

b. Electrolytes d’anodisation

L'anodisation électrochimique du silicium se déroule a température ambiante (26fC) dans
une solution hydroalcoolique d’acide fluorhydrique (HF) appelée @ligtérd’anodisation. Cet élec-
trolyte d’anodisation a été préparé a partir des réactifs suivants : urdeemnisée ultrapure (résisti-
vité égale a 18 Mb.cm) obtenue a partir d’'un appareil Aquadem, de I'éthanol a 99 % de qualit® M
(Technic France) et une solution agueuse d’acide fluorhydrique G&@&hnic France).

La composition de cet électrolyte a été ajustée afin d’obtenir des échantilagilgcdim poreux per-
mettant au mieux l'infiltration et la fixation des molécules biologiques BSA (Boverar8 Albumin)
et anti-glucagon (tableau 2.1).

Composants | Eau| Ethanol| HF
Quantités (%) 50 | 40 | 10

Tableau 2.1 — Composition en pourcentage de I'électrolytes d’anodisatidrnur® concentration de
HF égale a 10 % ([HF] = 10 %).
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c. Densité du courant

La densité du courant est le rapport entre I'intensité du courant aggligia surface du substrat
du silicium anodisée (en contact avec I'électrolyte d’anodisation). Plissarnsités du courant (de
25 a4 53 mA.cm?) ont été expérimentées pour I'élaboration de nos échantillons de silicitgmyor

d. Cellule d’anodisation

La cellule d’anodisation utilisée (figure 2.1) est en téflon (matériau résiatdatide fluorhy-
drigue), de forme cylindrigue et permettant de travailler avec deux caafigas différentes : (i)
cathode en platine horizontale et donc paralléle a la surface du sulessifitiim et (i) cathode en
platine sur le c6té et donc perpendiculaire a la surface du substrat 18i.IDaellule d’anodisation
nous avons introduit un agitateur a hélice. Cet agitateur assure I'hogitgée I'électrolyte en re-
nouvelant la solution au contact du substrat de silicium et en évacudmilles deH, formées au
cours de I'anodisation. Dans cette cellule, nos couches poreusds éfalgorées sur une surface cir-
culaire égale a 1 ct

Agtatenr

Cathode en platine

Electrolyte

, ”
« Cuve en Téflon

Joint Torique

Couche de SiP

Substrat de Silicium
(Anode)

Figure 2.1 — Schéma de la cellule utilisée pour la formation du SiP.

e. Sources de courant

Durant cette thése, I'anodisation électrochimique a été réalisée en utilisantypes de généra-
teurs de courant suivants : le Keithley 228A et le Keithley 2400. Le prefoi@tionne en pilotage
manuel assuré par une console de programmation digitale et est utilisé glabofation d'échan-
tillons de silicium poreux a nombre de couches réduit (monocouches,dbiesiet tricouches). Le
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fonctionnement du second est automatisé par l'intermédiaire d’une calBepB8&tée par une inter-
face générée par le logiciel National Instruments LabVIEW 7.1. |l nasesra pour la réalisation de
structures poreuses multicouches, notamment les microcavités, quiitedtedss couches poreuses
de faibles épaisseurs de 'ordre dgét.

f. Gravure RIE (Reactive lon Etching)

La gravure ionique réactive est une technique de gravure séchetddama Cette technique
consiste a générer un plasma sous basse pression par un ou plus&ups @lectro-magnétiques.
Les ions de haute énergie du plasma attaquent physiguement et réagjigsgquement avec la sur-
face de I'échantillon.

Un bati de gravure RIE de type NEXTRAL 110 a été utilisé au cours de cetse thfin d’éliminer
la couche superficielle du silicium poreux. Cette couche de faible épaiggariques dizaines de
nanometres) et de porosité réduite, se forme a la surface du subss#itidum au début du pro-
cessus d’anodisation électrochimique [107, 149] empéchant ainsidtidonalisation [150]. Les
parametres fixés pour cette gravure sont la nature et le débit du gaz§SEcm), la puissance et la
pression du plasma (50 W / 10 mTorr) ainsi que la durée de gravurg.(30 s

2.1.2 Biofonctionnalisation

La biofonctionnalisation est I'ensemble des traitements appliqués aux échrendiéilicium po-
reux afin de fixer le biorécepteur immunologique (Anticorps anti-glucagda)surface interne des
pores. Le procédé que nous avons mis en place au cours de cetteshesgrésenté sur la figure
2.2. Ce procédé commence par un traitement thermique pour oxyder leesintierne des pores (SiP
— SiP-S1), suivi par une réaction de silanisation (SiP-S5iP-S2), puis un couplage di-aldéhyde
(SiP-S2— SiP-S3) et enfin un greffage covalent des biomolécules (SiP-&3P-S4).

A s
: : 1 HO 3 He, 40 HO BN i

si }n—p si .}UH — i .'1{,_\5, o~ liH; —> S _l»o—/si o= AT —>si i»o—Si A N=HA A~ o=
5 Y 3 L HO H HO/

SiP SiP-§1 SiP-§2 SiP-83 SP-S4

Figure 2.2 — Schéma des différentes étapes de la biofonctionnalisation.
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a. Traitement thermique

Le traitement thermique des échantillons du SiP consiste a les placer a uneatemgpélevée
et sous flux d’oxygéne pendant une certaine durée. L'objectif tle éeape est d’oxyder la surface
des cristallites (oxydation partielle) en transformant les groupementsgtyalves -Si-H en groupe-
ment hydrophiles Si-OH ou -Si-O-Si- (figure 2.2 étape SiP-S1). Cenigttra d’'une part d’améliorer
la mouillabilité des échantillons et ainsi l'infiltration des solutions aqueuses aridatédes pores.
D’autre part le traitement thermique permet d’améliorer la stabilité chimique dedists poreuses
dans le temps en évitant le processus d’oxydation spontanée.

Frogramme | Programme I

200 - 900 -

500 H

Température, °C
Température, °C
=

T | T T T T |
[: 50 100 150 200 [:} 50 100 150 200

Temps, min Temps., min

Figure 2.3 — Programmes de traitement thermiques utilisés pour I'oxydation dursifioreux.

Cette étape utilise un four tubulaire a trois zones (Nabertherm) avec umgydt® régulation
permettant de programmer des paliers et des rampes de températures sdjaidt1j200°C. Deux

programmes de traitements thermiques ont été utilisés pour I'oxydation de marstidons de sili-
cium poreux (figure 2.3) :

— Un programme d’oxydation a basse température (programs®iC/60 minutes) appliqué
avec le protocole de silanisation par immersion.

— Un programme d’oxydation a température élevée (programmndedtC/10 minutes) appliqué
avec le protocole de silanisation par imprégnation.

b. Réactifs de fonctionnalisation

Des solutions tampons, réactives et de lavage ont été préparées afialider les différentes
étapes de fonctionnalisation des échantillons de silicium poreux. Les sdatiligés pour la prépa-
ration de ces solutions sont les suivants : eau désionisée ultrapure{{l8ny) solution aqueuse
de péroxyde d’hydrogéne 30 % (Prolabo), acide sulfurique (PodldBaminopropyl)triethoxysilane
(APTES) (Aldrich), méthanol (Prolabo), solution aqueuse de glutangttE50 % (Sigma-Aldrich),
Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfoniqgue "HEPESYma), Chlorure de sodium
(Sigma), hydroxyde de sodium (Prolabo), solution aqueuse de cyestodride de Sodium 5 M
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contenant du chlorure de sodium 1M (Aldrich), albumine sérique boB®A(: Bovine Serum
Albumin) (Aldrich), anticorps monoclonal anti-glucagon sous forme de ligu@dcitique de souris
contenant 10,6 mg/ml d'immunoglobuline 1gG (Sigma), Polyéthyléne glycolitsorimonostearate
"TweenR) 60" (Sigma), solution aqueuse d’'acide phosphorique a 85 % (Prolaipopon phosphate
pH 7,4 contenant du Tweén 20 (Fluka), chlorure d’éthanolamine (Sigma)et azide de sodium (Fluka).

c. Protocole de fonctionnalisation

Le procédé de fonctionnalisation de la surface interne des poresmepbsé de trois étapes qui
sont successivement :

— La préactivation de la surface de silice par une réaction de silanisatjome(2.2 étape SiP-
S2):
Cette étape nécessite la présence de groupements silanols (-Si-OH)fade des cristallites.
Ceci a été assuré par la réaction d’'une solution piraihsQ, : HoO-2 & 30 %, 3 : 1) avec
I'échantillon oxydé thermiquement pendant 30 minutes. La surface de sliceaglifiée aprés
par des molécules de silanes (silanisation) afin de créer des groupeéaatifs (-NH>). Pour
cette réaction nous avons expérimenté deux protocoles différents.
* Le premier consiste a 'immersion de I'échantillon poreux dans 5 ml d'unetisolanhydre
(dans du toluene) d’APTES pendant une heure suivie par un s&phalgngé a50°C pendant
15 heures. Plusieurs concentrations d’APTES ont été testées afitedmiaér I'influence de
ce paramétre sur la fixation et I'organisation en monocouche des silanssréalee des pores.
* Le deuxiéme protocole consiste a I'mprégnation de/5@'une solution hydroalcoolique
(eau : méthanol, 1: 1) d’APTES 4 % déposée sur la surface de I'échart@lsilicium poreux
pendant 20 minutes dans un environnement saturé en humidité. Cette @ielpive’ par un
séchage rapide pendant 10 minutes dans une étune&.

— La fixation d’un agent de couplage bifonctionnel (figure 2.2 étapeSSiP-
L'agent de couplage que nous avons choisi est le glutaraldéhytte.@@écule est symétrique
et présente deux extrémités aldéhyde (-CH=0). Cette étape consister@égjir une des deux
extrémités aldéhyde (-CH=0) du glutaraldéhyde avec le groupement annmngrp (-NH2)
généré par la silanisation. Pour cela, une solution del5de glutaraldéhyde a 2,5 % dans
un tampon HEPES 20 mM pH 7 contenant 150 mM de chlorure de sodium estéedin
w1l d’une solution de cyanoborohydride de sodium 5M dans du NaOH 1Mrestite rajouté
pour réagir avec la solution précédente et I'échantillon pendant 2$dundavage au tampon
HEPES finit cette étape pour éliminer les molécules de glutaraldéhyde nfagsnéagi (donc
celles qui sont en exces).
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— Le greffage de biomolécules (figure 2.2 étape SiP-S4) :
L'immobilisation des protéines, albumine BSA ou immunoglobulines I1gG, a la sudas cris-
tallites s’est faite par la réaction des groupements amines lairs contersusagamolécules (par
la présence d’'acides aminés Lysine et Arginine) avec les aldéhydssafixéours de I'étape
précédente de fonctionnalisation. Pour cette étape, nous avonséeaded le protocole décrit
ci-aprés : nous avons déposé sDde la protéine en solution (BSA a 10 mg/ml ou I'lgG a
1,06 mg/ml) dans du tampon phosphate 5 mM pH 7 & 150 mM de chlorure de sodiontet
nant 0,5 % de TweeR 60 sur la surface de I'échantillon poreux. La durée de réaction est de
deux heures. Puis nous avons éffectué trois lavages successifemieipau tampon phosphate
pH 7,4 contenant du Tweén 20, le second au tampon phosphate pH 7 et le dernier avec une
solution de chlorure d’étanolamine 3 M dans du tampon phosphate pH 7 éfimider les
protéines adsorbées (sans fixation covalente) a la surface de kiélohan

2.2 Caractérisation morphologique du silicium poreux

2.2.1 Contexte

Connaissant les variétés morphologiques poreuses pouvant étraedbfEr gravure électrochi-
mique du silicium monocristallin [107] (figure 2.4), il est important de prévaipiitude de chacune
de ces formes nanomeétriques a accueillir par capillarité des solutions aointiersamolécules orga-
niques de différentes tailles (allant de 7 A pour la glutaraldéhyde a 17 om’[gG).

Figure 2.4 — lllustration schématique de la qualité du remplissage par capillanité gblution dans

des pores en fonction de leurs structures. (a) et (b) Remplissage ttoégdagtition homogéne du

liquide dans les pores continus non ramifiés, (c) répartition hétérogdigudie dans le volume des
pores ramifiés et (d) remplissage partiel des pores discontinus de fatéateires [adaptée de la
figure 1.21]

En effet, I'infiltration homogéne et rapide de ces solutions lors de la fonwi@ation du matériau
et pendant la biodétection dans tout le volume poreux de I'échantillon eousle étre indispensable

57



Chapitre 2 Moyens, conditions d’élaboration et techniques de caratiénis

pour la conception du biocapteur immunologique du glucagon. Cette infiltraéoessite d’abord
I'absence de volumes poreux isolés comme ceux observés avec leglisomginus de formes aléa-
toires (figure 2.4d). La ramification d’un pore, souvent accompaghgerdtrécissement de sa sec-
tion, peut étre a I'origine d’'un remplissage inhomogéne et la rétentionrprédfélle des substances
organiques dans les parties supérieures du volume (figure 2.4c).é0eméne est essentiellement
prévisible avec les solutions colloidales de biomolécules de grande tailleulédaent d'un liquide
dans tout le volume poreux et avec une répartition homogene des susstahiculées nous semble
étre possible dans des pores suffisamment ouverts, de forme contisaresatamifications (figures
2.4a et b). Sachant que l'obtention de l'une ou l'autre morphologie desspwe dépend que des
conditions expérimentales d’élaboration électrochimique du silicium porews, avons effectué une
étude morphologique préliminaire. L'objectif de cette étude était de détermidenkité de courant
ainsi que la concentration en acide fluorhydrique de I'électrolyte diaatidn nécessaires pour ob-
tenir des pores continus sans ramification et de sections assez ouvedees substrats de silicium
de type P, dopés avec des atomes de bore (B) et de résistivité comprise entre 1®et¥cm.
L'ouverture minimale des pores que nous avons présumée favorabléladtion des anticorps anti-
glucagon dans tout le volume poreux et leur répartition homogene par liaievalentes a la surface
interne du silicium poreux préactivée (silanisée et recouverte de dtighyale) était de 50 nm. En
effet, nous avons supposé que des pores d'ouvertures supérmuiégales a 50 nm permettrait le
passage sans difficulté des molécules d’anticorps anti-glucagon de taike227 nm méme apres
leur rétrécissement sous I'effet des étapes ultérieures de la fondisatiom chimique (traitement
thermique, silanisation et fixation de I'agent de couplage).

2.2.2 Etude de la morphologie et de la taille des pores

Nous avons commencé notre travail expérimental par une étude préliminaiiard la morpho-
logie et la taille des pores du silicium poreux élaboré a différentes conddmiensité de courant.
L'objectif principal de cette étude a été l'identification du ou des types de siligareux (ramifié,
continu ou discontinu) obtenus par anodisation électrochimique de sulest®atype P .

Cette identification structurale a été assurée par des observations encopoec&ectronigue a ba-
layage des coupes transversales des échantillons de silicium pordsgs@vec des densités de
courant variant de 25 a 50 mA.crh L'appareil utilisé est un MEB HITACHI S-2500 connecté a un
ordinateur équipé du Logiciel d’acquisition et de traitement d'image AXONEWTEC).

Sur la figure 2.5 sont présentés les résultats des analyses microssagalisges en coupe transver-
sale (figure 2.5-a et b) et sur la surface (figure 2.5-c et d) d'uarédlon de silicium poreux élaboré
avec une densité de courant égale & 50 mAZnPour toutes les densités de courant étudiées, les
parties inférieures des images MEB des coupes transversales desomnchrexc de silicium poreux
révélent une morphologie continue et sans ramifications. Vraisemblabléntentse du niveau de
contraste faible des images prises dans les parties supérieures dessgoureuses, ces observations
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Figure 2.5 — Exemple d'observations microscopiques pour la caractémissticturale d’'une mono-
couche de silicium poreux. a et b : Micrographies MEB d’'une coupestensale d’'un échantillon de
silicium poreux avant et aprés gravure RIE. ¢ et d : MicrographieB lEne surface d’'un échantillon
de silicium poreux avant et aprés gravure RIE.

n’ont pas permis de confirmer la morphologie continue non ramifiée des pbservée dans les par-
ties inférieures de la couche poreuse.

L'observation microscopique de la surface du silicium poreux obtenos das conditions, nous a
révélé la présence de sections de pores de petites dimensions ainsisgioenties creuses et al-
longées (figure 2.5-c). Ne correspondant pas aux sections des pbservés en profondeur de la
coupe transversale de I'échantillon, ces structures superficiellesseaudaient étre parasitaires et
susceptibles d’entraver l'infiltration des molécules organiques, et swgtles de grande taille (les
immunoglogulines) dans les parties ouvertes des pores. Ainsi, nouseanpitsyé la gravure RIE afin
d’éliminer cette couche de faible porosité. Aprés gravure RIE d'urigepde I'épaisseur de la couche
poreuse, I'échantillon de silicium poreux présente une surface plusg@raacomposée de sections
de pores plus ouvertes et de forme polygonale séparées par les cristilisdicium (figure 2.5d).
Ces observations nous ont permis de déduire que le silicium poreux at@sices conditions est
trés probablement constitué de pores en forme de "bouteille". La striictuesm forme de bouteille
des pores, rapportée dans des travaux japonais dans les annéesesdix [151, 152], entraine la
formation d’une "couche superficielle" de faible épaisseur contensiptlgies supérieures des pores
qui sont étroites et de faible porosité [107] (figure 2.6). Durant mathi@&imination de cette couche
de surface, nécessaire pour l'infiltration des molécules organiquedalaouche poreuse, a été assu-
rée par la gravure RIE.
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de surface

Couche poreuse

Substrat Si

Figure 2.6 — Représentation schématique de la structure en bouteille dugteedate silicium poreux.

L'analyse des images obtenues par MEB a la surface d'un échantillaficiiens poreux (préa-
lablement gravé par RIE) permet de mesurer les surfaces des sectiensgs 4 ) et d’en déduire
les diameétres équivalents (D) selon la relation 2.1. Ceci nous a permis d’elidiamétre moyen
ainsi que la distribution de la taille des pores constituant I'échantillon et desfogéomeétriques as-
similées a des cylindres. L'incertitude avec laquelle le diamétre a été estimédaldépka qualité et
de I'agrandissement utilisé de I'image obtenue par MEB.
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Figure 2.7 — Histogramme représentant la distribution de la taille des poresfacesd’une mono-
couche de silicium poreux. Conditions d’anodisation : Substratf$BP~4.10"2 Q.cm, t = 120 s,
[HF] = 10 %.

Par exemple I'analyse de I'image micrographique, présentée sur la figudee® Gonsidérée re-
présentative de toute la surface de I'’échantillon de silicium poreux @amesnt, a permis d'obtenir
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la distribution de taille des pores portée sur la figure 2.7. On en déduit quildades pores de
I'échantillon analysé varie entre 9 et 137 nm et que 56 % des pores sufiamétres supérieurs ou
égaux a 50 nm. Le diametre moyen de ces pores est estimé égal a 56 nmairezeditude de 5 nm.

Aprés avoir identifié la structure générale des couches poreuses)et'abjectif de déterminer
les conditions d’anodisation électrochimique nécessaires a I'élaboratimoniecouches de silicium
poreux adaptées pour la mise en oeuvre du protocole de biofonctiotioalisgous avons étudié
I'évolution de la taille des pores du matériau en fonction du courant d'aabolissur ce type de
substrat. Ainsi, nous avons préparé des échantillons de silicium poneappdiquant des densités de
courant variant de 25 a 50 mA.crh

Densité du courant (mA.cnt?) || 25 | 30 | 35 | 40 45 |50
Diametre moyen (nm) 281 30| 32| 34 53 | 56
% Diameétre > 50nm 0,3|/1,5]| 35| 11,11| 53,85 56

Tableau 2.2 — Diamétre moyen et pourcentage de pores de taille supérisuremapour des mono-
couches de silicium poreux élaborées a des densités de courantsndifer

Les résultats des observations microscopiques en surface de cesliértsasont présentés dans
le tableau 2.2. Nous constatons que I'augmentation de la densité du coarasdidation de 25 a 50
mA.cm~2 entraine une augmentation du diameétre moyen des pores de 28 & 56 nm. ¢enpage de
pores de diameétre supérieur a 50 nm a lui aussi augmenté pour paSs@tgour I'’échantillon de
silicium poreux élaboré avec une densité de courant égale a 25 MAZB6 % sous une densité de
courant de 50 mA.cm?. Afin de mieux illustrer cette évolution morphologique du silicium poreux
nous avons présenté les résultats du tableau 2.2 sous forme de cfigthes2(8).

Sur la courbe (1), nous avons constaté que I'évolution du diamétre m@®mpares (Dm) en
fonction de 'augmentation de la densité de courant suit une courbe amtéssomposée de trois
phases. Une premiére phase (25 mA:ém J < 40 mA.cnt?) faiblement ascendante sur laquelle
les ouvertures des pores sont élargies de I'ordre de 0,4 nm par mA.tes monocouches poreuses
formées sous ces densités de courant sont de type mésoporeux (Dmm) 5L élargissement des
pores est beaucoup plus rapide (3,8 nm par mAnen augmentant la densité de courant de 40
a 45 mA.cnt? d'ou la forte pente de la courbe a ce niveau. Cette partie de la courtiseaye le
passage du type mésoporeux au type macroporeux. La troisieme partieadeba, de pente faible
(0,6 nm/mA.cn1?), marque la limite de I'élargissement des pores a un diamétre moyen de 56 nm pou
une densité de courant égale a 50 mA-éEn effet 'application d’'une densité de courant égale a
55 mA.cnt? a entrainé I'apparition du phénomeéne d’électropolissage sur une partéelantillon.

A 60 mA.cnT2, nous n'avons pas obtenu de couche poreuse et I'électropolisssfié&tendu sur
toute la surface du substrat de silicium anodisé. La courbe (Il) repiast I'évolution du pourcen-
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Figure 2.8 — Evolution de la taille des pores en fonction de la densité de talmandisation appli-
quée lors d’élaboration de monocouches de silicium poreux. Conditiamodisation : Substrat Si
PH(B) p ~ 4.1073 Q.cm, t=120 s, HF 10 %.

tage de pores de diamétre supérieur a 50 nm en fonction de I'augmentatdeltsité de courant
appliquée a une allure similaire a la premiéere courbe (I). On distingue drdeff& parties extrémes
correspondant a la formation de monocouches principalement méssesiedes densités de courant
inférieures & 40 mA.c? (le pourcentage des pores de diameétre inférieur & 50 nm est supési@ur a
%) et I'élaboration de monocouches principalement macroporeuses &udsitéd de courant supé-
rieures & 45 mA.cm? (le pourcentage des pores de diameétre supérieur & 50 nm est sup&asay.

La partie médiane de la courbe correspond a la transition mésoporeuxjoEene.

Ayant supposé 50 nm comme taille de pore minimale favorable a notre applicatmad&tection, la
densité de courant d’anodisation qui nous a semblé la plus adaptéeffeotuer les études de fonc-
tionnalisation sur des monocouches de silicium poreux élaborés sur lustsassi de type P serait
égale 4 50 mA.cm?.

En plus de la taille moyenne des pores et de leur morphologie, la porosité@aamia surface spé-
cifique des échantillons poreux a fonctionnaliser sont des paramétigses dont la détermination
permet de mieux définir le critére que doit remplir la structure poreuse papplication envisagée.
De plus ces différents parametres sont liés entre eux.

2.2.3 Surface spécifique

La surface spécifique généralement élevée que développe le silicienxpmmstitue la propriété
structurale motivant son utilisation dans la conception des biocapteursdBmuiminer la surface
spécifique de nos échantillons de silicium poreux, nous avons cheretabla une relation mathé-
matique simple entre ce parametre et les autres parameétres structurasik¢pdiameétre moyen des
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pores...etc). Ceci nous a amené a simuler la forme géométrique des poeesydirdFes de dimen-

sions identiques (figure 2.9).

st

o e
'

Figure 2.9 — Présentation schématique d’'une monocouche de silicium pdisée pour le calcul
de la surface spécifique.

Selon ce schéma, la surface totale développée par les cristallites d'wleqoureuse "A' peut

étre exprimée par la relation suivante :

A.= N7De + A, (2.2)

Avec "N" : nombre de pores contenus dans I'’échantillon, "D" : diamétreemales pores, "e" :
épaisseur de la couche poreuse gt Aurface de I'échantillon a l'interface air/couche poreuse.

En reliant "N" & la porosité de I'échantillon "p" :

pAs
N = (2.3)
()2
I'équation exprimant la surface ‘Adevient :
pAgDe 4pe
A, = As=As [ 1+ — 2.4
@r " (1+%) @4
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Définie comme étant la surface développée par les parois des porestdmtion par unité de
volume occupé par la couche poreuse, la surface spécifigi@sSéquivalente au rapport de la sur-
face A par le volume occupé par la couche poreuse "V 3z"eAinsi, et en négligeant Ala surface
spécifique "$" (en n¥.cm™3) peut étre exprimée en fonction de la porosité "p" (comprise entre 0 et
1) et le diamétre moyen "D" (en hm) selon la relation suivante :

A 4000
S, = ¢ = p

% 5 (m?%.cm™3) (2.5)

La détermination de la surface spécifique contribue a une caractéridatictusale plus compléte
des couches poreuses élaborées. Par ailleurs, ce paramétre eaeliéta la fraction volumique
des substances organiques contenues dans les pores permettant, aamarteeverrons plus loin,
d’estimer I'épaisseur de la couche de silane fixée et la densité de reamardes cristallites par des
éléments biologiques tels que les anticorps anti-glucagon et des molécliesrdize.

2.2.4 Détermination de la Porosité

Plusieurs modéles théoriques appelés "modéles du milieu effectif" (Maxwele®, Looyenga,
Bruggeman...etc.) [153] ont permis d'établir des relations mathématiques gndresité du silicium
poreux et son indice de réfraction. Le modéle de Bruggeman est le moghiles lexploité. L'utilisa-
tion de ce modéle permet de calculer la porosité du silicium poreux selon lanedafi@ante :

(1— n%zP)(n%z + 2”%‘@?)
3ng;p(l —ng;)

p=1-— (2.6)
Avec ng;p l'indice effectif de la couche poreuse eg;n’indice du silicium massif (3,506t 0,057
dans le proche infrarouge soit entre 900 et 2000 nm). Pour détermimgicé ng; p, des techniques
optiques comme la spectroscopie m-lines, I'ellipsométrie et I'interférométrieténttiéisées dans la
littérature. Toutes ces technigues sont non destructives et permetibrardt des valeurs de porosité
similaires a celles trouvées par gravimétrie.

Ayant choisi 'interférométrie comme technique de transduction pour nppkcation de biodétec-
tion, nous avons décidé d’exploiter cette méme technique pour la déterminatiapdrosité de nos
échantillons de silicium poreux.
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Méthode

La technique interférométrique est une technique spectroscopique expleitgropriétés de ré-
flectivité optique des films minces. Elle consiste a envoyer un faisceau lumineaschromatique a
la surface du silicium poreux et a récolter par la suite la lumiéere réfléchiegttarsurface. En faisant
varier la longueur d’'onde de la lumiére incidente, un spectre de réflectamstitué de franges d'in-
terférences caractéristiques des couches situées a la surfacendatiéam est obtenu.
L'appareillage que nous avons utilisé au cours de cette thése est tnospEee UV/VIS/NIR "Lambda
900" (Perkin Elmer) équipé d’'un accessoire de réflectance spéc(daigée 6°) et couvrant la zone
spectrale 200 - 2000 nm. Le spot d'illumination utilisé avec cet appareitetstrgulaire de longueur
7 mm et de largeur 4 mm. Cet appareil est piloté par le logiciel UV winLab gumpeaussi I'ac-
quisition des spectres. Malgré I'acquisition lente ( 34 s/100 nm), cet appe&sente I'avantage de
travailler en proche infrarouge (1000 nm a 2000 nm). En effet, sur zette spectrale (a partir de
1100 nm), le silicium est transparent. Il en découle une meilleure exploitati@pekctre de réflec-
tance pour la détermination de I'indice de réfraction de I'échantillon de siliciorayx analysé.

Dans le cas d'un échantillon de silicium poreux monocouche (figure 2el8ystéme se comporte
comme une lame a faces planes et paralléles d’indiqgaacé entre deux milieux d'indices, etn..
Ce systeme est un interférométre. Il permet I'observation de franggalds inclinaisons [154].
Ainsi, le spectre de réflectance d’'une monocouche poreuse est céuiiftanges d'interférences al-
ternant des pics et des vallées a des longueurs d’onde caractésstiguploitation de ces longueurs
d’'onde en proche infrarouge (1100 nm a 2000 nm) permet de calcinldick de réfraction de la
couche poreuse analysée. En effet, sur cette zone spectrale, le sédititransparent (la partie réelle
de son indice varie trés peu alors que la partie imaginairegst tres proche de zéro (figure 2.10.b))
et I'indice de refraction "n" d’une couche poreuse est quasimerstanh Les maxima;* sont alors
liés au trajet optique "ne" ainsi qu’'a I'ordre spectral "'m" de la frangeteliférence par la relation de
Fabry Pérot :

2ne = mA)'T (2.7)

L'ordre d’'une frange d’interférence est un nombre entier qui \&féiquation suivante :

)\Z’L—O75

2m < ———— < 2(m+1) (2.8)
m—0,5 m
A0S

Avec A" la longueur d’onde du maximum de la frange d'interférence&t’’, la longueur
d’'onde du minimum situe a droite d€’. Ainsi, la détermination de "m" et I'application de la re-
lation de Fabry Pérot (équation 2.7) permettent de déduire I'épaisstgu@ple la couche poreuse.
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Figure 2.10 — (a) Schéma du principe de la technique interférométrique @plaur une mono-
couche de silicium poreux élaborée sur substrat de silicium et (b) spetrdispersion de I'indice de
réfraction du silicium ) et du coefficient d’extinctionky) [131].

Connaissant I'épaisseur de la couche poreuse de I'échantillon meguésanalyse au MEB, l'indice
est alors calculé et la porosité est déduite par la relation 2.6.

Le champ d’application de cette méthode simple et directe de détermination desepas physiques
a partir de la relation de Fabry Pérot et I'ordre spectral m est limité aux noocbes de silicium po-
reux composés de silicium et de l'air. Ainsi, seuls les échantillons de siliciusupalaborés dans
cette étude morphologique préliminaire ont été caractérisés suivant cettméthcalcul.

Une autre méthode utilisant un calcul plus complexe sera décrite dans lanse8tibafin de caracté-
riser des structures poreuses chimiquement modifiées intégrant destélénitess que le silicium et
I'air (silice et substances organiques).

Résultats

Des échantillons de silicium poreux monocouche ont été élaborés dans ressnaénditions
d’anodisation électrochimique. Ces conditions, qui sont celles qui offixé&s a la fin de la section
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2.2.2, permettent d’obtenir dans chaque couche poreuse plus de 59 pords de taille supérieure

a 50 nm. Tenant compte de I'épaisseur d& 8,1 um mesurée au MEB sur des couches poreuses
élaborées avec une durée d’anodisation égale a 120 s, une dunédigiion égale a 200 s a été
choisie afin d'obtenir des couches poreuses d’'épaisseur avoiksdnim. Chaque échantillon ainsi
élaboré a été gravé par RIE dans un plasma de gaa 8 débit égal a 5 sccm, une puissance de 50 W,
une pression de 10 mTorr et une durée de 30 s. L'analyse au sperea®mé&éhaque échantillon avant
et apres gravure RIE, a permis d’obtenir les spectres de réflectarresmondants dans le domaine
spectrale 200 - 2000 nm (figure 2.11). Les maxima de réflectivité olmsenréstituent les pics des
franges d'interférence. Ils sont localisés a des longueurs d'aftdgitues entre les minima (vallées)
A0S ot AT05 "m" correspond a I'ordre spectral des franges. Ce paramétre @t&éniné par
I'application de I'équation 2.8.

40 -

30 o

20 o

Reéflactance, %

avant gravure RIE
aprés gravure RIE

T T T T T T T T 1
400 a0n 1200 1600 2000

Longueur d'onde, nm

Figure 2.11 — Spectres de réflectance d’'une couche de silicium povaok et aprés gravure RIE.
Conditions d’anodisation : Substrat StB), p ~ 4.1073 Q.cm, J = 50 mA.cm?, t = 200 s, [HF] =

10 %. Conditions de gravure : gaz §&lEebit 5 sccm, Puissance 50 W, Pression 10 mTorr et durée 30
S.

Nous avons observé avec tous les échantillons étudiés que la gra&ienfRdinait le déplace-
ment des franges d'interférence de méme ordre vers les bassesumgdiande. Ce déplacement
révéle une diminution de I'épaisseur optique de la couche poreuse. Geeldent spectral est ac-
compagneé par la diminution de la visibilité des franges d’interférencesrgliités des réflectances
entre les pics et les vallées des franges) trés probablement liée a I'aatjorendle la rugosité au
niveau de I'interface air/couche poreuse. L'épaisseur optique alguehcouche poreuse a été ensuite
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déterminée en utilisant les longueurs d’onde du maximjhae la derniere frange d'interférence sur
le spectre selon la relation de Fabry Pérot (équation 2.7) (section 2.2{23idseur optigue moyenne
des couches poreuses a ainsi été estimée a £98B nm. La mesure de I'épaisseur de la couche
poreuse par microscopie électronique a balayage a permis par la suitertaidétien de son indice
de réfraction. La porosité a été enfin estimée en appliquant la relation Zyéaluare RIE, appliquée
aux échantillons dans I'objectif d’éliminer la couche de surface, estomdgpsans influence sur la
porosité du milieu (tableau 2.3).

n.e (nm) e (nm) n p (%) D (nm)
Avant gravure RIE | 5966+ 82 | 5300+ 100 J/
Aprés gravure RIE | 5213+ 87 | 4631+ 62 1,125+0,015| 90,7+ 1,0 56+5

Tableau 2.3 — Caractérisations physiques de couches de silicium pdfeatudées sur plusieurs
échantillons élaborés dans les mémes contitions avant et aprés grakure RI

Contenant des pores de diamétre moyen estimé a 56 nm environ, ces éatgdélkilicium po-
reux développent une surface spécifique calculé selon la relation 2drdie de 65 m.cm™3. La
surface totale développée par les parois des pores d'une coueuspaiprés gravure RIE serait alors
égale a 300 ch Comparée a la surface du substrat de silicium avant anodisation?j1larsurface
développée par la couche poreuse est trés importante. Il est & si§galement que la surface spé-
cifique calculée de nos échantillons se situe parmi les valeurs les moinssélieviiatervalle donné
dans la littérature suite a des mesures par la méthode BET (Brunauer-Emhegjtdl@dsorption de
gaz (entre 50 et 900 fom~?) [97]. Ceci est essentiellement li¢ & la taille des pores. En effet, les va-
leurs mesurées dans la littérature correspondent le plus souvent agxitigroporeux et mésoporeux
(diamétre < 50 nm).

2.3 Techniques de caractérisation chimique du silicium poreux poute
suivi de la fonctionnalisation

Tout au long de cette these nous avons essentiellement utilisé l'interféronuétriee technique
optique de caractérisation chimique de nos échantillons de silicium poreélaprdifférentes étapes
de la fonctionnalisation. D’autres techniques telles que la Spectrosc@imbme a Transformée de
Fourier (FTIR), I'XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy) et laBpscopie RAMAN ont été aussi
utilisées.
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2.3.1 Méthode par modélisation du spectre de réflectance

La méthode par modélisation du spectre de réflectance a pour objectif Imihteon des frac-
tions volumiques des différents constituants d’une structure poreuge.@&hode consiste a ajuster
au spectre expérimental, un spectre théorique calculé en utilisant les mdéizassfert [155] et la
loi de Bruggeman [156]. En effet, ces matrices permettent de détermirédldetance d’'une couche
poreuse a partir de son épaisseur et de son indice effectif relié a la stimpale la couche par
le relation de Bruggeman. Le spectre de réflectance calculé obtenunesar@au spectre expéri-
mental. La valeur de I'indice est alors ajustée pour que les deux spabitesigue et expérimental)
correspondent bien (fig 2.12). Pour une monocouche de silicium paimple (sans aucun traite-
ment thermique et avant fonctionnalisation chimique), cette méthode esal&ntéva la méthode de
détermination de la porosité exploitant I'ordre spectral m (relation 2.8) eflddion de Fabry Pérot
(équation 2.7. Cependant, la modélisation du spectre de réflectanceeaséthiode plus compléte
puisqu’elle permet de déterminer la composition du matériau poreux méme apion ther-
mique et fonctionnalisation chimique.

—— Spectre théorique
—— Spectre expérimental
30

Réflectance, %

[}
(=1
1

. ‘ T . T . .
10 12 1.4 1.6 1.8 20
Longueur d'onde, ym

Figure 2.12 — Exemple de spectres de réflectance expérimental et tédige couche de silicium
poreux réalisée sur un substrat de tyge P

Pour exploiter cette méthode nous avons développé un programme utilisaimofgmement MAT-
LAB. Ce programme permet de simuler la réponse spectrale (réflectdune)atructure poreuse mo-
nocouche ou multicouche (miroir de Bragg et microcavité) en fonction dentgpasition de chaque
couche constituée par les milieux suivants : air, silicium, silice (produit pgaation du silicium) et
substances organiques telles que les molécules d’APTES, de glutadedegthyimmunoglobulines
gue nous avons utilisées pour la fonctionnalisation du matériau. L'ajustelegspectres expérimen-
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taux obtenus aux différentes étapes de préparation du silicium poreuspaatres simulés par ce
programme nous a permis d'évaluer la composition chimigue du matériau a cftapee Le déve-
loppement de ce programme sera présenté dans le chapitre 3 de ce mhanuscr

Appareillage

Pour les monocouches de silicium poreux, les spectres de réflectanée abtenus au moyen
d’un spectrométre UV/VIS/PIR "Lambda 900" (Perkin Elmer) décrit pdéoéent.
Les spectres de réflectance des échantillons multicouches ont été ahienagen d’un spectromeétre
a fibre optique et a haute vitesse de balayage " HR 4000 " (Ocean Qpécspectrométre miniaturisé
est équipé d'un détecteur CCD linéaire TOSHIBA permettant de travailles ldagamme spectrale
comprise entre 200 nm et 1100 nm. La source de lumiere que nous avoredgisune lampe halo-
géne au tungsténe (20 Watts) Mikropack (HL-2000). La lumiére estyéaven réflexion normale par
une fibre sur la surface de I'échantillon & analyser donnant un spolaire de 1 mm de diamétre.
Le pilotage du spectrométre et I'acquisition des spectres sont assutédqugiciel SpectraSuite. En
plus de l'acquisition rapide, cet appareil présente I'avantage d'ésetmdpact. Il pourra ainsi étre
utilisé dans un systéme de biodétection portatif.

2.3.2 Autres techniques de caractérisation chimique du $dium poreux
a. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTHRiriér Transformed InfraRed
spectroscopy) est basée sur I'absorption d’'un rayonnementanofyarpar le matériau analysé. Elle
permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimitefsctuer 'analyse
des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

Lorsque I'énergie (ou la longueur d’onde) apportée par le faiscemninéux est voisine de I'énergie
de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnementetagistre une diminution
de lintensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge utilisé ici vad@@d@cm ! a 400cm !
(soit une longueur d’onde variant de 2,5 a;2%8) et correspond au domaine d’énergie de vibration
des molécules.

L'analyse s’effectue a I'aide d’'un spectrométre a transformée dadfayui envoie sur I'échantillon
du silicium poreux un rayonnement infrarouge et mesure les longueEurgaedauxquelles le matériau
absorbe ainsi que les intensités de I'absorption. La figure 2.13 décdhéra d’'un spectrométre a
transformée de Fourier.

Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé versiféntamétre de Michelson qui
va moduler chaque longueur d’'onde du faisceau a une fréquenéeediff. Dans l'interférométre le
faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau estdatigée sur le miroir fixe,
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Figure 2.13 — Schéma d’'un spectrométre a transformée de Fourier [157].

le reste passe a travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir mobiled @asadeux faisceaux
se recombinent, des interférences destructives ou constructivagegent en fonction de la posi-
tion du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi par les deux mireissI’échantillon,
ou des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur [ealétpour étre transformé en
signal électrique. Le signal du détecteur apparait comme un interférograc’est a dire une signa-
ture de l'intensité en fonction de la position du miroir. Linterférogramme esbiarnse de toutes
les frequences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite ca@mvartispectre infrarouge par une
opération mathématique appelée transformée de Fourier. Un exemple tte apesi obtenu pour une
couche de silice est montré sur la figures 2.14.

Les informations tirées des spectres sont de deux sortes :

— Informations qualitatives : Les longueurs d’onde auxquelles I'échamtilbisorbe, sont caracte-
ristiques des groupes chimigues présents dans le matériau analysé.|Bepdaimettent d’at-
tribuer les absorptions aux différents groupes chimiques présents. tda gréupe peut donner
lieu a plusieurs types de vibrations et donc a des absorptions a difféfedqeences. Ainsi le
silicium lié & 4 atomes d’oxygéne de la silice donne trois types de vibrations s8e@hing a
1080 cnt! (vibration de valence asymétrique), Si-O bending & 805 ‘c(uibration de défor-
mation dans le plan), Si-O rocking a 450 ch(balancement) comme le montre la figure 2.14.

71



Chapitre 2 Moyens, conditions d’élaboration et techniques de caratiénis

100 S - . S — F_d-vll . P . -
| !
. 1 \ 1
S10H | Loy .
| L |
stretchin | |
80- £ - Y [
e .u - | |
E | S10 |
@ | | bending
2 80 | |
z | il
5 - Si0 |
:'_ 1 | .
S 40 | rocking
1
.
I |
20 S10/ |
|
sirefching | |
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figure 2.14 — Exemple de spectre infrarouge d’une couche de type silice

— Informations quantitatives : L'intensité de I'absorption a la longueur dkoraractéristique est
reliée a la concentration du groupe chimique responsable de I'absoratiomesurant l'aire
du signal caractéristique on peut, si on connait I'épaisseur de la €occmparer la propor-
tion d’'un groupement chimique donné dans plusieurs échantillons ou siipe eomposition
constante avoir une idée de I'épaisseur des films les uns par rapp@tiges. Pour avoir une
mesure absolue il convient d’étalonner auparavant les couchespaautre technique pour
pouvoir établir une relation expérimentale entre intensité du signal et pimpou épaisseur.

Pour le silicium poreux I'analyse est effectuée en profondeur sur téytaisseur de la couche po-
reuse. Les analyses IR effectuées dans ce travail ont été réaleéasnaspectrométre FTIR 100 de

Perkin-Elmer.

b. XPS
principe

L'XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy) ou spectroscopie EEIZEtron Spectroscopy for
Chemical Analysis) est basée sur la photo émission. Lors de l'irradiatiategghotons X, les atomes
d'un solide émettent, par effet photoélectrique, des électrons appealésfgctrons. Le principe de
la spectroscopie ESCA consiste a analyser en énergie cinétigug (Es électrons photo émis lors
de l'irradiation par un faisceau mono énergétique de photons X. Le dimgeaénergétique du phé-
nomene est alors représenté sur la figure 2.15 :
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Figure 2.15 — Diagramme énergétique de la photo émission

L'énergie de liaison g caractérisant un électron d’'un niveau électronique donné, estatinent
accessible par la simple relation de conservation de I'énergie :

Ep = hv — Ecip, (2.9)

ou hv est I'énergie des photons X incidents ei;EI'énergie cinétique mesurée.
Tout électron des couches électroniques de coeur ou de valencééhamngie de liaison est infé-
rieure a v peut étre extrait. Le spectre des énergies de liaisons des électronsulesbspécifique
d’'un atome ce qui permet son identification et son dosage dans un codgrus& Tous les atomes
possédant des niveaux de coeur (tous sauf H) sont détectal &CA’ est une méthode d'analyse
élémentaire.
Lors du transfert de I'électron vers la surface a travers le solidei-cigheut subir des interactions
inélastiques qui se traduisent par I'existence d'un libre parcours m@gelibre parcours moyen joue
un réle prépondérant en limitant I'épaisseur analyskelépend de I'énergie cinétique de I'électron
et du matériau (composition, densité) et est de I'ordre de 1 a 5 nanoniédreansfert des électrons
dans la matiére suit une loi d’absorption exponentielle et I'on montre que €8 %tgnal provient
d’une profondeur inférieure a\3ind. LESCA est donc une méthode d’analyse de surface.
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L es spectres

L'XPS est une technique d’analyse a la fois qualitative et quantitative ;

— Analyse qualitative : Les spectres des photoélectrons sont refiréskrectement en énergie
de liaison et l'identification des éléments présents en surface du matérefteetiée a partir
des pics photoélectriques qui apparaissent sur le spectre de grarnd¢ fenétre en énergie) :

Ols

1200 1000 800 B00 fl[l 0
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:'| Si2p3/2
| I
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H""‘-\-\._\x M~ I|I
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|'I I|
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Energie de liaison, ev

Figure 2.16 — a. Spectre de survol de §i®. Déplacement chimique du spectres Si2p

La figure 2.16.a, correspondant au spectre de la silice, illustre parfaitéentype de spectres
obtenus : une série de pics apparait, ceux-ci reflétent directementdtustrélectronique des
atomes. Les pics sont indexés de la méme fagon que les couches éleesatngtisont issus
les photoélectrons. lls sont repérés par les nombres quantiques res, fiteaux p, d, f sont
dédoublés par l'interaction spin-orbite, les rapports d’'intensité desleksyi(1/2, 3/2), d(3/2,

5/2) et f(5/2, 7/2) sont respectivement 1/2, 2/3 et 3/4. L'écart ensredies d’'un doublet varie

de quelques eV a quelques dizaines d’eV (cf. cas du silicium avec leSi2ip3/2 et Si2pl/2
sur la figure 2.16.b).

— Analyse quantitative : L'intensité | d’'un pic photoélectrique permet disse¥da quantification
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d'un élément ou d’'une espece chimique émettrice et de déterminer les stoétigs avec une
exactitude pouvant étre meilleure que 5 %. LESCA est une méthode dsnglyantitative.
Cette intensité, mesurée sur un spectre particulier aprés soustractiomitddebiond, dépend
de la concentration atomique N de I'élément considéré (dans le cas d’'unkechomogene
d’épaisseur infinie) selon la relation :

I=KNo) [1—exp( : )} (2.10)
Asinf
K est une constante qui dépend de I'appareillage et notamment de la fodetibansmission
de l'appareil qui nécessite d’'étre connue dans la gamme d’énergieettidit la section effi-
cace de photoionisation (probabilité d’ionisation du niveau de cur caiéidées valeurs dé
ont été calculées pour la plupart des niveaux électroniques excitésrpa K de I'aluminium
(tables de Scofield) est le libre parcours moyen de I'électron. Dans une premiére approche,
pour les énergies cinétiques supérieures a 100 eV, il est admis que Ipdils@urs moyen de
I'électron varie comme la racine carrée de I'énergie cinétigue (Ec;,/2). 6 et z sont res-
pectivement I'angle d’analyse et la profondeur d’analyse.
Ainsi, il est possible d’établir trés facilement les rapports atomiques de ééments A et B

d’aprés la formule :

Na _ Is op(Ep)'”

= _ 2.11
Np  Ip oa(Ea)Y/? @11)

La limite de détection de la technique dépend bien évidemment de la sectionestffcatio-
toionisation de I'élément considéré : celle-ci peut étre meilleure que@’Line monocouche
atomique dans le cas des éléments les plus sensibles.

Appareillage

L'ESCA est une technique qui nécessite 'emploi de I'ultravide 1010~ mbar), en effet, il
convient d’éviter aux électrons d’'étre diffusés par les molécules de Ish@e résiduelle au cours
de leur trajet jusqu’au détecteur.

Les principaux éléments d'un spectrométre de photoélectrons sont :

— une source de RX
— un analyseur permettant la mesure de I'énergie cinétique des électrons
— un systéme de détection et de comptage (associé a une informatiquesiteegu
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Pour utiliser cette technique nous avons collaboré avec l'institut de pleysiguRennes (IPR) qui
dispose d’'un appareil ESCALAB MKII (VG Instrument). Cet apparsil en dispositif expérimental
sous ultravide composé de trois chambres; (i) un sas d’introduction dastéons, (ii) une chambre
de préparation et (i) une chambre d’analyse sousd@bar. Le spectrométre est lié & un ordinateur
équipeé du logiciel Eclipse (VG scientific) permettant I'acquisition et le traiterdestdonnées.

c. RAMAN

La spectroscopie Raman est une technique d’analyse non destrbeés sur la détection des
photons diffusés inélastiquement suite a I'interaction de I'échantillon avégiseeau de lumiere mo-
nochromatique. La différence de fréquence entre photon excitatphotin diffusé renseigne sur la
nature chimique de la molécule a l'origine de la diffusion.

En spectrométrie Raman, I'analyse se fait par excitation du matériau. Pamtéigeau énergétique
virtuel par une puissante source lumineuse monochromatique de typellesEmet ensuite une ra-
diation qui est collectée puis analysée par un détecteur adéquat digidjeCette radiation comporte
deux types de signaux. Le premier trés majoritaire correspond a la diffagleigh : la radiation
incidente est diffusée élastiguement sans changement d’énergie @torgdeur d’onde. Toutefois,
des photons dans un nombre tres limité de cas peuvent interagir avec la n@zeiéreci absorbe (ou
céde) de I'énergie aux photons incidents produisant ainsi les radi@tokes (ou anti-Stokes). La
variation d’énergie observée sur le photon nous renseigne alorsssuivéaux énergétiques de rota-
tion et de vibration de la molécule concernée.

v=4
v=3
=1 =2
v=1
v=0 . .
Echauffement de 1’échantillon ou
Fluorescence
g Niveaux
e, S virtuels
A
Stokes Anti-
v=4 Stokes
0 o
= = 5
=1 —
v=0
Excitation dans le visible Excitation dans I'infrarouge

Figure 2.17 — Diagramme de Jablonski : Evolution de I'énergie de vibratiom aome stimulé par
un laser.

Dans le cadre de la spectrométrie Raman, on s'intéresse aux énergibsatierv et de rotation,
tres faibles, en comparaison de celles des photons incidents. Comme l'indifigere 2.17 cette
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derniére ne correspond pas a un saut entre deux niveaux éneegétig’explication du phénomene
Raman doit faire intervenir des niveaux énergétiques virtuels. Poumantolécule ne peut a priori
absorber un photon pour passer a un état plus excité que si I'énergéedirnier correspond a I'écart
entre le niveau énergétique actuel de la molécule et un autre niveamiSpeC’est le systéme de la
guantification des niveaux d'énergie. Or, ici, on observe que la moléhderbe quand méme une
partie du rayonnement incident, juste ce qu'il faut pour sauter survganid’énergie possible. Du
point de vue quantique, on peut I'expliquer en faisant intervenir l'ictiima de I'onde incidente avec
les vibrations moléculaires de la matiére. La conservation de I'énergie imposerelations pos-
sibles :

hW, = hW, + hWs (2.12)

Ou bien

hW, = hWag — hW, (2.13)

La molécule peut donc utiliser une partie de I'énergie incidente. Le phoianadé une fraction
de son énergie a maintenant une énergi&hou E représente un saut énergétique entre deux niveaux
vibrationnels (de rotation ou de vibration translation). Il est donc catiaétpar une fréquence plus
faible (raies Stokes).

Le phénomene aboutissant a la formation des raies Anti-Stockes est sinhitaggqu’'une molécule
est dans un état excité - ce qui est trés peu probable - elle peut seit¥sen donnant de I'énergie a
un photon incident. Le photon a alors I'énergieH. Ce qui se traduit en terme spectral par I'appa-
rition de raies symétriques a celles de Stokes (par rapport a celle de Raykstja dire la longueur
d’'onde incidente). Leur amplitude est toutefois faible (inférieure a celieales Stokes notamment)
car conformément a la loi de répartition de Boltzmann la probabilité de présiescétats excités est
trés faible

La figure 2.18 schématise le principe du spectrométre Raman. Les radidtiopssdurce laser
puissante sont conduites dans une fibre optique jusqu’'a I'échantilloalgsan et provoquent son
excitation. La lumiére produite est recueillie par un capteur, puis achemanéme fibre optique jus-
gu’au séparateur. Couplé a un détecteur celui-ci fournit alors desds sur I'échantillon qui n’ont
plus qu’a étre traitées informatiquement.

Tous les matériaux peuvent étre analysés par spectroscopie Ranmajuaygeit I'état sous lequel ils
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MiCrasco pa diffraction
grating CCD camera
holographic
fillers
sample
beam expander -~

Figure 2.18 — Schéma de principe d’'un spectrometre Raman.

se présentent (solide, liquide ou gazeux) et sans préparation pegadaticuliere.

Position des raies :
espéces chimiques,
Symétries

Décalage :
état de contrainte,
fempérature

Intensité
concentration

Nombre d'onde ou énergie

Figure 2.19 — Informations qualitatives et quantitatives fournies paraiadraman.

Les informations obtenues d’un spectre Raman sont multiples (figure 2.19) :

— la position des raies (valeur de I'énergie ou fréquence) renseighessespéces chimiques en
présence dans I'échantillon,

— lalargeur des pics a mi hauteur fournit des informations sur la struatutéahantillon,
— lintensité d’'un pic peut étre reliée a la concentration de I'espéce,
— le déplacement des pics est fonction de I'état de contrainte et/ou de la &unpér
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Pour effectuer les mesures RAMAN durant ma thése nous avons utilispeatr@amétre HR 800
(Horiba / Jobin-Yvon) de la plate-forme ONIS située a l'université de Rerin Les deux sources
d’excitation utilisées pour ces mesures sont un Laser a gaz He-Ne énie8a8tnm et une diode
laser solide émettant a 785 nm. L'objectif de cette étude était le suivi dageefioléculaire en pro-
fondeur des couches du silicium poreux. Un microscope confocakestié au spectrometre.

2.4 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté I'ensemble des conditionsidaiwdet des moyens de
caractérisation que nous avons utilisé au cours de cette these. NogZgabement présenté les ré-
sultats d’'une étude que nous avons mené dans I'objectif de recherstemiditions d’'élaboration
de monocouches en silicium poreux avec des caractéristiques phy§igiliesdes pores et surface
spécifique) adaptées a notre application biocapteur. Enfin nous agorislés techniques que nous
avons utilisées pour la caractérisation chimique des couches poreusedempdifférentes étapes
de biofonctionnalisation. Avant de présenter les résultats de cette cevaiod@ (pour le suivi de la
fonctionnalisation) nous développons dans le chapitre suivant du erinies éléments essentiels
que nous avons utilisés pour mettre en place un programme permettant de Emépense spectrale
des structures poreuses monocouches et multicouches a différeptesdadeur préparation.
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Chapitre 3

Simulation de spectres de réflectance de
structures optiques a base de silicium
poreux

3.1 Introduction

Afin d’exploiter au mieux les propriétés de réflectivité optique de siliciumypodans la carac-
térisation physico-chimique des structures optiques que nous avonsaélaldobase de ce matériau,
nous avons développé un programme permettant de simuler la réponBalepae ces structures a
différentes étapes de leur préparation [158]. Ce programme calculieletaéce d’une structure po-
reuse monocouche ou multicouche en appliquant le formalisme des matricagsfertr [155] et en
partant des indices reliés a la composition des milieux effectifs par le modélaudgésnan [156].
Ainsi, I'ajustement des spectres théoriques simulés par ce programme eairespexpérimentaux
permettra I'estimation de la composition de la structure poreuse analysédgatométrie.

Dans ce chapitre nous présentons le principe d’application du formalissnmaleices de transfert
pour la détermination de la réflectance d’'une structure optique a base desifioreux. Ensuite
nous introduisons le modéle de Bruggeman.

3.2 Application du formalisme des matrices de transfert dans une strer
ture a base de silicium poreux constituée d’'une seule couche
A la fin de son élaboration par anodisation électrochimique, une monocdeacdsikcium poreux
est uniguement composée de cristallites de silicium séparés par des indegsticaous appelons

"pores" et qui sont remplis d'air. Cette composition binaire (silicium + aigt g&oluer suite a une
oxydation thermique incorporant des atomes d’oxygéne dans les cristallitestraitement chimique
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remplacant une fraction de I'air contenu dans les pores par d’autreg g (solvants et substances
organiques). Pour toutes ces compositions, la couche poreuse Figgupeut étre considérée comme
un milieu effectif 1 d’'indice moyen égale 4 et délimité par les deux interfacég1 et 1/3 qu'l
forme respectivement avec les miliedxair) d’'indice ny et le milieu3 (silicium) d’indice . Pour
un rayon issu du milied et se propageant a travers la couche poreuse, la matrice de transfert
s'écrit selon I'équation suivante :

T(A\) = Msy - Py - My (3.1)

Figure 3.1 — Schéma de la matrice de transf&pt) pour une monocouche de silicium poreux (milieu
1 délimité par les milieux = air et3 = silicium).

avecM;; les matrices de passage aux interfaggst P, la matrice de propagation dans la couche
poreuse (milied).

Pourr;; ett;;, respectivement les coefficients de réflexion et de transmission paayan issu
du milieus et arrivant en incidence normale a l'interfage la matrice de passagd;; du milieu
(d'indice n;) vers le milieuj (d'indice n;) se définit par :

1|1 i
My = — " (3.2)
tij Tij 1

Les coefficients de réflexion et de transmission sont exprimés par léemeld.3 et 3.4

n; — 77,]‘
g 3.3
"ij n; +n; ( )
277,1‘
P 3.4
vy (3.4)

La matrice de propagatioR; dans la couche poreuse (mili¢ud'épaisseue se définit par :

o1 0] (3.5)

P = e
0 ¢
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avec .
2

¢1 = exp(i-ng - N e) (3.6)

Le coefficient de réflexiom s’obtient a partir du calcul du rapport des composantes 2-1 et 2-2 de

0

T171 + T172.T =t

la matrice de transfeff'(\)

T271 + TQ’Q.T =0

Tva Tip

)

Th1 159

avecT'(\) = dou :

T4

- 3.7
Trs (3.7)

r =

Enfin, la réflectancdz(\) est reliée aux éléments, ; etT > de la matricel’(\) par la relation
suivante :

Tz,
R=|—"— 3.8
oo (3.8)
R en amplitude est alors égale a :
R(A) =r(\)-r(N) (3.9)

(r(X) : coefficient de réflexion conjugué)

3.3 Application du formalisme des matrices de transfert dans une strer
ture multicouche a base de silicium poreux

3.3.1 Principe

Le formalisme des matrices de transfert peut étre développé dans lestasotigres multicouches
en tenant compte de la succession des couches considérées et en lgflisaatrices de passage et
de propagation associées a ces couches.

Ainsi, dans le cas d'une structure composée de I'empilement de (f-1hesporeuses (milieuk

- . . 1 t
1,2,..(f —1) d'indices respectifag, n1, na, ..n(s_1)), la matrice de transfefft (\) =10 pour
T
un rayon issu du milie0 (air) délimité par l'interfacé)/1 et se propageant jusqu’au mili¢i — 1)

délimité par l'interface f — 1)/ f (figure 3.2) s'écrit :
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T(A) = Myp-1) - Pg—1) - M(p-1)(p-2) - Plg-2) - Mg (3.10)

2 i ] (-2) (-1} f

sificium

Figure 3.2 — Schéma de la matrice de transfépt) pour une structure multicouche de silicium poreux
délimitée par la miliew (air) et le milieuf (silicium).

L'application de ce formalisme est notamment intéressante lors de la concdptistnuctures
multicouches a réponse optique particuliere comme les miroirs de Bragg et lesawités que nous
décrivons dans les paragraphes suivants.

3.3.2 Miroir de Bragg

Un miroir de Bragg a base de silicium poreux est une structure photoninstitciée de I'empi-
lement vertical périodique de deux couches d’indices de réfractioéréiffsn, etn, et d'épaisseurs
optiques égalesfe; = noes) (figure 3.3.a). L'élaboration d’une telle structure par anodisation élec-
trochimique de silicium est assurée par I'application de deux densités dentduet J, alternées N
fois pendant des duréesdt t, (figure 3.3.h).

La matrice de transfeff(\) pour un rayon issu du milieu 0 (air) délimité par I'interfaél et se
propageant successivement dans 'alternance des milieux 1 (coumdtiealn) et 2 (couche d’indice
ns) jusqu’a l'interface2/3 entre les milieux 2 et 3 (figure 3.4) est donnée dans ce cas par la relation
suivante :

T(A) = Msy - (Py+ Moy - Py - Myg)V ™ Py« My - Py - Myg (3.11)

avec:
— M;; les matrices de passage aux interfages
— P; les matrices de propagation dans les milieux
Une telle structure photonique entraine la réflexion totale de la lumiére incidéamt®r@dgueur
d'onde\p égale a quatre fois I'épaisseur optique (4ne) des monocouches de siiciennx consti-
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@l b

air

e
e, Monocouche 2, indice n,

N alternances

Densité de courant (j), mA.cm?

silicium

ty MN(t;+;)
Durée d’anodisation (t), s

o +
oy

Figure 3.3 — Schéma d’'un miroir de Bragg a base de silicium poreux (ahetp® de son élaboration
par anodisation électrochimique (b).

0 { 2 { 2 { 2 3
air sificium
1 |t
r 0
. /
V—
M alternances

Figure 3.4 — Schéma de la matrice de transfgpt) pour un miroir de Bragg a base de silicium poreux
délimité par la miliew (air) et le milieu3 (silicium).

tuant le miroir de Bragg (relation 3.12).

)\B =4 (nlel) =4 (n2€2) (3.12)

Un exemple de spectre d’'un miroir de Bragg simulé par I'application de ce fismmaa base
de matrices de transfert est représenté sur la figure 3.5. Concu reedternance N égale a 10 de
deux couches poreuses d'indices de réfraction égaux a 2,002 at (&D00 nm) et d'épaisseurs
respectivement égales a 148 nm et 186 nm, ce miroir de Bragg se caraptirla formation d’une
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bande interdite photonique centrée a 1200 nm empéchant les ondesédegtétiques de se propager
a l'intérieur du milieu.

100
80
60 -

40

20-:5!\[\/\;
1:: 3 P
Fvvvy
] 2 1

T T T T T T T
600 1oo0 1200 1400 1600 1800

Reflectance, %

1
2000
Longueur d'onde, nm

Figure 3.5 — Spectre de réflectance théorique d’'un miroir de Bragg en silfpineux centré a 1200
nm.

La largeur de cette bande spectrAlg, est donnée par la relation suivante :

N 2)\0A7”L
™

AN

(3.13)

avecAn = ng —nj etn = (ng +nq)/2

et oun, est l'indice de réfraction de la premiére couche, constituant le motif, egare; etno
est I'indice de réfraction de la deuxiéme couche, constituant le motif, id'sgare;.

La réflectance a ce niveau est alors maximale et peut étre reliée ausiddicéfractiom; etns
par la relation suivante :

. (3.14)
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3.3.3 Microcavité

Une microcavité est une structure verticale constituée comme le montre la figute @eux mi-
roirs de Bragg (Miroir A et Miroir B) séparés par une couche d’émais®ptique multiple de\,/2
appelée couche active (CA) pour une structure luminescente qui esltian effectif d’'indicen, et
d’épaisseueq. Le miroir A est constitué d’'une alternance de couches qui sont des milleudices
effectifsn, etny et d’'épaisseurs; etes, répétéeN 4 fois alors que le miroir B est constitué d’'une
alternance de couches de milieux d’indices effectifetn, et d'épaisseurs, ete; répétéeVy fois.
L'épaisseurec de la couche active est égale au double de I'épaissete la couche d’'indice; .

0 7 2 7 2 { 2 1 2 { 3

silicium

t
—
0

7
— -~
Miroir A Couche active CA Miroir B
N, alternances (1/2) e.=2e, N = Ny Mg alternances (2/7)

Figure 3.6 — Schéma de la matrice de transf&rt) pour une microcavité.

La matrice de transfeff(\) pour un rayon issu du milieu 0 délimité par l'interfa@gél et se pro-
pageant successivement dans 'alternance de milieux 1 et 2 définimdianse 3.6 jusqu’a l'interface
1/3 entre les milieux 1 et 3 est donnée dans ce cas par la relation suivante :

T(A\) = Msy - (P, - Mg - Py - Mo)NVB - Poy - (Myg - Po - Moy - P1)NA - My (3.15)

avec :
— M;; les matrices de passage aux interfaiges

— P; les matrices de propagation dans les milieux

La matrice de propagatioR; dans le milieu 1 se définit par :

1 0
= _ 3.16
Py 0 ¢1] (3.16)

avec . )
¢1 =exp(i-ng - Tﬂ -eq) (3.17)
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La matrice de propagatioR; dans le milieu 2 se définit par :

2 0
Py = ¢ _ (3.18)
0 ¢
avec :
. 27
2 = exp(i-ng- 3 €2) (3.19)
Et la matrice de propagatioR dans la couche active (milieu 1 d’épaisseur double) se définit
par :
0
po—|?¢ O (3.20)
0 ¢c
avec :
. 27
oo =exp(i-nq - 3 ec) (3.22)
et:
ec =2 e
100 o mr—\
I B
{ I
] ;
J :
4 i
R o4 i J i /\
g i toi
L s JH b
= a0 - f‘ }'\ ( ! i i /\
8", 11 P 1
o . i + H b
S FEEREIREINE wioipA
o SRR ISR A A
TR S oyl
Wl yd g ¢ H i k4
.1] TR H
Heypiid v
139t
o<
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800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Figure 3.7 — Spectre de réflectance théorique d’'une microcavité en silicitempcentré a 1200 nm.

La simulation de la réflectance d'une telle structure (figure 3.7) montre laqprésie deux bandes
spectrales de réflectivités élevées séparées par un pic (en credégotk@ance appelé "pic de Fabry
Pérot" ou aussi "mode de Fabry-Pérot" (mode de résonance) et sit@gd@gueur d’onde spécifique.
Etant reliée aux épaisseurs optiquese etnqes), des couches poreuses constituant la structure mul-
ticouche, cette longueur d’onde est vraisemblablement sensible autioregid’indice de réfraction
de ces couches. La figure 3.8 représente la simulation de I'influence dariation d'indice de ré-
fraction des couches poreuses de I'ordre de?1€ur la longueur d’onde du mode de Fabry Pérot.
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Une différence de 15 nm a été obtenue. En associant la variation ded’'iadio changement dans
la composition du milieu, le déplacement du pic de Fabry Pérot peut sendlichiieur dans le suivi

physico-chimique d’une telle structure poreuse.

120 o

n, =2,002,n_=1601
n,=2,028,n =1622

Réflectance, %

AXL=15nm

T T T T T T 1
1000 1100 1200 1300 1400
Longueur d'onde, nm

Figure 3.8 — Déplacement du spectre de réflectance théorigue d'unecaviitéoen silicium poreux
entrainée par une variation d’indice du milieu de I'ordre de?10

3.4 Modéle de Bruggeman

Par ailleurs, dans le formalisme a base de matrice de transfert, il nousfa#itre la dispersion
de l'indice de réfraction des couches poreuses. Pour cela, noos atitisé le modéle de Brugge-
man qui considére chaque couche poreuse comme un milieu effectif d'idelicsraction relié a la
composition des éléments qui le constituent par la relation suivante :

' (€ —€)
zi: C; PEs 0 (3.22)

avec :
— ¢; = n?, n; étant l'indice du constituarit

— ¢ = n?, n étant l'indice du milieu effectif
— C; : fraction volumique des constituants

et

S =1 (3.23)
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Nécessitant plusieurs étapes de traitement thermique et chimique poupaeafich a une ap-
plication de biodétection, une monocouche de silicium poreux peut ainsid@isidérée comme un
milieu composé de silicium, d’air, de silice et de matiére organique a des promovisiables en
fonction du stade de préparation de I'échantillon. La matiére organiquerasndans la couche po-
reuse doit étre introduite par fonctionnalisation chimique du matériau popeéaléblement oxydé)
selon le schéma réactionnel (figure 2.2) composé des trois étapes ¢y Eosilanisation, (i) le
couplage du glutaraldéhyde et (iii) la fixation des anticorps anti-glucagon.

Soit Csj, Cair, Csi05s Cmolys Cmoly, €t Ciols r€SPEctivement les fractions volumiques des élé-
ments suivants : silicium, air, silice, silane, glutaraldéhyde greffé et apcta milieu effectif relié
au modele de Bruggeman regroupe I'ensemble de ces fractions dankimeaonstant tout en né-
gligeant les modifications chimiques a la surface externe de la couchespdfigure 3.9).

Air

Milieu
effectif

Figure 3.9 — Schéma du milieu effectif appliqué a une couche poreuse fumaligte.

Selon ce modéle, nous avons :

Coir +Csi + CSiOg + Cmol1 + Cmolg + Cm0l3 =1
et
1—¢ €5 — € €Si04 — €

Cai Cs; Cs;
azr‘1+2€+ SlESi+2E+ Si09

€molyg — €
€moly + 2€

€moly — €molo — €
oL o2 +Cmol3

€
+C + Crory —12 — %
moly molag Emols T 2¢

€510, T 2€ €mol; + 2€

Il faudra donc résoudre cette équation pour connaiétedoncn en tenant compte des différentes
fractions volumiques des milieux.
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3.5 Détermination de l'indice de réfraction d’un milieu effectif consti-
tué de6 éléments différents dans le cas de monocouches

La méthode de détermination de l'indice effectif de la monocouche de siliciueupdopnc-
tionnalisée consiste a utiliser le modéle de Bruggeman aprés chaque étaplalardtion et de la
fonctionalisation du silicium poreux partiellement oxydé de maniére a n'awimgseul parameétre
inconnu : la fraction volumique du constituanapres I'étapé. En fixant initialement et de maniére
arbitraire ce paramétre, I'indice du milieu effectif peut étre calculé. La réflectance théorique pour
chaque longueur d’onde peut alors étre également calculée grace thtadmdes matrices de trans-
fert appliguée au systéme a une couche. Un spectre de réflectandgqubéast alors obtenu et est
comparé au spectre de réflectance expérimental. Le paramétre (la frasdtiorique du constituarnt
aprés I'étape) est alors ajusté pour que les spectres théorique et expérimental eoincid
Nous détaillons ci-aprés la méthode appliquée aux différentes étapes.

Etape 0 : aprés élaboration du silicium poreux

Les constituants a cette étape sont I'air et le silicium. On a donc :

Cair + CSi =1
et I'équation de Bruggeman s’écrit :
1 —n?2 nzsl —n?
Cair'm‘i‘csrwfo

A partir de ce2 équations, 'indice de la couche poreus@eut s'exprimer en fonction d’'une
seule inconnueC,;, ; 'epaisseur mesurée par MEB étant fixé.

Pour une valeur d€,;, donnée, connaissant I'évolution de; en fonction de la longueur d’onde,
on peut donc déterminer I'évolution de I'indice du silicium poreu} €én fonction de la longueur
d’'onde. Un spectre théorique de réflectance de la couche poreuse@e étre calculé. Celui-ci
est comparé au spectre expérimental. On cherche alors la val&uly;,dgui permet d’ajuster les 2
spectres. On en déduit ensuite la valeutde a partir de la premiere équation.

Etape 1 : aprés gravure RIE

Ayant pour objectif I'ouverture des pores a la surface de I'échantillogydaure RIE élimine
la fine couche de surface sans modifier la composition de la couche pofénsi, les constituants
a cette étape sont l'air et le silicium. Les équations appliquées pour |'étépédante sont alors
valables pour celle ci. En supposant que la gravure RIE est sahs@ffia porosité de la couche de
silicium poreux, I'ajustement entre le spectre théorique et expérimenffadiiee alors en diminuant
I'épaisseur utilisée dans I'étape
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Etape 2 : Oxydation partielle du silicium poreux

Les constituants a cette étape sont I'air, le silicium et la silice :

Soit C, la fraction du silicium qui s’oxyde. La nouvelle fraction du silicium est sl6g; — C.
L'oxydation du silicium s’accompagne d’'une augmentation de volume. Le d&rpansion de la
transformation du silicium en silice est de 2,27 [159].

Ainsi, la fraction volumique de silice formée est égal€@ao, = 2,27 - C. La porosité diminue
alors d’une fraction volumique égalela27 - C.

L'équation de Bruggeman s’écrit alors :

1 —n? n%. —n? n?qlo —n?
Cair —1,27C) - ——— + (C5; — C) » 22— +2,27-C- 42— =0
( air ) 1+2n2 ( Si ) n%i+2”2 n257;02 +2n2

Cur €t Cg; ayant été déterminées a I'étape précédente, la seule inconnue dans watitmézpst
la fraction de silicium s’oxydant€.
En fixant une valeur de C et en résolvant I'équation de Bruggemannateéduit I'indice de

la couche de silicium poreux partiellement oxydée. On définit le taux datkyd par le rapport

_ C
T_CSi'

Le taux ajustant les spectres expérimental et théorique permet d’einadiédinaction de silicium

oxydéeC' et les nouvelles fractions volumiques d’dlf,,. et de siliciumCy, :
Cli.=1-Cgi0, — (Csi —C)=1-2,27C+ C — (1 — Cuir) = Cqir — 1,27C

air

Cy; =Cgi —C
Etape 3 : Silanisation
Les constituants a cette étape sont I'air, le silicium, la silice et TAPTES (molégu@nla alors :

Ctllli'r + Cfs‘i + Csi05 + Cmoty =1

avec:
C(/l/iT = Czlu'r - Cmoll
L'équation de Bruggeman s’écrit alors :
2 2 2 2
’ 1—n2 , n%z —n? nsiog, — M Moty — ™
- ;- Csi0y =222 4 Oty - 22— =0
air ] | op2 Si nQSl T on? + Csi0, ngiOQ T on2 + ly ngrwll T 2n2

C'yim C%; €tCsio, ayant été déterminées a I'étape précédente, la seule inconnue danguette é
tion est la fraction volumique d’APTES\,,,;,) dans les pores lors de la silanisation en connaissant
l'indice de réfractionn,,,,;1 (égal a 1,423 selon [160]) supposé constant dans la gamme de longueur
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d’onde utilisée. Pour une valeur dg,,;, , en résolvant I'équation de Bruggeman, I'indice de la couche
de silicium poreux partiellement oxydée et silanisée est calculé. A partira@dar deC,,,;, per-
mettant d’ajuster les spectres expérimental et théorique, on en dédaittiarfirvolumique d’APTES
Chmol, a@insi que la nouvelle fraction volumique d'&if}, (les fractions volumiques de silicium et de
silice restant constantes).

Etape 4 : Couplage aldéhyde

Les constituants a cette étape sont I'air, le silicium, la silice, ’TAPTES (molécud¢l&)glutaral-
déhyde (molécule 2).
Onaalors:

Cél,/i/'r + C,IS'L + CSiOg + CV’moll + C’m012 =1

avec :

" ’
Cair = Cai'r - Cm0l1 - Cmol2 = Cair” - Cmolg

L'équation de Bruggeman s’écrit alors :

2 2 2 2 2 —n2 2 2
1" 1—n? / Mgy — N +C "Si0, n +C nmoll n +C nmolQ n -0
air 2 Si" 2 | 9.2 SiO2 " 5~ | 5 3 moly " o 55 moly " o 55 T
1+2n ng; +2n N30, + 2n Mrmoly + 2n Moly + 2n

Nir Cair Csio, €1Ch,,, ayant été déterminées a I'étape précédente, la seule inconnue est ici la

fraction volumique de glutaraldéhydg,,,;, dans les pores lors du couplage.

Pour une valeur d€,,,;,, en résolvant I'équation de Bruggeman, l'indice de la couche de silicium
poreux partiellement oxydée, silanisée et ayant subi I'opération dadameiest calculé en connais-
sant I'indice de réfractiom,,,;» (égal & 1,4338 selon [161]) supposé constant dans la gamme de
longueur d’onde utilisée. A partir de la valeur @g,,;, permettant d’ajuster les spectres expérimental
et théorique, on en déduit la fraction volumique de glutaraldéliyglg, ainsi que la nouvelle fraction
volumique d'airC’y’, .

Etape 5 : Greffage des anticorps anti-glucagon ou autre substancerptéique

Les constituants a cette étape sont l'air, le silicium, la silice, TAPTES (molécule gjjutarald-
héyde (molécule 2) et la protéine (molécule 3).
Onaalors:

C(/l/i/;- + Cfgl + CS'LOQ + Cmoll + Cmol2 + Cmol3 =1
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avec :
1 / 7
Cuir = Cuir = Cmoly = Cmoty = Cmoty = Cuir — Cmoty

L'équation de Bruggeman est alors égale a :

2 2 2 2 2 2 _ .2

2
1—n? n%; —n? Ngio, — T L Mol ol n
crr. +C, =2 +C5i0y 22— 4+ Croty 2 4 Crnoty —e2———— 4+ Cpoly —2d =0
air 2 Si~ 9 2 Si0O2" 5 2 moly " 5 P} mola 5 2 mol3z’ 5 2
1+2n nSi +2n Si02 +2n nmoll +2n nmolQ +2n nmol3 +2n

C'Y. Cgiv Csios, Crol, €1 Crrgl, ayant été déterminées a I'étape précédente, la seule inconnue
dans cette équation est la fraction volumigue de I'immunoglobuline IgG (ou sulistance protéique
comme I'albumine) dans les pores en connaissant I'indice de réfragtign (égal a 1,46 selon [162])
supposeé constant dans la gamme de longueur d’onde utilisee. Pourlemed&(’,,;,, €n résolvant
I'équation de Bruggeman, l'indice de la couche de silicium poreux partiellemegmiée et fonctio-
nalisée est calculé. A partir de la valeur dg,,;, permettant d’ajuster les spectres expérimental et
théorique, on en deduit la fraction volumique d’'lgG,,..,, ainsi que la nouvelle fraction volumique
d'air C'Y’ ..

L'ensemble de ces formalismes, dans les cas de monocouches et multg;@aerieutilisé dans
un premier temps pour une étude théorique sur l'influence des facteorérite (porosité, diamétre
des pores et degré d’oxydation), sur la réponse optique de straigiotoniques a base de silicium
poreux lors de la fonctionnalisation (section 3.6) et dans un deuxiéme tempexpoiter les résul-
tats d'une étude expérimentale et le suivi physico-chimique du silicium p@rartir des spectres
expérimentaux et en les ajustant aux spectres théoriques (chapitre 4).

3.6 Etude des facteurs de mérite pour la fonctionnalisation de struc-
tures photoniques a base de silicium poreux

Dans I'objectif de prévoir I'évolution de la réponse spectrale des stestmonocouches et mul-
ticouches en fonction des étapes de traitement thermique et chimiques du gilariemx, nous avons
effectué une étude théorique sur I'influence de certains parametresi¢els diametre des pores, la
porosité et le taux d’oxydation sur la réponse spectrale de la réflectalucéée par le formalisme des
matrices de transfert et faisant intervenir le modéle de Bruggeman dégaitavant. Les résultats de
cette étude sont présentés et discutés dans la publication annexée alméinwkcrit (voir Annexe :
Publications et posters). Nous décrivons dans cette section assemiei#t les principaux résultats
obtenus.
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3.6.1 Cas des monocouches de silicium poreux

Avec les monocouches en silicium poreux, nous hous sommes intéress@gdipeement a étu-
dier I'effet du diamétre des pores et du degré d’oxydation par traitethenique sur la réflectivité
du milieu effectif constitué par ces couches avant et apres fonctiorti@lisampléte. Ainsi, pour des
monocouches de fortes porosité (80 %) et d’épaisseur €égale Bous avons simulé la variation de
I'indice effectif du milieu en fonction du diamétre moyen des pores et ce pmidegrés d’oxydation
respectivement égaux a 0, 50, et 100 % (figure 3.10). Les diamésgsodes utilisés sont compris
entre 50 et 400 nm. Dans cet intervalle de taille de pores, nous estimonssf@dssible d’obtenir un
revétement moléculaire homogéne d’une épaisseur égale a 18,5 nm (lotgjate de I'assemblage
APTES + glutaraldéhyde + anticorps) apres fonctionnalisation de la equmteuse. D’ailleurs, cet
intervaille inclut le diamétre moyen (56 nm) de la monocouche poreuse quewons choisi d’uti-
liser pour la conception de notre application de biodétection (section 2.23freh?2).

0,45

0,40 1 —¥—Ox 0% 800nm
—— Ox 0% 1500 nm
—4—Ox 50% 800nm
0.3 —@— Ox 50% 1500nm
. —p— Ox 100% 800 nm
0,20 4 % —k— Ox 100% 1500 nm

0,25 4

An

0,20 H

0,15 4

0,10

0,05 4

T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
Diamétre des pores, nm

Figure 3.10 — Simulation de I'évolution de la variation de l'indice de réfractian)(d’'une mono-
couche de silicium poreux (p = 0,8 et e =ufn) engendrée par la fonctionnalisation chimique en
fonction du diameétre des pores et du degré d’oxydation.

En tenant compte de la dispersion de I'indice de réfraction de chacurodgmsants, silicium
(Si) et silice (SiQ), la variation de l'indice de réfraction de la couche poreuse entrainde pgEou-
vrement de la surface des pores par le film de matiere organique a éteaau deux longueurs
d’onde 800 nm et 1500 nm. Pour un diamétre des pores bien défini ebxid'txydation déterminé,
la différence entre les variations d’'indice de réfraction a ces longukomsle est trés peu visible sur
les courbes de la figure 3.10. De trés faible amplitude, cette différenceragtise entre une valeur
minimale égale & 10' (pour un diamétre des pores égal a 400 nm et un degré d’oxydatibm éga
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100 %) et une valeur maximale égale a 8xiQpour un diamétre des pores égal a 50 nm et un degré
d’oxydation égale a 0 %). Ainsi, nous constatons que la variation de l'irdBaggfraction relevée a
800 nm est toujours supérieure a celle relevée a 1500 nm.

Concernant Il'effet du traitement thermique, nous observons que tidanalisation chimique de
la couche poreuse entraine des variations d’'indice de réfraction atgulis importante que le degré
d’oxydation est faible. Par exemple pour un diamétre des pores égalend, 80 un degré d’oxydation
égal a zéroAny500nm €St €égal a 0,4227. Pour la méme valeur de diamétre et des degrés daxyda
égaux a 50 et 100 %, les variations d'indice de réfraction sont regpauint égales a 0,3248 et
0,2381.

Quant a I'influence du diameétre des pores sur la variation de I'indice dectiéfin de la couche poreuse
suite a sa fonctionnalisation chimique, les résultats permettent de déduiresqieube parametres
n'évoluent pas dans le méme sens. En effet, indépendamment du dexydation, 'augmentation
des ouvertures des pores serait accompagnée par une diminutiomaidculée a 800 ou a 1500 nm.
A condition de laisser infiltrer des molécules biologiques de grandes tailles ctearanticorps, les
pores de faibles diamétres sont alors favorables pour une biodételcisosepsible.

3.6.2 Cas des multicouches de silicium poreux

Sur la base des résultats obtenus avec les monocouches, nous &g efne étude théorique
sur la fonctionnalisation du silicium poreux structuré en miroir de Bragg etierocavité. Le facteur
de mérite choisi lors de cette étude est la porosité. En effet nécessitdisalion de deux couches
d’indice de réfraction différents, ces structures sont composéeséledtition d’'une bicouche altérant
deux porosités Pet B,. Les trois couples de porosités que nous avons choisi d’étudier S&nf8D
%, 95 %/65 % et 80 %/65 %. A ces couples de porosités correspondemtdis de Bragg respectifs
1, 2 et 3 et les microcavités respectives 1, 2 et 3. Les épaisseursuidmgs ont été choisies de telle
maniére gue les réponses spectrales de ces multicouches a base de sdigurmgoient centrées
a 800 nm. Les diameétres moyens des pores attribués aux valeurs de pd86si8® et 95 % sont
respectivements 51, 57 et 60 nm. Le nombre d’alternances des bisdgdhga été calculé de facon
a obtenir pour chacune des structures une épaisseur totale égate.a 5

a. Miroirs de Bragg

Sur la figure 3.11 nous présentons I'évolution du déplacement spefitkg! ‘entrainé par la bio-
fonctionnalisation compléte (silanisation, couplage aldéhyde et fixationntiesgps) de chacun des
miroirs 1, 2 et 3 en fonction du degré d’'oxydation. Nous constatons quaplitude de la réponse
spectrale a la fonctionnalisation est d’autant plus importante que le degrgddtion est faible. Etant
liée a I'évolution de la variation de I'indice de réfraction des couches gereconstituant la structure
multicouche, ce résultat est complémentaire a ce que nous avons déddi lbésude des mono-
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couches. Nous pouvons ainsi conclure que la sensibilité de la répoesteade des monocouches ou
des multicouches de type miroir de Bragg a base de silicium poreux a la peédersubstance or-
ganique suite a la biofonctionnalisation ou pour une étape ultérieure de litholétest d’autant plus
importante que le degré d'oxydation est faible.
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L 220 4 e A
g 200 V- ey
180 i S
160 —=— Braggl Ty
140 —&— Bragg?2 "-,.__‘~
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Degré d'oxydation

Figure 3.11 — Simulation de I'évolution du déplacement specfxahj entrainé par la fonctionnali-
sation chimique de trois miroirs de Bragg en fonction du degré d’oxydation.

Sur la méme figure, la comparaison entre les déplacements spectraux simuléssgoois mi-
roirs de Bragg 1, 2 et 3 montre I'avantage du couple de porosité 95 %/&0 fagport aux couples 80
%/65 % et 95 %/65 %. En effet, avec tous les degrés d’oxydation, le dgpéat spectralA" di
a la fonctionnalisation est plus important avec le mirroir de Bragg 1. Ce miroiposé de couches
les plus poreuses peut alors étre considéré comme le plus sensible desuobises pour détecter la
présence de substances organiques au sein de ces couchesgoreus

b. Microcavités

Avec des microcavités obtenues a partir des miroirs de Bragg 1, 2 etS8awons simulé le dépla-
cement du pic de résonance du spectre de réflectance de chaqueetencfonction de I'épaisseur
du film organique tapissant les pores. Ce film correspondrait aux nteséde glucagon détectées par
les anticorps spécifiques lors d’'une étape supplémentaire survenastapiofonctionnalisation.

Les résultats obtenus (figure 3.12) confirment I'avantage de ['utilisatisrfatées porosités et
montrent que la microcavité contenant les bicouches de silicium poreuxrdsités R et P, res-
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Figure 3.12 — Simulation de I'évolution du déplacement du pic de résondnkg entrainé par la
détection d’espéces chimiques dans trois microcavités en fonction de $épaidu film organique
forme.

pectivement égales a 95 et 80 % est la structure la plus sensible. Pouésohgion du systéme de
détection égale a 0,1 nm, cette microcavité est capable de détecter une quanét¢tel formant
un film de substances organiques d’épaisseur équivalente a*4b. La limite de détection d’'un
systeme de biodétection intégrant cette microcavité serait égdl2ang/nm.

3.7 Conclusion

Cette étude sur les facteurs de mérite lors de la fonctionnalisation de siliciguxpaous a per-
mis d’exploiter les outils de simulation que nous avons développés au cogettdehése afin de
prévoir I'influence de certains paramétres sur la sensibilité de la répptisei® des monocouches,
miroirs de Bragg et microcavités a base de silicium poreux. Ainsi noussaléaiuit que :

— Lavariation de I'indice de réfraction d’'une monocouche poreuse sliitearporation de sub-
stances organiques dans ses pores est d’autant plus importante iqumedeelde ces interstices
est faible.

— Limportance de la réponse spectrale d'une monocouche ou d’'une nughiecstructurée en

miroir de Bragg a base de silicium poreux a la fonctionnalisation chimique déhenlegré
d’oxydation du matériau.
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— Les multicouches a base de silicium poreux structurées en microcaviténpeemtrer dans la
constitution de biocapteurs de haute sensibilité surtout en utilisant desesadesforte porosité.

— Exprimé par le rapport de la porosité sur le diameétre moyen des pores|asedtation 2.5 (sec-
tion 2.2.3 du chapitre 2), la surface spécifique d’'une structure poe=iig fait le parametre
critique dans I'évaluation de la sensibilité de biodétection sur silicium poreweffigt cette
sensibilité est meilleure lorsque la surface spécifique est importante (deaaine porosité
élevée et un diamétre des pores faible).

L'ensemble de ces résultats théoriqgues donne une grande importanparametres morpholo-
giques tels que le diamétre moyen des pores, la porosité et la surfacegsigedifi silicium poreux
lors de la réalisation de biocapteur a base de ce matériau. Expérimentalemertiince de ces
parametres sera approuvée dans le chapitre suivant de la thésetgu@iysda caractérisation physico-
chimique du silicium poreux et la mise en oeuvre d’'un procédé de biofometiisation de mono-
couches et de microcavités.
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Chapitre 4

Caracterisations physico-chimiques du
silicium poreux pour la mise en oeuvre
d’'un procedé de biofonctionnalisation du
matériau

Pour des applications de biodétection, il est important de choisir un prat2dhiofonctionna-
lisation permettant un assemblage de stabilité élevée entre les bioréceptaussirédce active du
transducteur afin de prévoir une utilisation multiple de cette surface et doogli réduit de I'ana-
lyse. Ainsi, 'immobilisation par liaisons covalentes des biomolécules sur dé&scsarinorganiques
activées via un procédé de la chimie douce nous semblait étre une oriemddipteée a notre ob-
jectif d’exploiter le silicium poreux dans une application optique de biodéteatiomunologique du
glucagon. Nous avons alors choisi le schéma protocolaire a trois étapéaseja fixer les anticorps
monoclonaux anti-glucagon (biorécepteurs) par leurs groupementssa(diie,) sur des surfaces
préalablement silanisées via I'agent de couplage homobifonctionnel, leadtléhyde. Afin de mettre
en place les conditions opératoires correspondant a chague étapavoos mené au cours de cette
thése une étude physico-chimique sur la biofonctionnalisation du siliciunup@ar des éléments
protéigues (immunoglobulines et albumine). Cette étude a essentiellement edetoitdonocouches
élaborées selon les conditions d’anodisation électrochimique établies daatiden 2.2 du chapitre 2.
Des multicouches structurées en microcavité ont été aussi biofonctiomsadida fin de cette étude.
En plus des substrats de silicium de type, Bes substrats de type™bnt été utilisés pour I'élabo-
ration de couches poreuses avec des propriétés morphologiquesrdé&de celles que nous avons
obtenu avec les premiers (substrats de type P
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4.1 Mise en oeuvre du procédé de silanisation et biofonctionnalisation
du silicium poreux monocouche

4.1.1 Contexte

La silanisation par des molécules d’APTES ((3aminopropyl)triethoxysilase)e procédé chi-
migque que nous avons choisi pour immobiliser le premier revétement orgaslque surface des
pores des échantillons de silicium poreux. En plus de son role princidadestd’agent de couplage
glutaraldéhyde afin d'immaobiliser les anticorps anti-glucagon, cette étapendédnnalisation du
matériau doit permettre 'amélioration de la mouillabilité de la surface poreuse enveant par des
groupements fonctionnels polaires (-WH[163]. En effet la surface des cristallites d’'un échantillon
de silicium poreux fraichement élaboré par anodisation électrochimigpemspalement recouverte
de liaisons peu polaires Si-H [164]. Ces liaisons sont hydrophobesrepiésence peut empécher
le remplissage par capillarité des pores avec des solutions aqueusesavdog confirmé la prédo-
minance de ces groupements hydrogénosilanes par I'analyse speginoscFTIR (Spectroscopie
Infrarouge & Transformée de Fourier) en mode transmission d’'ureheale silicium poreux déta-
chée de son substrat. Cette couche poreuse a été obtenue en appdigjuamditions opératoires
d’anodisation électrochimique et d’électropolissage mises en place pam R165] sur un substrat
de silicium de typeP*, dopé avec des atomes de bore (B) et de résistivité moyenne égalea
Q.cm. La durée d’anodisation a été adaptée afin d’obtenir une couchespat@paisseur égale a 90
pum.

Sur la figure 4.1 est reporté le spectre infrarouge présentant la variitintensité lumineuse
absorbée par I'échantillon en fonction du nombre d’onde (figure 4.)pEacipalement composé de
bandes d’allongement) et de déformationd) des liaisons Si-H (v(Si-H) & 2137 cm!, v(Si-H,) &
2110 cnT!, »(Si-Hs) 22088 cn! et§(Si-H,) 912 cnT! et entre 615 et 671 cm). La présence trés
réduite de matiére organique dans cet échantillon poreux est indiquiesp@ctre par deux bandes
de faible intensité/(C=0) a 1653 cm' et §(C-H,) & 807 cnT!. Une bande plus large mais de faible
intensité située a 1062 crh correspond au mode d’élongation des liaisons Si-O-Si. La présence de
ce groupement siloxane (Si-O-Si) est en faveur d’une oxydationtapéa, faible et superficielle des
cristallites du silicium survenue apres I'élaboration de I'échantillon poreduea la présence d’oxy-
géne (Q) dans son environnement.

Afin de bloquer cette évolution spontanée de la composition du matériau etlidinéa stabilité
chimique dans le temps, une oxydation provoquée par un traitement thernoiggi®»xygene sera
effectuée pour les échantillons de silicium poreux avant silanisationi gafivune immersion dans
une solution piranha 80, : H,O, a 30 %, 3 : 1), 'oxydation thermigque des échantillons doit aussi
permettre le revétement de la surface des cristallites de silicium oxydé pgralgements silanols
(-Si-OH) indispensables a la fixation des silanes. En effet la condensaticouche organisée des
silanes sur les parois des cristallites nécessite I'abondance des growpsitaaols ainsi que la pré-
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Figure 4.1 — Spectre FTIR d’'une couche détachée de silicium porepange par anodisation élec-

trochimique sur une épaisseur de;20. Conditions d’anodisation : Substrat Si@®)~4.10"2 Q.cm,
t =60 min, [HF] = 37,5 %

sence en quantité suffisante du réactif de silanisation (APTES) a cetieasurf

Ainsi, dans I'objectif d'établir un protocole de silanisation nous avonsidigivolution physico-
chimigque du silicium poreux monocouche aprés chaque étape de sagpi@péanodisation, gravure
RIE, oxydation et silanisation) en exploitant les propriétés de réflectipii§ue d’'une monocouche
de silicium poreux . Deux protocoles de silanisation, I'un par immersion eréaqar imprégnation
ont été étudiés et sont décrits ci-dessous.

4.1.2 Etude de la silanisation par immersion

a. Protocole de silanisation

Dans les années quatre-vingts, la diversification des conditions expéalesappliquées par les
chimistes dans les protocoles de silanisation des surfaces solides a fadigppdes procédés de
silanisation en milieux aqueux [166] ou anhydres [167], a des tempésaammbiantes [168] ou
élevées [169] et avec des durées de réaction plus au moins longugse{daes minutes [170] a
quelques heures [169]). Quelques années plus tard, I'intérét paas procédés dans des appli-
cations "pointues" comme la conception des biocapteurs, a amené cericisethis a réaliser des
études comparatives afin d’évaluer I'implication de chague paramétreiepéal (quantité de re-
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actif de silanisation, type de solvant, température et durée de la réactiorérégomp et durée du
séchage) dans I'obtention de couches de silanes homogeénes, régetidecfaible épaisseur (épais-
seur la plus proche de celle d'une monocouche moléculaire) [85, 12].,a&s études ont souvent
utilisé 'APTES comme réactif de silanisation. Les surfaces traitées étaiers delfesubstrats po-
lis de silicium et des gels de silice mésoporeux. Le traitement consistait ¢gmérd a immerger
ces matériaux dans une quantité de solution suffisante pour tremper tdwnti#lon. D’aprés ces
études : (i) la quantité du réactif de silanisation doit étre en exces partappauantité d’hydroxyl
recouvrant la surface a traiter, (ii) I'utilisation d’'un solvant organigaseofise I'organisation homo-
géne de la couche de silane en évitant I'adsorption électrostatique desleel@@APTES par leurs
groupements ionisés NI a la surface oxydée du matériau traité, (iii) le déroulement de la réaction
de silanisation a température ambiante et sur des durées non prolong&e$ favorise la forma-
tion d'un revétement de silanes organisés en monocouche et (iv) ¢ tiemumique prolongé a des
températures avoisinan50°C permet la désorption des molécules d’APTES n’ayant pas réagi et la
stabilisation de la couche de silane fixée a la surface par des liaisonsrtesale

Moyennant cette lecture, nous avons déduit les conditions expérimeditalgzrocédé de silanisation
par immersion des échantillons de silicium poreux. Ce procédé consistedbotala oxyder ther-
miquement (oxydation partielle) les cristallites de I'échantillon poreux a une ratopé de300°C
durant une heure sous flux d'oxygén#,j. Les échantillons de silicium poreux sont ensuite trempés
dans une solution piranh&(SO, : H,O- a 30 %, 3 : 1) pendant 30 minutes afin d’augmenter le ni-
veau d’hydroxylation (taux de recouvrement en groupement hytr®df) de la surface oxydée des
cristallites. A la fin de cette étape, les échantillons ont été rincés a I'eauhgissggous flux d'azote.
Chaque échantillon de silicium poreux a été par la suite immergé dans 5 ml dlutiers d’APTES

de concentration définie (entre 5:70% et 1 %) dans du toluéne pur. Lensemble (silicium poreux
et solution d’APTES) a été maintenu en contact pendant une heure, a &unpeambiante et sous
une agitation de faible vitesse dans un flacon en téflon monté sur un agitatgped/ortex. A la fin

de cette réaction de silanisation, chaque échantillon de silicium poreux ac&@riéthanol, ensuite
séché sous un flux d’azote pour subir enfin un recuit de 15h danétune a150°C. Lefficacité de

ce procédé de silanisation a été évaluée apres estimation par reflectomédrieodehe de silane
tapissant les parois des pores pour chaque concentration d’APTE8autilis

b. Résultats

Le protocole de silanisation par immersion, décrit ci-dessus, a été appliguiéng échantillons
de silicium poreux élaborés par anodisation électrochimique du silicium tymaRs les conditions
prédéfinies a la fin de I'étude préliminaire (section 2.2) et pour une duaéedlsation égale a 120
s. L'analyse spectroscopique des échantillons a chaque étape degtidp(aprés anodisation, apres
gravure, apres oxydation et apres silanisation) et I'ajustement detsespde réflectance ainsi obtenus
aux spectres théoriques simulés a permis la caractérisation des écharidiosde tableau 4.1 sont
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présentés les parametres physico-chimiques que nous avons déterimiwngid étape de la fonction-
nalisation par ajustement du spectre de réflectance théorique (simulé aditategramme décrit

dans le chapitre 3) au spectre expérimental de la couche poreusealeasswde I'épaisseur de la
couche poreuse avant et aprés gravure RIE ainsi que les valelisa de réfraction et de porosité
avant silanisation correspondent aux moyennes des valeurs obgamadss cing échantillons de si-

licium poreux.
Avant gravure RIE, la couche poreuse fraichement préparéenpdisation électrochimique a une
e (nm) n p (%) CapTES = Cmoh (%)
Aprgs anodisation 3000 1111] 915
Apres gravure RIE 0
Aprés oxydation 1,081 81,7
Co 1,082| 80,0
Aprés silanisation |-<! #Ho 1,113] 723 S
P C, 1122] 72,3 5
Cs 1,109| 78,9 8
Cy 1,103| 75,0 8

*valeur mesurée apres observations MEB, prgs : Fraction volumique d’APTES.
Co, C1, Gy, C3 et C, correspondent aux concentrations de la solution de silanisation
0 %, 5.10* %, 5.10°2 %, 0,5 % et 1 % respectivement.

Tableau 4.1 — Caractérisation des monocouches de silicium poreux awgmtes silanisation par
immersion.

épaisseur mesurée par MEB égale a 3000in&®0 nm. La porosité de cette couche poreuse estimée
par ajustement des spectres est égale a 91;5 046 %. A cette valeur de porosité correspond un
indice de réfraction égal a8 1,1#17.1073.

Les spectres de réflectance de la couche poreuse de I'échantillonéslaviec la concentration
d’APTES la plus faible (€ = 5.10~* %) sont présentés sur la figure 4.2 pour chaque étape de la
fonctionnalisation.

— Effet de la gravure
L'observation directe du spectre de réflectance de la couche papresgravure RIE montre
une diminution du nombre de franges d’interférence accompagnée paéduction de leur
visibilité. Comme nous I'avons expliqué précédemment, ceci est di a l'augoarda la ru-
gosité de I'échantillon au niveau de l'interface couche poreuse/air ehlaution de I'épaisseur
optique de la monocouche analysée. La simulation théorique de cette traatséor spectrale
révéle, en effet, une diminution de I'épaisseur optique de la couchegedeenviron Lm et
la réduction de son épaisseur d’environ 900 nm. La faible épaisseucdedhe de surface peu
poreuse (environ 100 nm) et la forte porosité de la couche poreysérigure a 90 %) laissent
supposer que lindice de réfraction et la porosité, respectivemenkénad,111+ 7.10°3 et
91,5 %+ 0,5 %, ne subissent aucune variation apres gravure RIE.
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Figure 4.2 — Spectres de réflectance d’'une couche de silicium poreudifférentes étapes de sa
préparation.

— Effet de I'oxydation thermique
Aprés traitement thermique des échantillons de silicium porgd®°(C/1h), la transformation
spectrale observée se limite a un déplacement des franges d'inteei@idnoe trentaine de
nanometres vers les plus basses longueurs d’onde (figure 4.2)plaeetéent a été relié a une
diminution de I'épaisseur optique de la couche poreuse (de 2345 a 2278 ett®) variation est
due a la transformation d’une proportion des cristallites de silicium sépaspbres en silice.
Etant donné que la silice a un indice de réfraction (n = 1,46=32 um) plus faible que celui
du silicium (n = 3,47 & = 2 um) l'indice de réfraction de la couche poreuse diminue aprés
oxydation thermique. Cependant, cette diminution est trés faible (de I'oed8el@ %) malgré
un taux d’oxydation estimé a 87 % 13 %. Ceci est trés probablement lié a la grande porosité
initiale de la couche poreuse (91,5#00,5 %) et donc a la quantité réduite de silicium dans
ce milieu (environ 9 %). Occupant un volume plus important (2,7 fois) que léusilida silice
ainsi formée réduit la proportion de I'air dans la couche poreuse etiratune diminution de
la porosité de I'échantillon de I'ordre de 10 % (tableau 4.1). Ces obsemgat®msont basées sur
un modeéle d’expansion volumique reliant la nouvelle porositg™'ga la porosité initiale "p"
par la relation suivante [159] :
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Pox =1 —[(1—p)(1+1,277)] 4.1)

n_n

Avec """ (compris entre 0 et 1) égal au taux d’oxydation de la couche poreuse.

Ce phénoméne d’expansion volumique serait aussi responsableétfécissement de I'ouver-
ture des pores. Ainsi une nouvelle valeur de diamétre moyep""&era attribuée aux échan-
tillons de silicium poreux a ce stade de préparation,"3erait relié au diamétre initial par la
relation suivante :

Doy = D, /222 4.2)
p

Cette relation a été établie a partir de la relation 2.3 (chapitre 2) exprimant le ed®ipores
(N) contenus dans I'échantillon en supposant que ce nombre restermoapres traitement
thermique. Ainsi le diamétre moyen des pores initialement évalué a 56 nm dapiéstoxy-

dation égale a 53 nm.

— Effet de la silanisation

Aprés oxydation thermique, les cing échantillons de silicium poreux ont étésgikaen utili-
sant des solutions contenant de 'APTES a des concentrations diéére@, = 0 % (témoin
négatif), G = 5.10% %, C, = 5.102 %, G; = 0,5 % et G = 1 %. Excepté le traitement
chimique utilisant la premiére solution {i; chacun des autres traitements a provoqué un dé-
placement du spectre de réflectance de la couche poreuse corasigovers les longueurs
d’onde les plus élevées. Ce déplacement est associé a une augmemtédidpaidseur optique
des couches poreuses. En supposant que ces traitements n'aaaieteffet sur I'épaisseur
physique de la couche poreuse, les variations subies par I'épaigsEueoseraient dues a
'augmentation de I'indice de réfraction de la couche poreuse (tablealCette augmentation
d’indice est évaluée a environ 2:10pour les faibles concentrations(€t G,) et a 4.10°2 pour
les fortes concentrations. En utilisant le modéle de Bruggeman comme désrledzapitre 3,
ces variations d'indices ont été traduites en fractions volumiques d'ARftESluites dans les
pores. Ainsi, les concentrationg €t G, ont permis I'introduction d’'une quantité équivalente
d’APTES de l'ordre de 5 % du volume de la couche poreuse. Les ctatiens G et C; ont
aussi permis l'introduction de quantités d’APTES similaires avoisinantes les 8 %

En supposant que la réaction de silanisation s’est déroulé de facorgoesur toute la sur-
face développée par les pores, nous avons attribué le paramétreughiesig,r zs" représen-
tant I'épaisseur de la couche de silane tapissant les parois des peneatanétre est égal au
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rapport de la fraction volumique de 'APTE®" pris" par la surface spécifique de la couche
poreuse "$'. En utilisant la relation 2.5 (chapitre 2), ierrs" (en nm) peut étre exprimée par
la relation suivante :

CaprEs - Dog

€APTES =
4P,

4.3)

Avec P, la porosité de la couche poreuse aprés oxydation thermiqug, é¢ Diamétre moyen.
L'évaluation de ce parametre, fergs”, peut nous renseigner sur I'efficacité du protocole de
silanisation. En effet, I'organisation des silanes tapissant les paroides gst d’autant plus
homogéne que la valeur de4serges" se rapproche de la taille des molécules d’APTESS(

A). Pour les concentrations;CC,, Cs et Cy, les valeurs des "grrg" correspondantes sont
respectivement égales a4 8 A, 8 A, 13 A et 14 A. Gravitant autour de la tailfeednolécule
d’APTES sans atteindre une épaisseur équivalente a deux cougmepaseées de silanes (16
A), ces résultats sont en faveur d’un assemblage moléculaire assegémermour toutes les
solutions actives € 4. Un avantage peut tout de méme étre attribué aux concentrations faibles
comprises entre 5.10 % et 5.10% %. Dans cet intervalle de concentration, nous pouvons
caractériser davantage la silanisation de notre matériau poreux par laidétérn du taux de
recouvrement "R;_r" de la surface oxydée des cristallites par les silanes. Exprimant le nombre
de molécules d’APTES greffé par unité de surface silanisée, ce paeapwir étre relié a la
masse des silanes 'gn i" par la relation suivante :

R (4.4)

Avec N4 : nombre d’Avogadro, M;_gr : masse molaire des silanes et Ala surface totale
développée par les cristallites d’'une couche poreuse.

En exprimant la masse des silanesg;nk" en fonction de la fraction volumiqueC'spres”
par la relation 4.5, le taux de recouvrement; Rz" peut étre déterminé selon I'équation 4.6.

msi—r = psi—-rRCapresAse (4.5)

psi—RDozCaprESNA
Rgi_p = 4.6
Sk 4ponSi—R ( )

Avec "pg;_gr" : la masse volumique des silanes,"A la surface de I'échantillon a I'interface
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air/couche poreuse égale a 1%cet "e" I'épaisseur de la couche poreuse.

En supposant que les silanes (Si-R) greffés a la surface des puréssaonémes propriétés
chimiques que les molécules d’APTES utilisées (Réactif fourni par Aldriahj)asse m;_r
calculée a partir de la valeur d&sprps €gale a 5 %, serait égale a environ/d) Le taux de
recouvrement correspondant serait alors égal1 Si-R/nnt. Cependant, commencant par
I'hydrolyse des groupements éthane (3x(-z)) de chaque molécule d’APTES mise en réac-
tion, la silanisation comme décrite par F. Luderer et U.Walschus [79] (F@)ene se limite
pas a la condensation des alkoxysilanes a la surface hydroxylée.

APTES : X=CH, OH
HO*Sli/\/\NHQ \
[ )‘( H.O ,” ,’r OH Q
SV OH+X-§i">~""NH; ——  |—OH — » }—0-8i"""NH,
@ | -HX -H:0 ‘
X o}
Hydrolyse Physisorption Condensation !
SiP-S1 SiP-S2

Figure 4.3 — Mécanisme réactionnel de la silanisation avec du (3aminopritiihxysilane
(APTES).

Selon ce mécanisme réactionnel, la couche de silanes greffés est cerdfass=mblage de
fragments moléculaires de formule chimique 8JCH,)sNH,. Etant égale a 134 mg/ml, la
masse moléculaire de ces fragments est tres différente de celle de TARTES{ mg/ml). Les
autres propriétés chimiques de ces fragments de silanes, comme la masseu@|sergient
aussi différentes de celles du (3-Aminopropyl)triethoxysilane-{rs = 0,946 g/mol). La
correction des valeurs de la masse de la couche de silane et du tauxaeearent par I'uti-
lisation de la masse molaire calculée des fragments R-Si (134 mg/ml) et la masséqualu
d’une substance chimique de masse moléculaire équivalente (1,6 g/molgmde Imalique)
permet d'ajuster "m,_g" a ~ 17 ng. Le taux de recouvrement R _z" calculé selon la rela-
tion 4.6 et a partir des valeurs dg,pD,. et Caprgs déja déterminés par le modéle est égal
a~ 5,8 Si-R/nni. Ce taux de recouvrement est alors de méme ordre de grandeur gue celu
mesuré par D. G. Kurth et T. Bein [163] (5,3 molécules paf nmesurées par microbalance a
quartz) aprés dép6t en phase vapeur de fines couches d’APp&Ss@ur égale a5 1 A) sur
une surface plane et anhydre.

4.1.3 Etude de la silanisation par imprégnation

Utilisant des quantités assez importantes de solvant nocif et écotoxiquetdegle de silanisa-
tion par immersion dans du toluéne permet un traitement chimique de tout I'échadgllsilicium
poreux. Alors que seule la surface poreuse du matériau nécessitiegraérd. En effet, étant confinée
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dans un volume trés réduit, il a été démontré que cette surface peut &tierioalisée par imprégna-
tion d’'une faible quantité de solution dans le volume poreux de I'échantilloh [[affonctionnalisa-
tion ciblant ainsi les parois des pores peut étre réalisée par le dépdtideigs dizaines de microlitres
(50 ul) de la solution active sur la surface circulaire (1%me I'échantillon poreux. Dans ce cas, I'in-
filtration de la solution dans les pores est assurée par la force capillgieadnee spontanément par
I'affinité polaire a I'interface liquide/solide. Afin de mieux contréler cette inftltra, certains travaux
ont développé une cellule a flux continu [130]. Ainsi, dans I'objectif di&taun protocole de si-
lanisation permettant une fonctionnalisation efficace et limitant I'expositiorsalvants organiques
toxigues, un procédé par imprégnation a été mis en oeuvre. Comme poucdel@qmar immersion,
le contdle des différentes étapes de fonctionnalisation a été effectuéflpatometrie.

a. Protocole de silanisation

Ce procédé de silanisation commence par une oxydation thermique de l& gmrelise suivant
un programme de traitement thermique permettant d’appliquer une tempémfi® & pendant 10
min dans une atmosphére sous flux gl Oéchantillon de silicium poreux est ensuite trempé dans une
solution "piranha” (HSO, : HoO5 & 30 %, 3 : 1) pendant 30 minutes afin d’activer les groupements
silanols (-Si-OH) a la surface des pores. Aprés rincage a l'eautegésous flux d'azote de la couche
poreuse, la surface externe de celle-ci recoitb@une solution hydroalcoolique (eau : méthanol, 1 :
1) d’APTES 4 %. Aprés une durée de réaction égale a 20 minutes damvinon@ement saturé en
humidité, I'échantillon est séché pendant 10 minutes dans une éiE@.

b. Résultats

Le protocole de silanisation par imprégnation décrit ci-dessus, a été appliqgune monocouche
poreuse d'un échantillon élaboré par anodisation électrochimique dhstratide silicium de type
P durant 200 s. Toutes les autres conditions d’anodisation et de giaUEont identiques a celles
appliquées pour élaborer les échantillons qui ont été expérimentés gwaxtdeole de silanisation
par immersion.

Dans le tableau 4.2, sont présentés les paramétres physiques déterchagsebétape de la fonction-

e (nm) n p (%) Cmoh (%)
Aprés anodisation | *5300

Aprés garvure RIE | 4620 1,128) 905
Aprés oxydation 4540 1,088| 78,5
Aprés silanisation 1,117 71,5 7
*valeur mesurée apres observations MEB

0

Tableau 4.2 — Caractérisation des monocouches de silicium poreux awpes silanisation par
imprégnation.

nalisation a partir de I'ajustement des spectres de réflectance expérimantaspectres théoriques
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simulés par le programme décrit dans le chapitre 3 de cette thése. Sur la f@gaomtprésentés les
spectres expérimentaux correspondant aux différentes étapeépdegtion de I'échantillon silanisé
par imprégnation.

= /LA'\*‘B:\:m

13712 11 10 8 3 7 § m M‘"‘\M

—» 38 nm

aprés anodisation

aprés gravure RIE

Réflectance, %

WWWW aprés oxydation
WWWM W aprés silanisation
i

1 ! 1 ! 1
1200 1600 2000
Longueur d'onde, nm

Figure 4.4 — Spectres de réflectance d’'une couche de silicium poreffigramtes étapes de sa prépa-
ration.

— Effet de la gravure RIE

Les conséquences de la gravure RIE sur le spectre de réflectatecealéche poreuse sont
similaires a celles obtenues auparavant. En effet nous observoresghuinla réduction de la
largeur du spectre reliée a 'augmentation de la rugosité au niveau defditegerouche po-
reuse/air, et d’autre part la diminution de nombre de franges d'intexdériéée a I'élimination
d’une partie de I'épaisseur poreuse d’environ 700 nm. (figure 4.4).

— Effet de I'oxydation thermique

Le traitement thermique utilisant des conditions expérimentales différedt@y{/10 min) de

celles employées avec la série d’échantillons silanisés par immesiohC{1h), a entrainé

un déplacement spectral de méme signe (vers les plus basses longoadey dhais de valeur

plus importante (108- 30 nm). Par simulation, ce déplacement spectral a été associé a une oxy-

dation totale (" = 100 %) de la couche poreuse accompagnée d’'une légére réduetsmnd
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épaisseur£ 100 nm). Sur d’autres échantillons élaborés et oxydés dans les ménagsocs:
cette variation de I'épaisseur a atteint 200 nm. Ces résultats laissent sugped’expansion
volumique des cristaux de silicium situés au niveau de I'interface couakeg®'substrat serait
responsable d’une obstruction des pores dans la partie inférieurealgclae poreuse. Dans ce
qui suit concernant les études de fonctionnalisation, et afin d’évitézlaifet de I'oxydation
sur la structure poreuse, nous avons employé le traitement thermique le myilambavant le
protocole de silanisation par immersion.

— Effet de la silanisation

L'effet de la réaction de silanisation selon le protocole par imprégnatiosiraditire a celui
gue nous avons observé avec le protocole d'immersion. En effet, lsceéépent du spectre de
réflectance d’environ +38 nm (calculé entre les franges d’interéérefordre "m" égal a 6) a
été obtenu apreés cette étape de fonctionnalisation. Cette transformatiespoor a une frac-
tion volumique d'APTES Capres = Cnol,) €Stimée égale & 7 %. L'épaisseur de la couche
de silane déterminée en appliquant la relation 4.3 est d’environ 12 A. Laleatecouvrement
correspondant est d’environ 8,2 molécules pat rn@es résultats sont en adéquation avec celles
mesurées par ellipsométrie (#11 A) et microbalance a quartz (8 molécules pafhaprés
dépdt en phase vapeur de I'APTES sur la surface hydratée [168ji, Aous pouvons conclure
que, sur le plan chimique, les deux protocoles de silanisation par immersian ietgrégna-
tion sont d’efficacité équivalente. Cependant, étant plus rapide aenéatisitilisant de faibles
guantités de solvant organigue toxique, le protocole de silanisation pargngtign nous a
semblé étre plus avantageux. Seules les conditions de traitement thermuopteremplacées
par celles utilisées avec le protocole d'immersion afin d’éviter une réductioréuisible de
I'épaisseur de la couche poreuse aprés oxydation.

Apres avoir établi les conditions expérimentales permettant une silanisdt@atefdu silicium
poreux, nous avons mis en place un procédé chimique permettant de cordaptétetionna-
lisation du matériau par une premiere réaction fixant 'agent de couplaggaradéhyde™ et
une deuxiéme réaction immobilisant les anticorps anti-glucagon. Les résdtatgattérisa-
tions physico-chimigues de la monocouche de silicium poreux lors de séoionalisation sont
présentés dans la partie suivante de ce chapitre.

4.2 Biofonctionnalisation du silicium poreux monocouche

4.2.1 Protocole de biofonctionnalisation

Biofonctionnaliser une surface consiste a la recouvrir d'un revétedemature biologique en
utilisant la fonctionnalisation chimique. Dans le domaine des biocapteurs, lanbtadnnalisation
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constitue la méthode par laquelle le biorécepteur est attaché au transdégaetichoisi I'anticorps
anti-glucagon "lgG" comme biorécepteur pour notre application de bida#ter silicium poreux,
nous avons mis en place un protocole de fonctionnalisation permettantrprsnoier temps la fixa-
tion des molécules de couplage bifonctionnelles "glutaraldéhyde” et dadteuxieme temps I'immo-
bilisation des immunoglobulines sur une surface poreuse préalablemeisgslaDomme pour I'étape
de silanisation, ce protocole emploie I'imprégnation comme procédé d’infiltragersdiutions ac-
tives dans les pores des échantillons. Les conditions expérimentalegesetattes deux étapes de
fonctionnalisation sont présentées dans le chapitre 2 de cette thesgrdpam2.1.2.c). Ces condi-
tions ont été établies en se basant sur des travaux assez avandésidaraine de fixation par liaisons
covalentes de substances protéiques sur des surfaces de siliceplpmesises [71, 173, 174, 175].
Lefficacité de I'ensemble des traitements chimiques appliqués dans I'objéotihdbiliser les an-
ticorps anti-glucagon a été évaluée dans un premier temps par spedeoREédAN et dans un
deuxiéme temps par refléctométrie.

4.2.2 Reésultats des caractérisations par spectroscopie REAN

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'aptitude du procédé de fonatiisation (silanisation
et biofonctionnalisation) décrit précédemment pour assurer le geeffagéculaire en profondeur
des couches du silicium poreux. Ayant une composition biochimique (atsgenttacides aminés)
proche de celle des immunoglobulines, I'albumine (BSA) a été la substancejibisdoque nous
avons utilisée dans la derniére étape de biofonctionnalisation. Une mohecdecsilicium poreux
de porosité et d'épaisseur respectivement égalesa 926 et 4630+ 100 nm aprés gravure RIE a
été oxydée thermiquemens@0°C pendant une heure puis fonctionnalisée. Les analyses RAMAN de
cette monocouche avant et aprés silanisation (étapes SiP-S1 et S&p1®2)couplage aldéhyde (Si-
P3) et aprés réaction de I'albumine (Si-P4) ont été réalisées en volunmedistance d’environ 1,5
um de la surface de I'échantillon. Les spectres correspondant a agsesmdans I'intervalle de fré-
quences comprises entre 800 et 1800 Esont représentés sur la figure 4.5. Sur cette zone spectrale
une raie de forte intensité caractéristique du mode vibrationnel associ@&tendtion des liaisons
Si-O apparait entre 930 et 1000 th Cette raie présente sur tous les spectres, témoigne de la forte
oxydation qu’a subi le silicium contenu dans la couche poreuse. Suiteapd'ée silanisation, nous
avons observé la formation d’une faible raie & 1450 tnt’intensité de cette raie s’est amplifiée
apres couplage glutaraldéhyde et atteint un maximum apres la réactiorotigags "BSA". Asso-
ciée au mode vibrationnel par déformation des liaisons,Celdtte raie révéle l'infiltration des pores
par des substances organigues. La croissance de son intensitédést diun greffage moléculaire
efficace en volume des produits (APTES, glutaraldéhyde et albumine) mésetion a chaque étape
de fonctionnalisation de la couche poreuse. La fixation de I'albumine egtp@rement marquée
par I'émergence de deux raies spécifiques aux amides tertiaires. SitLi@#8 énm! et 1660 cnr!,
ces deux raies sont attribuées aux modes vibrationnels respectifs dasslieismiques C-N et C=0
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contenues dans les liaisons peptidiques de 'albumine.
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Figure 4.5 — Spectres RAMAN d’une couche de silicium poreux a diftéeeétapes de sa biofonc-
tionnalisation.

Afin d’'attester du greffage de cette protéine sur toute la surface intemeridtallites, nous avons
étudié I'évolution des trois raies, C-N, C;Het C=0 dans tout le volume poreux. Pour cela, trois
régions respectivement situées en haut, au milieu et en bas de la conehegpont été analysées. Les
spectres RAMAN ainsi obtenus sont présentés sur la figure 4.6.

Nous constatons la persistance des trois signaux relatifs aux liaisone ddaarbone dans les
trois spectres. Une Iégére diminution de la visibilité des signaux caractéristigseiaisons pepti-
diques est tout de méme remarquée sur le spectre issu de I'analyse laopdumslpr(figure 4.6.c). Ceci
est probablement d a l'intégration d’'une partie du substrat de silicium ckztte région d’analyse.
Ces résultats affirment ainsi une présence protéique dans tout le vodulmealiche poreuse. Ayant
pris toutes les précautions opératoires nécessaires pour empéchkergtazh non covalente de I'al-
bumine a la surface poreuse (addition d’'un agent tensioactif non ioniqueet® 60" a la solution
active limitant la fixation par adsorption des protéines et lavage spéciflomimant les molécules
qui n’ont pas réagi), cette présence protéique prouve la formationisiengcovalentes entre les mo-
|écules de I'albumine et la surface poreuse recouverte de groupenagtgdes lors de la derniere
étape de la biofonctionnalisation.

Ainsi, nous pouvons conclure que les résultats des analyses RAMANMapgeavons réalisées
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Figure 4.6 — Analyse RAMAN en volume et a différentes régions (a. hamtjlieu et c. bas) d’'une
couche de silicium poreux biofonctionnalisé avec de 'albumine.

aprés chaque étape de traitement chimique de la monocouche de silicium (ignene 4.5) et a dif-
férentes distances de la surface de I'échantillon (figure 4.6) sontvenrfd’'une fonctionnalisation
efficace dans tout le volume poreux du matériau. Notre protocole de fanatisation comportant
une oxydation thermique du silicium poreug@)°C pendant une heure suivie par les trois étapes de
fonctionnalisation par imprégnation est alors validé. Il sera maintenatitja@mfin d’'immobiliser

les biorécepteurs immunologiques que nous avons chaisi pour notreagioplide biodétection.

Afin de déterminer le taux de recouvrement de la surface poreuse pantlesrps anti-glucagon,
nous avons analysé la réponse spectrale en réflectance d’'une monegmreuse a chaque étape de
sa fonctionnalisation.

4.2.3 Résultats par réflectométrie

Aprés avoir exploité les propriétés de réflectivité optiqgue d’'une monoeopeteuse dans I'éva-
luation de I'aptitude des protocoles de silanisation par immersion et par impi@gaaecouvrir sa
surface interne par une couche de silane homogeéne et organisgéalloos maintenant par la méme
méthode contrdler le déroulement des deux derniéres étapes de la foalkisiation qui sont le cou-
plage glutaraldéhyde et le greffage des anticorps anti-glucagon.
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Pour la fonctionnalisation compléte du matériau, nous avons préparé uoeeonche de silicium
poreux avec les mémes conditions d’anodisation électrochimique et degyiRiE que celles utili-
sées pour préparer I'échantillon silanisé par imprégnation (section 4Api&s traitement thermique
a300°C pendant une heure, les réactions de silanisation, de couplage aldggeléxation d’im-
munoglobulines ont été successivement réalisées suivant la méthoite pi€cédemment. L'analyse
spectroscopique par réflectométrie de I'échantillon a chaque étape dipsagtion nous a permis de
suivre I'évolution physico-chimique de la couche poreuse. Les spgeeti@érimentaux ainsi obtenus
sont présentés en méme temps que les spectres théoriques corretspdaasiia figure 4.7. En raison
de I'importance des fluctuations parasites observées sur les spegéesrentaux, le déplacement
de la frange d'interférence d’ordre "m" égale a 6 a été mesuré a patapdetres théoriques.

Orclre
iz 17 ) 6 dinterférence, m
ol

Réflectance, %

Longueur d'onde, nm

Figure 4.7 — Spectres de réflectance d'une couche de silicium pordtfér@ntes étapes de sa bio-
fonctionnalisation.

Les indices de réfraction (n) de la couche poreuse associés atwrigwolumiques totales
(Corga. = Cmot; + Cmot, + Cimot;) des substances organiques incorporés dans le matériau apres les
différentes étapes de fonctionnalisation sont présentés dans la fi§uweeld tableau 4.3.

SiP-RIE | SiP-S1] SiP-S2] SiP-S3[ SiP-54
n 1,133 | 1,091 | 1,116 | 1,150 | 1,169
Corga. 0% 6% | 15% | 19%

Tableau 4.3 — Evolution de l'indice de réfraction et de la fraction volumiquenatiére organique
d’une couche poreuse (élaborée sur un substrat de silicium de typea®ec une densité de courant

et une concentration de HF respectivement égales a 50 mA.etl0 %) aux différentes étapes de
sa fonctionnalisation.
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Figure 4.8 — Evolution de l'indice de réfraction (courbe en bleu) de lalmporeuse associée aux
fractions volumiques des substances organiques (courbe en roogg)drés dans le matériau aprés
chaque étape de fonctionnalisation.

Ainsi, nous constatons que la diminution de I'indice de réfraction de la copoteuse aprés
oxydation thermique de I'ordre de 4.19a entrainé un déplacement du spectre de réflectance de 60
nm vers les plus basses longueurs d’onde. Ce déplacement speatapond a un taux d’oxydation
simulé égal & 100 %. Aprés oxydation, nous retrouvons le méme effet dar#sation que nous
avons observé précédemment, soit un déplacement du spectre damééiet’environ +36 nm. A ce
déplacement spectral, une augmentation de l'indice de réfraction de laecpaceuse de I'ordre de
2,5.10°2 a été calculée. La fraction volumique de silane correspondant & cettedétémactionnali-
sation a été ajustée a 6 %. Le taux de recouvrement de silanes a été alorggatin@,2 molécules
par nnt. Comparés aux valeurs obtenues aprés la silanisation par imprégnatiocodete poreuse
précédente, ces résultats confirment la reproductibilité du procédéndeofmalisation. Aprés si-
lanisation, I'étape de fixation du glutaraldéhyde, que nous avons aadisiée par imprégnation, a
entrainé un deuxieme déplacement spectral de signe positif. Mesurér @esispectres ajustés aux
spectres expérimentaux, ce déplacement égat80 nm a été associé a une augmentation de I'indice
de réfraction de la couche poreuse d’environ 3,421€t une fraction volumique de I'agent de cou-
plage de I'ordre de 8 %. Ceci correspond & un taux de recouvreraghanolécules par nhealculé
par application de la relation 4.6 & une couche moléculaire de glutaraldéreftfedd; comy = 0,7
g/ml et Mg_con = 84 g/mol) selon la réaction [SiP-S2 SiP-S3] de la figure 4.9.

La similitude entre ce taux et celui obtenu pour les fragments de silanes (R d&inn?) est
en faveur d’'une réaction "mole & mole" entre les groupements fonctiont&lgiBl la surface sila-
nisée et les molécules de glutaraldéhyde qui ont infiltré les pores. De cettermdes extrémités
-COH secondaires de 'agent de couplage bifonctionnel étaientrgéesed la surface poreuse dans
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Figure 4.9 — Réaction de fixation de I'agent de couplage glutaraldéhyde par le greffage biomo-
|éculaire des anticorps anti-glucagon.

la configuration adéquate (non liées aux silanes) pour le greffagiectdas anticorps anti-glucagon
par leurs résidus aminés lors de la derniére étape de biofonctionnalisa¢ioina été confirmé par
les résultats obtenus a la fin de cette étape, a savoir un déplacement sfge¢26 nm relié a une
augmentation de l'indice de réfraction de la couche poreuse 86102 et une fraction volumique
d'immunoglobulines estimée égale a 4 %. Le calcul de la masse protéique immobiliséaréace
des pores en appliquant la relation 4.5 aux anticorps anti-glucagen= 1,41 g/ml) nous a permis
d’estimer une quantité immobilisée de ces biorécepteurs égale a.88l# taux de recouvrement
relatif & cette quantité de matiére organique introduite dans la couche pestiésgl a 0,4 18 IgG
par cnt. Ce taux est compris entre la valeur expérimentale déterminé par A. W. EisufitZ 3] aprés
greffage des IgG anti-thiabendazole (0,22.olécules par cf) sur une surface plane de silicium
oxydé et la valeur théorique simulée par P. Esser [176] pour unemiisomaximale en mono-
couche d’anticorps & une surface en polystyréne (entre 1 é2idlécules par cR). La masse des
éléments immunologiques que nous avons alors greffés sur les paroigrdeept égale a 28;4.
Correspondant & environ la moitié de la quantité d’anticorps contenudedsmisition active que nous
avons mise en réaction lors de cette étape de fonctionnalisatiqrg5® taux de recouvrement peu
élevé de 0,4 1 1gG par cn? peut étre associé a une infiltration incompléte du volume poreux par
ces biomolécules (une molécule sur 2). Ayant estimé le pourcentage dedeodl@ametre favorable a
l'introduction des immunoglobulines égal a 56 % (figure 2.7, chapitre 2% pouvons supposer que
les pores de diamétre inférieur & 50 nm (44 % des pores) n’ont pasilictanticorps anti-glucagon.
De cette maniére, le taux de recouvrement dans ces pores serait égal lbeztaux de recouvrement
Riyc des parois des pores de diamétre supérieur a 50 nm serait ainsi supédid 16> molécules
par cnt. Considéré dans les biocapteurs comme un facteur limitant I'efficacité déeetid@, cette
hétérogénéité dans la distribution des éléments de reconnaissance maéinitaéire réduite. Etant
impossible d’augmenter davantage la taille des pores obtenus par anod&ativochimique des
substrats de type'P(électropolissage, figure 2.8), nous avons décidé d’étudier le siliciutypde
NT. Des substrats de silicium dopé avec des atomes d’antimoine (Sb) et digitésiomprise entre
8 et 12.10°% Q.cm ont été alors utilisés dans I'objectif d’élaborer une couche poreesedes pores
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de taille favorisant I'introduction des immunoglobulines et leur fixation d'wag@h plus homogene
sur la surface totale du matériau. Les résultats de cette étude sont ppé@argda section suivante.

4.2.4 Etude de la biofonctionnalisation d’'une monocouche peuse élaborée avec du
Si de type N dopé Sb p=10"2 Q.cm)

Dans Il'objectif d'améliorer le taux de recouvrement du silicium poreux palgicorps anti-
glucagon a la fin de la biofonctionnalisation, nous avons étudié un deuxigraedg/ substrat : le
silicium de type N'. Ce type de silicium avec des résistivités comprises entré #0103 .cm
permet selon H. Ouyang [109, 150] d’obtenir par anodisation éledtrighe des pores de diametre
variant de 60 jusqu’a 120 nm. Etant plus larges que les pores quevansa@btenus avec le silicium
de type P (56 nm), ces interstices doivent incorporer plus facilement les molécidiesyigues de
grandes tailles comme les immunoglobulines. Une étude structurale et uneslaifodctionnalisation
d’une couche poreuse élaborée avec un substrat de typdopé avec des atomes d’antimoine (Sb)
et de résistivité moyenne égale &¥@).cm ont été réalisés et présentés dans cette partie du manuscrit.

a. Etude structurale

Cette étude a été réalisée dans le but de déterminer les conditions expérisngatadalisation
électrochimiques d’'une monocouche de silicium poreux élaborée sur lersilitgitype N et conte-
nant des pores plus ouverts que la couche poreuse obtenue avbstlatsde type P (D > 56 nm)
utilisé précédemment pour I'étude de la fonctionnalisation. Au cours de tette Bous avons déter-
miné I'évolution de la taille des pores en fonction de la densité de couranupatlectrolyte hydro-
alcoolique contenant de I'acide fluorhydrique a 5,6 %. Comme pour le$esymoreuses élaborées
sur le substrat de type'Pnous avons constaté avec ce type de substrdafrésence d’'une couche
de surface nécessitant une étape de gravure RIE afin d’ouvrir tes pda surface de I'échantillon.
L'analyse microscopique en surface des échantillons élaborés aveledsités de courant variant de
20 & 40 mA.cm? nous a permis de déterminer pour chaque couche poreuse le diamétreehtmyen
pourcentage de pores de taille supérieure a 50 nm (tableau 4.4).

Densité de courant (mA.cnt?) || 20 | 25| 30 | 40
Diameétre moyen (nm) 54| 63| 79| 88
% Diamétre > 50 nm 66 | 74| 83| 86

Tableau 4.4 — Diamétre moyen et pourcentage de pores de taille supériuremapour des mono-
couches de silicium poreux élaborées a des densités de courardrdier

L'application d’'une densité de courant de 40 mA=¢va permis d’obtenir une couche poreuse
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contenant des pores de diamétre moyen estimé égale & 88 nm. 86 % deopstitgant cet échan-
tillon ont un diamétre supérieur a 50 nm (figure 4.10).
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Figure 4.10 — Micrographie MEB d'une surface d'un échantillon de silighameux aprés gravure RIE
et histogramme représentant la distribution de la taille des pores a cettees@éalitions d’anodi-
sation : Substrat Si de type™Sb), p ~ 1072 Q.cm, J = 40 mA.cm?, t = 180 s, [HF] = 5,6 %.
Conditions de gravure : gaz §Flébit 5 sccm, Puissance 50 W, Pression 10 mTorr et durée 30 s.

Comparés aux pores obtenus avec le substrat de typedR interstices semblent étre plus favo-
rables a I'introduction de biomolécules de grandes tailles comme les immunogladgieD’autant
plus que la forme continue et sans ramifications des pores observésBaauviEa coupe transversale
de la couche poreuse élaborée dans ces conditions (figure 4.1i1 hgeriari adaptée a un écoule-
ment favorable des solutions utilisées lors de la biofonctionnalisation dahtetealume poreux.
Ainsi, nous avons choisi d'étudier la biofonctionnalisation de cette copeteuse et d’entamer la ca-
ractérisation structurale. Mesurée par MEB et aprées gravure Riaisgeur est égale a 5380100
nm pour une durée d’anodisation égale a 180 s. La porosité a été estiméeoa 64 % par réflec-
tométrie en ajustant le spectre de réflectance théorique au spectre expelrivhéenu aprés gravure
RIE (figure 4.11). En supposant que la gravure RIE soit sanssefféa porosité de la couche poreuse,
I'épaisseur avant gravure ajustée par réflectométrie est égal64b0 nm. Contenant des pores de
diameétre moyen estimé a 88 nm environ, cet échantillon de silicium poreux géeelme surface
spécifique de I'ordre de 29%em 3. Cette surface est encore plus faible que celle de la monocouche
de silicium poreux élaborée avec le substrat de typetsous une densité de courant de 50 mA.¢m
(Ss ~ 65 m?.cm™3).

Cette couche poreuse a ensuite été fonctionnalisée en utilisant le praréd#ppegnation que
nous avons utilisé pour immobiliser les anticorps anti-glucagon a la surfagmdes de I'échantillon
poreux élaboré sur le substrat de type @ection 4.2.4.c). Afin de vérifier I'efficacité du procédé,
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Figure 4.11 — a. Micrographie MEB d’une coupe transversale d'uarédlon de silicium poreux
aprés gravure RIE. b. Spectres de réflectance d’'une couche densiforeux avant (SiP) et aprés
gravure RIE (SiP-RIE). Conditions d’anodisation : Substrat Si de Np&Sb),p ~ 1072 Q.cm, J =
40 mA.cnT2, t = 180 s, [HF] = 5,6 %. Conditions de gravure : gaz Sdébit 5 sccm, Puissance 50
W, Pression 10 mTorr et durée 30 s.

nous avons commencé a I'appliquer pour le greffage de I'albumine. kephysico-chimique de la
biofonctionnalisation a été effectué essentiellement par réflectométrie.uks de cette étude, nous
avons utilisé des techniques d’analyse élémentaire telles que la spectronaitperdion d'énergie
(EDX) et la spectrométrie de photoélectrons induits par rayons X (XPRayPhotoelectron Spec-
troscopy).

b. Suivi de la fonctionnalisation par réflectométrie

— Aprés oxydation thermique :
Le traitement thermique pendant une heus®@ C de la couche poreuse a entrainé le dépla-
cement négatif (vers les plus basses longueurs d’onde) de sorespecéflectance d’environ
220 nm (figure 4.12). L'ajustement du spectre théorique au spectéeimgntal associe ce dé-
placement spectral a un taux d’oxydation égal a 26 %. La nouvelleipbossl’'échantillon est
alors égale a- 52 %. Le diamétre moyen des pores aprés cette étape d’oxydation estde I'o
de 75 nm.

— Aprés réactions chimiques :
La mesure de la réflectance de la couche poreuse aprés les étapesisitisitg couplage al-
déhyde et fixation de I'albumine nous a permis d’obtenir respectivemespéxdres SiP-S2,
SiP-S3 et SiP-S4 présentés sur la figure 4.12. D’apres ces spkcpesition de la frange d'in-
terférence d'ordre "m" égal a 10 n’a subi aucun déplacement. Ehlaffongueur d’onde\},0
du maximum de cette frange est restée égale a #622xm pour tous les spectres enregistrés
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apres oxydation thermique de I'échantillon. Ce résultat, révéle I'absensealzstances orga-
nigues dans la couche poreuse et donc un déroulement inappropaibidfonctionnalisation.

16 15 14 10 Ordre
dmte.‘?‘erence m
M)
M . \ SIP-RIE

= &R ENATR .-‘;
g RSN NN | NS S, SiP-S1
5 A A IJ"‘“I"-
§ ANV VNN sies2
E AN NN TR T SiP-53

L ¥ \ ._,- \ J ;u.__\‘\ .
VAVAVAWANY AN

1200 1400 1600 1600 2000

Longueur d'onde, nm

Figure 4.12 — Spectres de réflectance d’'une couche de silicium pouswdiféérentes étapes de sa
biofonctionnalisation.

c. Analyse par EDX et XPS

Afin d'étudier par EDX I'évolution chimique du volume du silicium poreux élabavec du sili-
cium de type N et de résistivité moyenne égale & ¥@).cm aux différentes étapes de sa préparation,
nous avons préparé cing échantillons de silicium poreux dans les ménaitorend’anodisation
électrochimique et de gravure RIE que la couche poreuse précétamesparation de ces échan-
tillons a été arrétée a des étapes différentes afin d'obtenir cinq coustessps correspondant aux
stades SiP-RIE (couche gravée), SiP-S1 (oxydée), SiP-S2 (ségrB-S3 (fixant des aldéhydes) et
SiP-S4 (fixant I'albumine).

Pour accéder a la surface interne de la couche poreuse, chagueiléarna éte clivé. L'analyse EDX
des coupes transversales des couches poreuses observéeB aolME permis d'estimer la compo-
sition chimique en carbone, oxygéne et silicium aux différentes étapagparption (tableau 4.5).

D’aprés ces résultats, seule I'étape de I'oxydation thermique a entraindlifigaton de la com-
position atomique de la couche poreuse en oxygéne et en silicium. Etandétreanmable d’un échan-
tillon a l'autre, le taux de carbone mesuré (compris entre 6 et 9 %) est obalgement relié a une
contamination au niveau de la chambre d’analyse. Avec I'absence d'atdiesmote dans toutes les
couches poreuses analysées, nous pouvons déduire qu'auctidre miaganique reliée a la biofonc-
tionnalisation n’a été détectée.

122



Chapitre 4 Caractérisations physico-chimiques et biofonctionnalisation

| SiP-RIE | SiP-S1]| SiP-S2] SiP-S3| SiP-S4]

% C 9 7 6 8 9
% O 5 29 23 32 28
% Si 86 64 71 60 64

Tableau 4.5 — Composition élémentaire déterminée par EDX de la couche gpereaarbone, oxy-
gene, et silicium apres les différentes étapes de fonctionnalisation.

Ainsi, nous pensons gu'aucune substance chimique (APTES, glutaydielét albumine) n'aurait pu
réagir a I'intérieur de la couche poreuse et que les solutions activesmdiédnnalisation n’aurait pas
pu imprégner les pores apres leur dépét a la surface de I'échantillos. €acas, seule la surface
externe de I'’échantillon aurait été fonctionnalisée. Ceci a été vérifienadysee XPS de cette surface
aux stades SiP-S1 (prés oxydation thermique), SiP-S2 (aprés silanisdtBifP-S4 (aprés couplage
aldéhyde et fixation protéique) de la fonctionnalisation. Sur la Figure 41ii3psésentés les spectres
issus de cette analyse.
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Figure 4.13 — Spectres XPS enregistrés sur la surface d’'une coohesp a différentes étapes de la
biofonctionnalisation.

La position et I'intensité relative des pics d’'oxygéne O1s, de I'azote 8lisarbone C1s et du si-
licium Si2P nous ont permis de suivre I'évolution de la composition chimique defiace externe du
silicium poreux en fonction des étapes de fonctionnalisation SiP-S1, S&R-SP-S4 (tableau 4.6).
Les résultats obtenus révelent une fonctionnalisation efficace ercswtéal’ échantillon. En effet,
avant silanisation, on constate que la surface externe de la couchs@est composée uniquement
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d’oxygene et de silicium. Aprés silanisation, nous observons I'appadgdiazote (avec un pourcen-
tage atomique estimé a 4,5 %) et du carbone (avec un pourcentage atortiméae®3 %), éléments
contenus dans les fragments de silanes gréffés. Apres couplaggdddéape SiP-3 non analysé)
et réaction de I'albumine (SiP-S4), on note une augmentation supplémergdirgehsité des pics
relatifs aux éléments organiques associés a une présence plus dbatetaatomes d’'azote (9 %) et
de carbone (49 %).

% O1S| % N1S| % C1S| % Si2P
SiP-S1 62 0 0 38
SiP-S2| 44,5 4,5 23 28
SiP-S4 28 9 49 14

Tableau 4.6 — Composition élémentaire déterminée par XPS de la surfaceaddarcouche poreuse
en oxygene (O1S), azote (N1S), carbone (C1S) et silicium (Si2psdgs étapes de fonctionnalisation
SiP-S1 (apres oxydation), SiP-S2 (aprés silanisation) et SiP-S4 (@m@#age de I'albumine).

L'ensemble des résultats obtenus par réflectométrie, EDX et XPS nauefpde penser que les
solutions actives que nous avons utilisées lors de la fonctionnalisatigul (&0 solution) n'ont pas
pu imprégner le volume de la couche poreus@{0 nl) élaborée avec du silicium de type KP,, ~
52 %). N'ayant pas rencontré cette difficulté avec la couche poréaiserée avec le silicium de type
PT (P, ~ 80 %), nous relions ce comportement fluidique avec la porosité de I'échargilloous
proposons la figure 4.14 pour donner une explication possible.

P =80 % P=52%

Figure 4.14 — Schémaillustrant le comportement fluidique d’une goutte de lidéjmesée a la surface
de deux échantillons de silicium poreux de porosités différentes.

Ainsi, pour un échantillon de forte porosité (figure 4.14.a) les cristallitearaéples pores sont
trés fines et la tension superficielle a I'interface solution-couche peesisissez faible favorisant I'in-
filtration des pores par le liquide. Lorsque la porosité de I'échantillon esgéfevée (figure 4.14.b),
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la largeur des cristallites est assez importante. La tension superficielfecelda situation, peut étre
suffisamment élevée pour empécher I'imprégnation des pores par lesselatiives déposées a la
surface de I'échantillon lors de la fonctionnalisation. Dans ce cas letasuias organiques mises en
réaction (APTES, glutaraldéhyde et anticorps anti-glucagon) ne s&agiqu’avec la surface externe
des cristallites. Ce cas de figure correspondrait aux résultats de fumadigation que nous avons ob-
tenus avec le substrat de type' N

Nous rappelons que I'objectif pour lequel nous avons exploité le siliciurtype Nt dopé avec
des atomes d’antimoine (Sb) et de résistivité comprise entre 8 et 2(1@m était d’obtenir des
pores plus ouverts que ceux contenus dans la couche poreuseéélaliec du silicium de type'P
afin d’augmenter le taux de recouvrement de la surface interne du mapérides anticorps anti-
glucagon. A la fin de cette étude, nous avons déduit que cet objectifureafictre atteint avec des
porosités peu élevées. Pour cela nous avons décidé d'expérimermteuxieme dopage de silicium
de type N. Avec une résistivité moyenne égale a 6:102.cm, ce type de substrat nous a permis
d’obtenir des monocouches poreuses contenant des pores avietndttrd moyen supérieur a 56 nm
et de porosité élevée (supérieure a 80 %) favorable a l'infiltration duneianterne du matériau par
les solutions actives de fonctionnalisation. Cependant, de rugosité tka@eetes monocouches po-
reuses présentent I'inconvénient de donner des spectres deamidlesavec des fluctuations parasites
de grande visibilité entravant leur exploitation dans le suivi de la fonctigat@n. Nous avons alors
décidé d'étudier ce type de silicium dans I'élaboration d'une structure muttima réponse optique
plus réguliére qui est la microcavité.

Ainsi, et aprés avoir vérifié I'efficacité du procédé de greffage edis@ps anti-glucagon (0,4.19
molécules par c#) dans une couche poreuse élaborée avec du silicium de tygai@dmeétre moyen
des pores 56 nm), nous avons appliqué le méme protocole de biofonctiatinalisur des micro-
cavités en silicium poreux. Cette structure photonique multicouches queaxons décrite dans les
chapitres 1 (sections 1.3.2.e et 1.5.2.h) et 3 (section 3.3.3) a suscité o@sateannées beaucoup
d’intérét dans la conception des biocapteurs a base de silicium poneeffeE cette structure permet
par le déplacement du pic de Fabry Pérot de son spectre de réfledmuniétecter la présence en
volume du matériau poreux de substances organiques. Dans la sectmmtesuious présentons les
résultats de biofonctionnalisation de cette structure.

4.3 Biofonctionnalisation du silicium poreux multicouche structuréen
microcavité

L'étude théorique que nous avons présentée dans le chapitre 3 de oecnitégection 3.6.2)
démontre bien I'avantage du silicium poreux structuré en microcavité daritdatidn optique des
substances organiques. Les résultats de cette étude accordenhaugsinde importance a la porosité
du matériau. En effet, nous avons constaté que la sensibilité élevée dercetigre multicouche est
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essentiellement lié a l'utilisation de fortes porosités. Une limite de détection trésaith2 ng/nm) a
d’ailleurs été estimé pour un systéme de biodétection intégrant une microdtait@at des couches
de porosités élevés (respectivement égales a 95 % et 80 %). Ainsiymapsrspective d’exploiter ce
type de structure multicouche dans la biodétection du glucagon, nous @momsencé par élaborer
des microcavités en silicium poreux que nous avons par la suite fonctighsalisn le méme pro-
cédé par imprégnation que nous avons contrélé précédemment sur lesomcimes. Les deux types
de silicium monocristallin (P/4.102 Q.cm et Nf 6.10°3 .cm) qui nous ont permis d’obtenir du
silicium poreux de porosité élevée ont été exploités.

4.3.1 Microcavité sur silicium de type P

Nécessitant I'alternance de deux couches poreuses d'indiceedifféet donc de porosités diffé-
rentes, la réalisation d’'une microcavité a base de silicium poreux élabecéea\Si de type P nous
a mené a effectuer une étude préalable de fonctionnalisation d’une mumhacde silicium poreux
¢élaborée a une densité de courant inférieure a 50 mA2cEn effet, limité par le phénomeéne d’élec-
tropolissage (figure 2.8, section 2.2.2) I'obtention de silicium poreux stypeede substrat de Si ne
peut étre assurée a des densités de courant supérieures a 50ThACamme nous I'avons démontré
au dans le chapitre 2, la diminution de la densité de courant d'anodisati@inenta formation de
pores de plus faible diamétre. Ainsi, I'application d’'une densité de coégale a 30 mA.cm? pen-
dant 470 s et l'utilisation d’'un électrolyte avec une concentration d’'acigetldrique égale a 10 %
nous ont permis d'obtenir des pores de diamétre moyen égal a enviran 80dune épaisseur égale
a 7,3 um. Sur cette monocouche nous avons suivi la biofonctionnalisation pectafiétrie. Les
résultats exprimant I'évolution de I'indice de réfraction et celle de la fract@omique en matiere
organique de la monocouche poreuse aux différentes étapes de lactimfioalisation sont présen-
tés dans le tableau 4.7. Ces résultats vérifient que méme dans des poi@néteednférieur a 50
nm (pourcentage des pores de diamétre supérieur a 50 nm égal a 1Hanvj)iterps anti-glucagon
pouvaient infiltrer la couche poreuse. Le taux de recouvrement deféecsporeuse en immunoglo-
bulines esr estimé pour cet échantillon de 0,2 fiolécules par cih

SiP-RIE | SiP-S1| SiP-S2| SiP-S3| SiP-S4
n 1,284 1,237 | 1,268 | 1,303 | 1,327
Corga. 0% 6,4% | 13,3%| 16,3%

Tableau 4.7 — Evolution de l'indice de réfraction et de la fraction volumiquenatiére organique
d’'une monocouche poreuse (élaborée sur un substrat de siliciumel®tygt avec une densité de
courant et une concentration de HF respectivement égales a 30 mA&tmO %) aux différentes
étapes de sa fonctionnalisation.

Ayant vérifié la possibilité d’introduire les anticorps anti-glucagon dansl&lee poreuse élabo-
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rée sous une densité de courant égale a 30 mA2cnous avons élaboré une microcavité en silicium
poreux centrée a 793 nmy). Les densités de courant utilisées pour la réalisation de cette microcavité
étaient alors de 50 {Jet de 30 mA.cm? (J). Les porosités respectives obtenues avec ces deux den-
sités de courant sont 91 et 82 %. Les durées d’'anodisatitritont été calculées a partir des vitesses
d’anodisation correspondantes a chaque densité de courant (26;5 pous J et 15,8 nm.s! pour

J) en vérifiant la condition de Bragg{e, = n,e; = \¢/4). La couche active séparant les deux miroirs
composant la microcavité, a été anodisée sous la densité de coustqiehdant une durée égale a
2t;. Le nombre d’alternances des bicouches dans les deux miroirs egilégti{Ns = Ng) et égal a

12. L'épaisseur totale de la microcavité est alors égale au®,.3\Nous présentons dans la figure 4.15
I'image obtenue par MEB de cette structure ainsi que sa réponse optiquigtieéet expérimentale.

La superposition des deux spectres théorique et expérimental témoitjeffickcité du programme

de simulation ainsi que du choix des conditions expérimentales pour la réalidaticette structure
multicouche.

Expérimental
++ Théorigue

Réflectance, %

T T T T T T
EOO 850 700 780 00 850 a00 950 1000
Longusur d'onde, nm

Figure 4.15 — a. Micrographie MEB d’une coupe transversale d'uardidton de silicium poreux
structuré en une microcavité d’'épaisseur totale égale amd,3b. Spectres de réflectance théorique
et expérimental de la microcavité centrée a 793 nm élaboré par la sufierpds deux miroirs de
Bragg constitués chacun de 12 bicouches alternant les couchesod@dgmégales a 91 % et 82 %.

Comme pour les monocouches, I'ouverture des pores a la surface dantdlon nécessite une
étape de gravure RIE. Afin de réduire au maximum l'effet de cette geaswrr la réflectance de la
structure poreuse, nous avons diminué la durée de ce traitement de 30ss Airdsi le déplacement
spectral entrainé par cette étape de préparation est égal a -1 nm. |@ecdémt est mesuré par
rapport & la position du pic de Fabry pérot. La faible amplitude de ce dépiaateest en faveur
d’'une élimination localisée réduite a la couche de surface. Quand a sanreigatif, il est lié a la
diminution de I'épaisseur de la structure. Apres traitement thermique, ce pituised une longueur
d'onde égale a 771 nm indiguant un déplacement du spectre vers ldsagkes longueurs d’'ondes
de valeur égale a 21 nm et relatif & une oxydation assez importante de largrporeuse. Les
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trois étapes de biofonctionnalisation qui sont la silanisation, le couplageyaleé&t le greffage des
anticorps anti-glucagon ont entrainé des déplacements positifs respastivégaux a +16, +22 et
+17 nm (figure 4.16). Cette évolution traduit I'introduction aprés chadenees étapes de substances
organiques d'indice de réfraction supérieur a celui de I'air (n = 1)nékés remplissant les pores
avant fonctionnalisation. Ainsi, nous confirmons I'efficacité de la bidfionoalisation en volume du
silicium poreux avec une structure microcavité. Grace a sa répondesdpé@s peu bruitée au niveau
du mode de Fabry-Pérot, cette structure présentant I'avantage detpermesuivi direct et de bonne
résolution (de I'ordre du nanométre) de I'évolution physico-chimique dunaaté

i Qxyde
——APTES

Glutaraldéhyde

Ac.antiglucagon
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Longueur d'onde, nm

Figure 4.16 — Déplacement du pic de Fabry Pérot de la microcavité 1 @uthstype P) en fonction
de la fonctionnalisation.

4.3.2 Microcavité sur silicium de type N

Avec du silicium de type N dopé avec des atomes de phosphore et de résistivité comprise entre
5et 7.10° 2.cm nous avons élaboré une deuxiéme microcavité (microcavité N). L'digetobano-
disation que nous avons utilisé pour I'anodisation électrochimique de ce ¢ypabdtrat contient de
I'acide fluorhydrique avec une concentration égale a 5,6 %. Les deusitésurant choisies pour
I'¢élaboration de cette microcavité sont 50 mATh(J;) et 41 mA.cnt? (). Les porosités respec-
tives obtenues avec ces deux densités de courant sont 96 et 85 tdsses d’anodisation qui ont
permis le calcul des durées d’anodisatiprtt, permettant d’obtenir une microcavité centrée a une
longueur d’onde\, proche de celle de la premiére cavité (799 nm) sont égales a 21,7 npasr J
et 18,7 nm.s! pour }. La couche active séparant les deux miroirs composant la microcavité, a été
anodisée sous la densité de couranpéndant une durée égale 3.2te nombre d’'alternances des
bicouches dans les deux miroirs est équivalent NN g) et égal a 9. L'épaisseur totale de la micro-
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cavité est alors égale a ufn. Nous présentons dans la figure 4.17 'image obtenue par MEB de cette
structure ainsi que sa réponse optique. Comme pour la microcavité élamri&esubstrat de type

P*, la superposition des deux spectres théorique et expérimental refflitatiéé du programme

de simulation ainsi que du choix des conditions expérimentales pour la réalidaticette structure
multicouche avec le substrat de typg N

Expérimental
100 4 “sesweee- Théorigue

Couche active

Réflectance, %

[t}

T T T T T T T 1
500 850 700 750 800 850 300 350 1000
Longueur d'onde, nm

Figure 4.17 — a. Micrographie MEB d’une coupe transversale d'uarégdlon de silicium poreux
structuré en une microcavité d’épaisseur totale égale a 6800 nm (sulestyge N"). b. Spectres de
réflectance théorique et expérimental de la microcavité centrée a 799 looné&pear la superposition
de deux miroirs de Bragg constitués chacun de 9 bicouches alternantildses de porosités égales
a 96 % et 85 %.

De porosité plus élevée que la microcavité P, la microcavité N est plus sentildeavure RIE.

En effet, pour les mémes conditions de gravure, le déplacement de la mitgdd#-5 nm) est 5 fois
plus important que celui de la microcavité P (-1 nm).

Quant a la sensibilité a I'oxydation, nous constatons que le déplacemeit da pabry-Pérot est
moins important avec la microcavité N (-5 nm par rapport & -21 nm pour la oaeiteé P). De méme
pour les trois derniéres étapes de fonctionnalisation. Nous avons qisienges trois étapes un dé-
placement positif équivalent & 30 nm (figure 4.18). La différence éedrdeux déviationa \g(orga.)
relatives aux deux microcavités est égale a 25 nm.

Dans le tableau 4.8 nous présentons les déplacements spefsitkg(orga.) des deux microcavités
entrainés par les étapes de biofonctionnalisation (silanisation, coupladpydédet fixation des an-
ticorps) ainsi que les parametres structuraux (porosités et diamétrperés$ des couches poreuses
constituant ces nanostructures photoniques. Par corrélation avésudtsits simulant I'influence des
parametres structuraux sur la sensibilité de nanostructures photordgo@&se(de silicium poreux) a
la biofonctionnalisation que nous avons obtenu précédemment (cha@teti®n 3.6), nous consta-
tons que la microcavité 1 présente I'avantage d'utiliser les diamétres deslpsnglus faibles (B
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Figure 4.18 — Déplacement du pic de Fabry Pérot de la microcavité N etidionte |la fonctionnali-
sation.

=56 nm et §’ = 30 nm par rapport & P = 97 nm et B’ = 56 nm) alors que la microcavité N est
avantagée par I'emploi de couches les plus poreuses=(6 % et B’ = 85 % par rapport aP=91
% et B’ =82 %).

P; (%) | D1 (nm) | Py (%) | Do (nm) | S, (m?.cm~3) | A)g(orga.) (nm)
Microcavité P (P™) 91 56 82 30 94 55
Microcavité N (N1) 96 97 85 56 50 30

Tableau 4.8 — Tableau récapitulatif des parametres structuraux (por@sitésametres "D" et sur-
faces spécifiques v9 des couches poreuses constituant les microcavités 1 et 2 ainsi qdé-les
placements spectraux de ces structubeg(org) entrainés par les étapes de biofonctionnalisation
(silanisation, couplage aldéhyde et fixation des anticorps).

Afin de comprendre la contribution des ces deux paramétres structunasXaldifférence entre
les réponses optiques des microcavités étudiées, nous faisons intensenface spécifique du sili-
cium poreux. En effet, selon la relation 2.5 (chapitre 2) que nous avahbespour estimer la surface
spécifique du silicium poreux, le calcul de ce parametre fait intervenir lméti@ des pores et la
porosité. L'application de cette relation pour I'estimation de la surface spéeitjue développe I'en-
semble des couches poreuses constituant chacune des microcavidésaugta permis d’obtenir les
résultats présentés dans le tableau 4.8. Nous constatons que la spéfzfigue "S" la plus élevée
(94 n?.cm—3) correspond au déplacement spectkal(orga.) le plus important (55 nm). Ainsi nous
attribuons I'avantage de sensibilité de la réponse spectrale de la microcaatér&port a la mi-
crocavité N a la surface spécifique plus importante que développe le sili@tenypcomposant la
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premiére structure.

A la fin de cette étude sur la biofonctionnalisation de nanostructures phogsnigulticouches a

base de silicium poreux, nous relevons les points suivants :

— La biofonctionnalisation du silicium poreux selon le procédé chimique qus aeons mis en
oeuvre nécessite essentiellement I'utilisation de porosités élevées.

— Il n'est pas obligatoire d’'avoir des pores de diamétre beaucoup [Bué que la taille des
anticorps pour incorporer ces substances actives lors de la biofomaligation. D’autant plus
que la microcavité P (avec le substrat de typg &vec les diamétres de pores les plus faibles
est de meilleure sensibilité que la microcavité N (avec le substrat de type N

— Exprimé en fonction de la porosité (numérateur) et le diamétre moyen des(dénominateur)
selon la relation 2.5, = 4000.(p/D)), la surface spécifique est ainsi le paramétre critique
influant la sensibilité de ces nanostructures photoniques multicouchesdaviités) a détecter
la présence de substances organiques. Cette sensibilité est aloratddusaélevée que la
surface spécifique est importante.

— Ces résultats sont en adéquation avec ceux que nous avons obteiags!iétude théorique sur
les facteurs de mérite présentée a la fin du chapitre 3. Cette étude nousis geeiconstater
dans un premier temps que la variation de I'indice de réfraction d’'une manbegoreuse
suite a l'incorporation de substances organiques dans ses poréawgahtplus importante
que le diamétre de ces interstices est faible. Dans un deuxiéme temps, nesi€@vdu que
les multicouches a base de silicium poreux structurées en microcavité peewear dans la
constitution de biocapteurs de haute sensibilité surtout en utilisant desssalesforte porosité.
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Avant d’introduire des perspectives pour les travaux futurs, nexeg un résumé des principaux
points traités et des résultats obtenus pendant cette thése.

Conclusion générale

L'exploitation de nanostructures photonigues a base de silicium porewsxdies applications de
biodétection nécessite le recouvrement de la surface interne de cégrssymar des éléments de re-
connaissance moléculaire de nature biologique. Cet assemblage entr&taurinorganique et des
substances biomoléculaires exploite généralement des procédés tienfomitsation chimique. Le
travail présenté dans ce manuscrit de these constitue notre contributioecherches sur la concep-
tion et I'élaboration de nanostructures photoniques a base de siliciunnpahraniquement fonction-
nalisé.

Dans la perspective de développer un biocapteur optique de glucdigseale nanostructures pho-
toniques en silicium poreux, nous avons au cours de cette thése mis efeplaaéls préliminaires a
cette application de biodétection. En effet, nous avons tout d’abordiogéeun programme de simu-
lation de spectres de réflectance de structures optiques a base de sibcawr. [Ce programme cal-
cule la réflectance d’une structure poreuse monocouche ou multicon@ppkquant le formalisme
des matrices de transfert et ce a partir des indices de réfraction calquaétr de la composition des
milieux effectifs constitués par le silicium poreux (dont la porosité est modutéepli par I'espéce
organique étudiée.

Cet outil nous a permis dans un premier temps de prévoir I'influence dénsgprametres, tels que
le diamétre moyen des pores, le degré d’oxydation et la porosité, surkibifiihde la réponse spec-
trale de structures monocouches et multicouches (miroir de Bragg et mit&)a@ans le suivi de la
biofonctionnalisation de ces structures. Nous avons pu déduire qupdase optique relative a la
présence de substances organiques exprim&re(variation d’indice de réfraction) pour les mono-
couches ou e\ )\ (déplacement spectral) pour les multicouches a base de miroir de Bragg a un
amplitude d’autant plus importante que le diameétre des pores et le degréatimxy sont réduits.
L'intérét d'utiliser des couches de fortes porosités a été essentielledemingdré avec les microca-
vités. Composée de couches de porositésti?, respectivement égales a 90 % et 80 %, une micro-
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cavité a base de silicium poreux serait capable de détecter une quantiteagom formant un film
de substance organique d’épaisseur équivalente 4. La limite de détection d’'un systéme de
biodétection intégrant cette microcavité serait égal B2 ng/nm.

Dans un deuxieme temps, nous avons simulé la réflectance des monocaishiesudh poreux
afin de déterminer leur composition aprés élaboration et fonctionnalisatiararhctérisation structu-
rale de ces monocouches a été complétée par des observations au rpEédsctyonique a balayage.
La fonctionnalisation de ces couches de silicium poreux selon un pretéuégue comportant une
étape de silanisation suivie par une réaction de couplage aldéhyde effeggrd’éléments immu-
nologiques (anticorps anti-glucagon) a été contrdlée par réflectoméspeettoscopie Raman. Nous
avons ainsi pu d’'une part, vérifier la fixation des anticorps anti-glucagovolume d’une couche de
silicium poreux de forte porosité{90 %) et d’autre part estimer le taux de recouvrement de la sur-
face poreuse par ces biorécépteurs (0,4.ffblécules d’'lgG par cA). Nous avons par la suite étudié
ce procédé de biofonctionnalisation avec des structures multicouchegedaigrocavités élaborées
avec des porosités et des diamétres de pores différents. Ceci neuwia g'une part de confirmer
I'efficacité de notre protocole chimique a recouvrir la surface interne dénaa par les anticorps
anti-glucagon et d’autre part de mettre en évidence la relation entre lhisEndes microcavités a
détecter la présence de substances organigues et la surface spédgfigjlicium poreux constituant
ces structures multicouches.

Perspectives

A la fin de ces travaux dans le domaine de la biodétection et suite aux consldsioncées ci-
dessus, nous dégageons les perspectives de recherchegesuivan

— Intégrer les structures monocouches et multicouches (microcavit@sr@es au cours de cette
thése a un systéme a flux continu et évaluer I'activité des anticorps immobiligéséeur de
ces structures. En effet les anticorps immobilisés par leurs fonctions aNddsurface poreuse
sont orientés d’'une facon aléatoire [177]. Ainsi, une certaine ptigmodes sites de fixation
de I'antigéne (deux par immunoglobuline 1gG) doit étre bloquée et ne pgrasda détection
du glucagon. L'évaluation de I'activité des anticorps anti-glucagon @eatréalisée par un test
de saturation de ces biorécepteurs. Le test consiste a quantifier le ndenimees d’analytes
(glucagon) liant des sites antigéniques libres dans la structure poreghkg) (pour différentes
concentrations du glucagon. n.gke déduit a partir du nombre de moles de glucagon non lié
(n.glu,;) selon la relation suivante :
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n.glu; = n.glur — n.gluy, 4.7

Avec n.glyr est le nombre de moles de glucagon total correspondant a la concentraton ¢
'analyte.

n.glu,; est déterminé par analyse de la solution de glucagon aprés sa réactida aueface
poreuse immobilisant les anticorps. Cette analyse peut utiliser la méthode radimiogigne

de quantification du glucagon [148].

La figure 4.19 illustre un exemple de détermination de I'activité A des anticotpglacagon.
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Figure 4.19 — Courbe de saturation des sites antigéniques de I'antictirgtuaagon.

Pour chaque concentration utilisée, on détermine un pourcentage dey&itkéd (L) selon la
relation suivante :

n.gluy

L =100 -
2n.IgG

(4.8)

Avec n.IgG est le nombre de moles d’anticorps anti-glucagon immobilisés datmadéure po-
reuse. Ce paramétre peut étre déduit a partir du taux de recouvregjgedeterminé.

A partir d’'une concentration de saturation des anticorg$, "t." atteint une valeur maximale
qui correspond a I'activité "A" des biorécepteurs immobilisés a la sudasecristallites du
silicium poreux. On pourra considérer comme satisfaisante une activiédéesure a 50 %.
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— Si l'activité des anticorps greffés est faible (A < 50 %), établir un mawnvprotocole de fonc-
tionnalisation permettant une fixation orientée de ces biorécepteurs (pahbine polysac-
charidique par exemple) [178] et donc une accessibilité plus importantiicaggn aux sites
antigéniques. En effet, une ou plusieurs fonctions aldéhyde peuverih&oduites au niveau
du fragment Fc des anticorps par coupure oxydative des diols vicidangtions -OH atta-
chées a deux atomes de carbone adjacents) des carbohydratesgpandate de sodium. Les
anticorps peuvent alors étre greffés sur des supports aminésnfamitsdes fonctions -N§Jj
par des liaisons covalentes tout en laissant libre la totalité des sites de fixatiantigene (A
=100 %) [72].

— Si I'activité des anticorps greffés est élevée (A > 50 %), évaluerpacdité des nanostructures
poreuses (monocouches et microcavités biofonctionnalisées) a détéegtecagon. Dans ce
cas, I'amélioration de la qualité de I'analyse dépendra essentiellement dudelsqparameétres
tels que le diamétre des pores, la porosité et le degré d’oxydation.

— Elaborer et fonctionnaliser des structures optiques innovantes commaides d’onde réso-
nant (conventionnel) et anti-résonant (ARROW : AntiResonant RefeOptical Waveguide)
a base de silicium poreux et les intégrer dans des fonctions interférouastiigls que le Mach-
Zehnder.

Dans le cas des guides résonnants (Figure 4.20.A) la lumiére est cotMingda couche de
guidage (indice de réfraction le plus éleve) par réflexion totale internénéerfaces avec les
couches de confinement (indice le plus faible). Une faible partie de l'iéede la lumiere
guidée est couplée dans les couches de confinement par ondescévaes. Seul le champ
évanescent est affecté par la variation d’'indice du milieu contenanttesmoléculaire a dé-
tecter. Dans cette configuration, seule une faible partie de la couchioforalisée va étre
sensible a la présence des molécules du fait du faible recouvrementeectieanp évanescent
et I'ensemble des molécules incorporées.

Dans le cas des guides anti-résonants (Figure 4.20.B), la lumiére esigmodéins une couche
de guidage ayant un indice plus faible que celui d’'une couche de eomdimt (indice plus
élevé). Ce type de confinement est provoqué par réflexion antiméstma l'interface. Pour
que cette réflexion se produise il faut au moins 2 couches de confindmeerguides de type
ARROW présentent I'avantage par rapport aux guides conventiodizelsir plus facilement
la possibilité d’'un guidage monomodal avec une couche de coeur d'épasmparable au
diamétre d’'une fibre optique et une couche de confinement plus fine. Begtie structure
guidante est fortement sensible a la polarisation.

De trés faibles dimensions, ces structures de biodétection optique a bgsieleled’onde né-
cessiteront I'intégration de systémes microfluidiques utilisant des canauamdtriques afin
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de manipuler de petits volumes de fluides.
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Figure 4.20 — Représentation schématique des guides résonant (A)réssanant (B)
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Porous silicon is an attractive material for label-free optical biosensors because of its
biocompatibility, its large internal surface area, its open pore network, and its widely tunable
refractive index. Many structures using this material and exploring reflectometry can be used for
biosensing. The sensor performances and sensitivity depends on the parameters of the porous silicon
layers and its thermal treatment such as porosity, pore size, oxidation degree, and used wavelength.
A theoretical framework to model the reflectance spectra of three optical nanostructures (monolayer,
Bragg mirror, and microcavity based on porous silicon layers) before and after the functionalization
step is used to study the merit parameters for each device. Based on this theoretical work, optimized
conditions to fabricate glucagon biosensors are proposed. A microcavity formed by a period
constituted of two porous layers of porosities equal to 95% and 65% with a pore size of 60 and 51
nm, respectively, and with 40% oxidation degree allows a significant redshift to be obtained. The
value of minimum detectable coating thickness for a detection system capable of resolving a
wavelength shift of 0.1 nm is about 5X 1073 nm. © 2010 American Institute of Physics.

[doi:10.1063/1.3295906]

I. INTRODUCTION

During the past decade, sensors based on porous silicon
(PSi) nanostructures, having large internal surface areas and
widely tunable refractive indices, have been developed. Dif-
ferent types of optical devices have been reported such as
single layer interferometers, waveguides, Bragg mirrors, mi-
crocavities, rugate ﬁlters,l’7 etc. An inherent feature of PSi
material is its open pore network. Normally, this can be used
to modify the properties of optical devices in situ, by filling
the pores with other materials. Moreover, the easy oxidation
of the internal surface of PSi allows organic molecules to be
covalently attached. Previously cited PSi photonic structures
have shown a very good sensitivity in the label-free sensing
by the modification of the effective refractive index of a PSi
layer.g’13 In fact, many molecular probes were used for these
sensor systems. We can tell proteics probes apart like
antibodies," biotin,' protein A'e KAA peptide]4 and
TWTCP,17 and nucleic probes such as DNA and RNA
fragments.18 For our sensing application, we have chosen
monoclonal IgG1 antibody specifically to detect a hypergly-
caemic hormone called glucagon. This peptide consists of a
single-chain of 29 amino-acid residues. Its blood concentra-
tion is about 107"'M and only I'* radioimmunoassay is used
in routine analysis. In spite of its low detection level (13
pg/ml),19 this technique presents the disadvantage of long
incubation time (24 h). We hope to develop to a glucagon
sensor with instantaneous analysis using direct optical detec-
tion inside silicon porous nanostructure. The design of this
biosensor necessitates immobilisation of antibodies on crys-
tallite surfaces which form the porous material. It is essential
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to perfect this step called functionalization to provide the
best sensitivity for the biosensor.

However, knowing that the functionalization of the po-
rous layers depends on the intrinsic physical properties such
as the porosity value, pore size, and the oxidation degree, we
will try to theoretically estimate the performances of three
types of structures (i) single-layer, (ii) Bragg reflector, and
(iii) microcavity.

We will first describe the theoretical framework to model
the reflectance spectra of these different optical nanostruc-
tures and the refractive index of porous layer. Then, the
simulations of reflectance spectra are presented before and
after the functionalization step. For each case, the merit pa-
rameters are discussed according to porosity, pore size, oxi-
dation degree, and used wavelength values. This theoretical
work leads to a set of optimized conditions for the fabrica-
tion of glucagon biosensors.

Il. MODELING

The optical response of porous layers and its sensitivity
depend strongly on the nanomorphology (pore size and den-
sity) and the chosen optical device (single layer, Bragg re-
flector, and microcavity). One important result is the evolu-
tion of near infrared reflectance spectrum of these structures
at each step of surface functionalization or biodetection. This
spectral evolution results from the modification of the optical
path length (OPL) that is the product of the geometric length
of the path light d propagating through the optical structure
and the refractive index of the medium n and is given by the
following relationship:

© 2010 American Institute of Physics
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OPL =nd. (1)

The optical path difference (OPD) according to the different
steps of the functionalization (thermal treatment, grafting of
organic molecules APTES, glutaraldehyde and antiglucagon
antibody) or the step of analyte detection (glucagon) is gen-
erally the result of varying of the refractive index of the
medium. The layer thickness d is often constant except after
thermal oxidations when volume expansion of porous layer
is observed. To study the optical response as a function of the
porous layer physical parameters (porosity, pore size, and
thickness) and as a function of the optical structures during
the functionalization process, the reflectance spectra have
been calculated using a transfer matrix method. The disper-
sion of the complex refractive index of Si and SiO, has been
taken into consideration. With this method, the effective di-
electric function of a mixture of components has been de-
scribed by the well-known Bruggeman model.? First, it is
assumed that the porous layer is oxidized (partially or to-
tally) so the layer consists of three media: silicon, silica, and
voids with refractive indices ng;, n5i0,» and ny;,, respectively.
In order to take these modifications after oxidation into ac-
count, the Bruggeman model can be written in the following
form:

2 2 2 2
Ng:—n n;. —n
(1=piy =) + (py, — 1.27x) =
Pin )ngl o2 (Pin zz‘ir pye
2 2
Ngio, — N
+227x—5—2—— =0, )
N5io0, + 2n

where p;, is the initial porosity of the PSi layer, x the volume
fraction of the silicon transformed into SiO, (0=x=1-p;,),
and n the refractive index of the oxidized PSi layer.

However, the transformation of the silicon crystallites
into silica is accompanied by a volume expansion. This ex-
pansion is assumed to be isotrogic through the volume and is
described by a factor of 2.27. % However the pores do not
collapse because of the initial porosity (p;, must be superior
to 0.56) which is more important than volume expansion.
The structure is always opened on the surface for the func-
tionalization step. The pore density is nearly the same before
and after oxidation (partial or total oxidation). So, the pore
size decreases and the porosity after oxidation of course is
lower than the porosity before oxidation.

Furthermore, volume expansion due to oxidation is taken
to be isotropic and one could observe an increase in the
thickness of the layer.22 The thickness of the PSi layer in-
creases due to the thermal oxidation and is as a function of
the volume fraction of silicon transformed into SiO,, x, and
the volume of voids p;,. The volume occupied by the silicon
is equal to (1-p;,) Vi, where Vi, is the total volume of the
unoxidized PSi layer. After oxidation, the new volume V,
that consists of Si and SiO, solid phase is determined by
(1=pjn+1.27x) V;,. The relative volume increase is then

Vol Vin= (1= pin+ 1.27x)/(1 = pin), (3a)

and the linear scale is provided by the cubic root of this
quantity. Consequently, the thickness d,, of the oxidized
layer has been estimated by the following relation:”!
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FIG. 1. (Color online) Schematic representation of medium (PSi layer func-
tionalized and oxidized) to calculate the effective refractive index.

3 X
doy=dinp\| 1 +1.27——,
1-p;

in

(3b)

where d;, is the initial PSi layer thickness before thermal
oxidation.

However, this formula overestimates the evolution of the
thickness after oxidation (for example, with this formula, the
spectral response of the Bragg mirror or microcavity red-
shifts whereas the experimental spectrum blueshifts). This is
why the thickness d, of the oxidized layer is replaced by the
following formula for high porosity values by taking into
account the Ref. 23:

)
1= Pin

Lastly, functionalization reagents are immobilized on the
internal surface of the porous layers (Fig. 1). The presence of
the organic molecules modifies the effective refractive index
given by the Bruggeman model by including a new medium.
Applying the Bruggeman model to this new medium, the
parameters must be introduced such as the pore diameter D
and the thickness of the coating layer on the internal surface
tmm.24 By assuming that the porous layer is similar to the
columnar structure, the volume V., of the coating layer is
described by

D\* [D 2
Veour = |:7T<7) _W(i_tcoat) :| X dXN, 4)

dy = din(l +0.05 (3¢)

2 2

where d is the thickness of the porous layer, N is the density
of pores, and the volume V). of the void is given by

D 2
Viore = W(E) X dXN. (5)

So, knowing that the initial volume fraction of air is given
previously by (pj,—1.27x), the volume fraction f., of the
coating layer and the residual volume fraction f,; of voids
are
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2 2 coal)
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2
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Respectively. Finally, after functionalization, the effective re-
fractive index is given by

2 2

nSi—n
1= pi = X)—— + (py, — 1.270)| 1
(1-p X)n§i+2n2 (p x)

D\* (D 2
77(5) - 77(5 - tcom) niir _ n2

(D)2 ;132“+2n2
-2
2
D\? D 2

nSi0,~ 1 2) Ty e
+227x 5+ e

nSi02+2n ﬂ.(,)

2
n2 —}12
X (i — 1.27x) 22— =0, 7
(p )nzoill+2"’2 ( )

where 1., is the refractive index of the organic (chemical or
biological) coating layer.

In our case, molecules used to functionalize the internal
surface of pores are successively APTES, glutaraldehyde,
and antiglucagon antibody. We assume that these molecules
uniformly cover the internal surface. Their refractive indices
are, respectively, 1.42, 1.43, and 1.60. For the simulations
and results below, we have regrouped together the three steps
of functionalization. The refractive index resulting from the
organic coating layer has been attributed the value of 1.60
because the APTES and glutaraldehyde sizes, respectively,
0.7 and 0.8 nm, are lower than that of antiglucagon (17 nm).
The value of n, is assumed to be constant whatever the
wavelength used. The value of the coating layer thickness
t.oa Teflects the quantity of molecules introduced into the
pores and reflects the grafting density. According to the last
formula, when n, and 7., are fixed, the medium effective
refractive index depends on the pore diameter D, the volume
fraction x of the silicon transformed into SiO,, and the initial

porosity pj,.

lll. RESULTS AND DISCUSSION

Both the refractive index of the functionalized porous
layer and its theoretical reflectance spectrum are obtained

J. Appl. Phys. 107, 044905 (2010)
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FIG. 2. (Color online) Simulated reflectivity spectra of PSi layer, oxidized
PSi layer, and functionalized oxidized PSi layer with p=0.65, d=2 um,
D=51 nm, and x=0.5.

from the presented models by varying the pore size D and
the volume fraction x of the silicon transformed into SiO, for
three values of initial porosities (0.65, 0.80, and 0.95) and for
three optical structures (single layer, Bragg reflector, and mi-
crocavity).

The hypotheses we have used for the modeling are as
follows: (i) the microstructure is anisotrope, the pores are
perpendicular to the surface of the PSi layer and are consid-
ered as being cylindrical and are characterized by a pore
mean diameter, (ii) the choice of the porosity is fixed by the
correlation between pore size—porosity (D superior to 40 nm)
and the biological molecule size, (iii) the pores must not
collapse because of the initial porosity which is more impor-
tant than volume expansion: in this manner, the structure is
always opened on the surface for the functionalization step,
and (iv) the functionalization step is carried out in several
steps; silanization using the APTES reagent, aldehyde cou-
pling using glutaraldehyde, and antiglucagon grafting.

A. Single layer

The PSi layer is first oxidized in order to initialize sil-
anol groups as anchoring sites for APTES. Then the total
physical thickness of the (APTES+glutaraldehyde) layer
was determined to be 15+1 A (Ref. 24) and the longest
dimension of the antiglucagon is approximately 17 nm. So
after functionalization, a total thickness t of about 18.5 nm is
grafted on the silica internal surface. Figure 2 represents the
shifts of the reflectance spectrum of the PSi single layer with
an initial layer thickness d equal to 2 um during the differ-
ent steps, thermal treatment and functionalization. The oxi-
dation of porous silicon decreases the effective index of the
porous layer but increases slightly the thickness. This oxida-
tion step causes a decrease of the number and amplitude of
the interference fringes. Then, the binding of biological mol-
ecules on the internal surface of the oxidized porous layer
strongly increases the effective index and induces a redshift
as shown in Fig. 2. In this case, the figure of merit describing
the sensitivity of sensor layer is the variation of index An
before and after the functionalization step. So this variation
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FIG. 3. (Color online) (a) Simulated refractive index difference An before
and after functionalization as a function of the oxidation degree x for two
porosities (p=0.65 or 0.80) and for two pore sizes (D=40 or 60 nm) at the
wavelength equal to 800 nm, (b) simulated specific surface area as a func-
tion of the oxidation degree x for two porosities (p=0.65 or 0.80) and for
two pore sizes (D=40 or 60 nm).

is studied as a function of the degree of oxidation defined by
s=x/(1-p;,) [Fig. 3(a)] and as a function of the pore size D
(Fig. 4) for two porosities and at different wavelengths. In
Fig. 3(a), the index variation An at 800 nm decreases with
the increase of the degree of oxidation whatever the porosity
value and pore size. On the one hand, for a same oxidation
degree, the variation of the effective refractive index is more
important when the porosity is higher and the pore size value
is lower. On the other hand, whatever the initial porosity, An
decreases when the oxidation degree rises. However, for a
same porosity, this decrease is accentuated when the pore
size is low, the slope is less important for the higher pore
sizes. In fact, the contribution of organic molecules is more
important for the small pore sizes (these molecules of high
index replace the void volume fraction of low index in a
more significant manner) and for the high porosity values
(same observed trends). The sensitivity of the refractive in-
dex variation for a single layer can be related to a new pa-
rameter which is the specific surface area noted SS.

In fact, the surface of the porous layer A. in contact with
air is given by
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FIG. 4. (Color online) Simulated refractive index difference An before and
after functionalization as a function of the pore size D for a porosity equal to
0.80 and for three oxidation degrees (x=0, 0.5, and 1) at two wavelengths
equal to 800 and 1500 nm.

A.=NA, +As, (8a)

where Ag is the sample surface, N pore density and A, the
developed surface by the lateral pore surface. The sample
surface Ag is negligible in relation to the developed surface
by the silicon crystallites given by NA, with N
=pAg/m(D/2)* and A,=mDd; where p is the layer porosity,
D the pore size, and d the layer thickness.

Consequently, the specific surface is given by
A, pAsDd/(D/2)’

SS=—

8b
v dAg (85)

By expressing the specific surface as m?/cm® and D as nan-
ometer, the specific surface is given by

4000p

SS(m*/em?) =
(m*/cm”) D

(8c)

After thermal treatment of PSi layer, p and D values vary
and can be expressed by the following relationships:

Pox=1-[(1-pi)(1+1.275)], ©)
0.5
DOX=D<&> S’ "
Pin

where p;, is the initial porosity, p,, is the porosity after oxi-
dation and D, is the pore size after oxidation. Hence, the
specific surface area after oxidation SSp, can be estimated
for different p;, and D;, values and be evaluated as a function
of the oxidation degree [Fig. 3(b)]. We can observe that the
change in the refractive index after chemical functionaliza-
tion is nearly similar to the change in the specific surface of
the porous layer as a function of the different oxidation de-
gree.

Figure 4 shows the evolution of the chemical function-
alization effect on the effective refractive index of a PSi
layer according to pore size variation at different wave-
lengths (800 and 1500 nm) and for different oxidation de-
grees (0%, 50%, and 100%). We can observe that with our
hypothesis, the wavelength has not a primordial impact on
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FIG. 5. (Color online) Simulated reflectivity spectra of Bragg mirrors [(a) Bragg 1, (b) Bragg 2, and (c) Bragg 3)] based on PSi layers, oxidized PSi layers,

and functionalized oxidized PSi layers for an oxidation degree x=0.25.

the evolution of the refractive index (we have not considered
the dispersion of the biomolecule refractive index). However,
variations in the refractive index are less important when the
oxidation degree is higher or when the pore diameter is more
significant.

Thus, to optimize the sensitivity in order to detect the
variation in the refractive index (before and after functional-
ization) such as the characterization of PSi resonant mirror,
m-lines techniques, etc., the pore size should be as small as
possible while still allowing easy infiltration of biological
molecules. Furthermore, the oxidation degree should be low
but it should still allow easy binding.

B. Bragg reflector

The reflectance spectra for three Bragg mirrors are illus-
trated in Fig. 5. The characteristics of Bragg reflector fabri-
cation formed by a period repeated N times are shown in
Table I. The period is formed by two layers of high and low
porosities (HP and LP, respectively). Each layer is character-
ized by its porosity p, its refractive index n, its thickness d,
and its pore size ¢. The difference between the structures is
the porosity values which forms the Bragg reflectors and
which are described by the following porosity values: (a)
prp=0.80 associated with a pore size equal to 57 nm, pyp
=0.65 associated with a pore size equal to 51 and N=14, (b)

TABLE 1. Characteristics of Bragg reflector fabrication formed by a period repeated N times. The period is formed by two layers of HP and LP. Each layer
is characterized by its porosity p, its refractive index n, its thickness d, and its pore size ¢.

Pup dyp bup Prp dip e
Name (%) nyp (nm) (nm) (%) nep (nm) (nm) N
Bragg 1 95 1.065 187.7 60 80 1.336 149.7 57 21
Bragg 2 95 1.065 187.7 60 65 1.743 114.7 51 23
Bragg 3 80 1.336 149.7 57 65 1.743 114.7 51 26
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pup=0.95 associated with a pore size equal to 60 nm, pyp
=0.65 associated with a pore size equal to 51 and N=23 and
(c) with pyp=0.95, p; p=0.80 and N=21 (Table 1). The upper
layer of the period is the one which has the higher porosity.
The thicknesses and the refractive indices have been chosen
to have a central wavelength at 800 nm and the number of
periods has been chosen in order to keep the total thickness
of the Bragg structures constant at 5 um.

In Fig. 5 general trends are evidenced, the spectrum
blueshift of the oxidized Bragg mirror due to the decrease of
the oxidized layers refractive indices whose spectral contri-
bution is more important than the one due to the increase of
the thickness of the oxidized layers. After functionalization,
the refractive indices increases and causes the reflectance
spectrum redshift.

The Bragg reflector is characterized by its central wave-
length \, (at normal incidence) and by the reflection band-
width AN which is determined mainly by the index contrast.
These two parameters are defined, respectively, by Egs. (11)
and (12).

No = 2(nppdip + nupdup), (11)
2N A
AN = ﬂ’
m
An=npp— nyp, (12)
with
_e + nyp
-

where nyp and dyp are, respectively, the refractive index and
the thickness for the HP and np and d p for LP layers.
The maximum reflectance of Bragg mirror is given by

{ ( np )ZN 1]2
R=—TRL - — (13)
N
(")
np
where N is the number of periods.

Figure 5 shows an example of the simulated reflectance
spectra of the three Bragg reflectors, before thermal treat-
ment, after oxidation and after functionalization. These fig-
ures reveal the same trends as those obtained for PSi single
layers. The oxidation induces a blueshift of spectral response
due to the decrease of the refractive index. After functional-
ization, the refractive index increases so inducing redshift
spectrum. The spectral behavior is different for these three
structures in terms of central wavelength shift values,
changes in reflection bandwidth and changes in maximum
reflectance before and after oxidation and after functionaliza-
tion. That is why we have studied the changes in A, noted
ANy, in R noted AR and in AN noted A(AN) before and after
the functionalization step as a function of the oxidation de-
gree for the three Bragg mirrors.

In Fig. 6, the blueshift (due to oxidation) and the redshift
of the central wavelength noted A\, (before and after the

(a)
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FIG. 6. (Color online) (a) Simulated central wavelength before functional-
ization as a function of the oxidation degree x for three different Bragg
reflectors (Bragg 1, Bragg 2, and Bragg 3), (b) Simulated difference of
central wavelength before and after functionalization as a function of the
oxidation degree x for three different Bragg reflectors (Bragg 1, Bragg 2,
and Bragg 3).

functionalization step) are studied as a function of the oxida-
tion degree for the three considered Bragg mirrors. In Fig.
6(a), the most important blueshift is attributed of the Bragg
mirror composed of the layers with the lowest porosities
noted Bragg 3 and it decreases strongly with the oxidation
degree. For the two other Bragg mirrors (Bragg 1 and Bragg
2), the shift of A\ is less important and decreases slightly
with the oxidation degree. After functionalization [Fig. 6(b)],
the difference in the central wavelength (redshift) before and
after functionalization decreases with the oxidation degree.
The redshift is more important for Bragg 1 due to its high
porosity values.

Moreover, the curves of the reflection bandwidth (A\)
(before functionalization) and the difference of the band-
width [A(AN)] before and after functionalization as a func-
tion of the oxidation degree are also studied in Fig. 7. The
reflection bandwidth [Fig. 7(a)] decreases with the oxidation
degree notably due to the decrease of the refractive index
during thermal treatment. The reflection bandwidth is lower
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FIG. 7. (Color online) (a) Simulated reflection bandwidth before function-
alization as a function of the oxidation degree x for three different Bragg
reflectors (Bragg 1, Bragg 2, and Bragg 3), (b) Simulated difference of
reflection bandwidth before and after functionalization as a function of the
oxidation degree x for three different Bragg reflectors (Bragg 1, Bragg 2,
and Bragg 3).

for Bragg 1 and Bragg 3 because of low index contrast be-
tween the two layers forming the Bragg period, whereas the
two layers making up Bragg 2 has a stronger index contrast.
The reflection bandwidth difference before and after func-
tionalization also decreases when the oxidation degree in-
creases whatever the Bragg mirror is. This evolution has the
same previous trends due to the decrease of the index con-
trast between the two layers composing the period. This
variation is more important for the Bragg 2 due to its initial
higher contrast of the refractive indices. However, for the
oxidation degree above 0.8 the bandwidth increases but the
reflectance spectrum does not correspond to that of the Bragg
mirror: interference fringes appear due to the very low index
contrast between the two layers. The spectral response of
Bragg mirror is replaced by interference fringes for high oxi-
dation degrees.

Lastly, the evolution of maximum reflection is studied in
Fig. 8. During the thermal treatment [Fig. 8(a)], this evolu-
tion is very small where there is the low oxidation degree. It
drops very slightly for oxidation degree inferior to 40% due

J. Appl. Phys. 107, 044905 (2010)
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FIG. 8. (Color online) (a) Simulated maximum reflectance before function-
alization as a function of the oxidation degree x for three different Bragg
reflectors (Bragg 1, Bragg 2, and Bragg 3), (b) Simulated difference of
maximum reflectance before and after functionalization as a function of the
oxidation degree x for three different Bragg reflectors (Bragg 1, Bragg 2,
and Bragg 3).

to the decrease of the index contrast between the two layers.
The less sensitive Bragg mirror at this variation is again the
Bragg 2 due to its higher initial contrast of refractive indices
between the two layers. The maximum reflectance difference
before and after functionalization as a function of the oxida-
tion degree for three different Bragg reflectors [Fig. 8(b)]
reveals the same trends. However, this difference drops very
quickly to reach low reflectance values. This confirms the
form of spectral response of optical structure that is replaced
by interference fringes at high oxidation degree

For detection and dosing applications, the highest spec-
tral response shift must be chosen with a maximum reflection
and a significant bandwidth. The Bragg 2 permits to measure
easily the redshift with a correct spectral response form
(bandwidth and maximum reflection) with less than 40% of
oxidation.

C. Microcavity

The last studied optical structure is the microcavity. The
three microcavities are made up of the three previous Bragg
mirrors. Table IT shows the characteristics of microcavities.
Figure 9 reveals the modification of reflectance spectral after
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TABLE II. Characteristics of microcavity constituted by two Bragg mirrors and by one defect layer that
separates the two Bragg mirrors. The defect layer is characterized by its porosity p, its refractive index n, its

thickness L, and its pore size ¢.

P L ¢
Name Bragg reflector N,=N, (%) n (nm) (nm)
Cavity 1 Bragg | 10 95 1.065 187.7 60
Cavity 2 Bragg 2 11 95 1.065 187.7 60
Cavity 3 Bragg 2 12 80 1.336 149.7 57

anodization, oxidation, and functionalization of the three mi-
crocavities. We notice the same trends than for the three
Bragg mirrors: a blueshift after oxidation, a redshift after
functionalization due to the modification of the refractive
indices (decrease and increase, respectively).

A merit factor is the variation of the Fabry—Pérot wave-
length N\ as a function of the quantity to be detected. This
variation varies the same manner as the central wavelength
of the Bragg reflector. Another merit factor is the factor of
quality. In order to study this parameter as a function of the
degree oxidation for the three proposed structures, we use the
Fabry—Perot classical model. The factor of quality is given
by the following relationship:

(@)

100 -
80
S
Q60
c
<
8
= 40
i
20
f——psi
o |——OPsi
****** OPSiFunct
T T T T T
600 700 800 900 1000 1100 1200
Wavelength (nm)
(b)

Reflectance (%)

T T T T T T
600 700 800 900 1000 1100 1200
Wavelength (nm)

0= 270 _ 2noL R exp(— alL/2) ’ (14)
N No 1—-Rexp(-al)

where n is the refractive index of the defect layer that sepa-

rates the two Bragg mirrors, L its thickness, A, the resonant

wavelength, « its absorption coefficient, and R the reflec-

tance value by assuming that the two Bragg mirrors are simi-

lar.

Figure 10 represents the evolution of the factor of qual-
ity as a function of oxidation degree for the three microcavi-
ties by taking the absorption coefficient of the porous layer
into account®’ and the variation of this factor before and after
functionalization. In Fig. 10(a), the factor of quality de-
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FIG. 9. (Color online) Simulated reflectivity spectra of cavity [(a) cavity 1, (b) cavity 2, and (c) cavity 3)] based on PSi layers, oxidized PSi layers and

functionalized oxidized PSi layers for an oxidation degree x=0.25.
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FIG. 10. (Color online) (a) Simulated factor of quality before functionaliza-
tion as a function of the oxidation degree x for three different cavities
(cavity 1, cavity 2, and cavity 3), (b) simulated difference of factor of
quality before and after functionalization as a function of the oxidation
degree x for three different cavities (cavity 1, cavity 2, and cavity 3).

creases with the oxidation degree for cavity 1 and cavity 3
due to the decrease of the reflectance of mirrors. The factor
of quality is nearly constant or increases slightly in the case
of cavity 2 due to the mirrors reflectance value nearly con-
stant as a function of the oxidation degree. After functional-
ization [Fig. 10(b)], whatever the oxidation degree and for
the cavity 1 and the cavity 3, the factor of quality always
decreases whereas for the cavity 2, it increases at low oxida-
tion degree then decreases strongly at an oxidation degree
superior to 40%. The evolution of the factor of quality (Fig.
10) has the same trends than the change in maximum reflec-
tance (Fig. 8). The evolution of factor of quality confirms
that the cavity 2 has the best factors of merit to manufacture
a glucagon biosensor.

To evaluate the sensitivity of the three microcavities, the
shift of the central wavelength is studied as a function of the
rate of pore coating by biomolecules for an oxidation degree
equal to 40%. The rate of pore coating is obtained by varying
the coating layer thickness of biomolecules from O to 17 nm
(0% to 100%, respectively). In Fig. 11, the slope (the sensi-
tivity corresponding to AN/ Az, is of course the most im-
portant for cavity 1 made from the two most porous layers. If
the minimum detectable wavelength shift is known, the mini-
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FIG. 11. (Color online) (a) Simulated spectrum redshift as a function of the
rate of pore coating for three different cavities (cavity 1, cavity 2, and cavity
3), (b) redshift of the spectra for subangstrom coating thickness for three
different cavities.

mum detectable coating thickness can be calculated (Fig.
11). For a detection system capable of resolving a wave-
length shift of 0.1 nm, the minimum detectable coating thick-
ness (and sensitivity) are shown in Table III. This value is
between 4% 1073 and 6 X 10~ nm. It is possible to detect
layers as thin as 5X 107> nm notably for cavity 2.

IV. CONCLUSION

The spectral response is based on the modification of the
refractive index of functionalized PSi layers. Thus, the pore
size should be as small as possible to optimize the sensitivity
by detecting the variation in the refractive index (before and

TABLE III. Values of minimum detectable coating thickness for a detection
system capable of resolving a wavelength shift of 0.1 nm and values of
sensitivity (AN/Afz.,) for three different cavities (cavity 1, cavity 2, and
cavity 3)

Sensitivity Minimum detectable coating thickness
Name of cavity (nm/nm) (nm)
Cavity 1 17.9 4x1073
Cavity 2 14.8 5x1073
Cavity 3 11.6 6Xx1073
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after functionalization), but should still allow easy infiltra-
tion of biological molecules. The oxidation degree should be
low but should still allow for easy binding.

For detection and dosing applications using microcavi-
ties, the maximum spectrum redshift should be used. More-
over, maximum reflection and a significant reflection band-
width are also necessary. This corresponds to oxidized
optical structure inferior to 40%. The choice of two layers
forming the cavity period corresponds to the highest index
contrast. So, a microcavity formed by a period constituted by
two porous layers of porosities equal to 95% and 65% with a
pore size of 60 and 51 nm, respectively, and with oxidation
degree of 40% allows a significative redshift to be obtained
with a sensitivity equal to 14.8 nm/nm. The value of mini-
mum detectable coating thickness for a detection system ca-
pable of resolving a wavelength shift of 0.1 nm is about 5
X107 nm.

This study based on theoretical conditions will enable us
to manufacture a glucagon biosensor based on oxidized PSi
(choice of porosity, pore size, oxidation degree, etc.).
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RESUME

Dans le but de développer un biocapteur a base de nanostuctures photoniques en
silicium poreux, nous avons déterminé des conditions de nanostructuration du silicium
favorable a I’immunodétection optique d’une hormone hypoglycémiante, le glucagon.
En plus, nous avons étudi¢ la premiére étape de biofonctionnalisation ; la silanisation.

MOTS-CLEFS : silicum poreux, guid d'onde; microcavité; biocapteur optique.

1. INTRODUCTION

Un biocapteur est un dispositif analytique constitué d’un biorécepteur immobilisé a la surface
d’un transducteur permettant la qualification et/ou la quantification de I’interaction analyte/sonde.
En effet, le transducteur transforme le phénomeéne biochimique résultant de cette interaction en un
signal mesurable. Selon le type de biorécepteur (enzyme, anticorps, ADN, cellule ou
microorganisme) ou celui du transducteur (électrochimique, mécanique ou optique) on distingue
plusieurs classes de biocapteurs [1]. Nos travaux portent en particulier sur les biocapteurs d’affinité
a transduction optique sur silicium poreux (SiP). Cette étude s’inscrit dans la perspective de réaliser
de nanostructures photoniques en SiP permettant, aprés biofonctionnalisation, une détection optique
directe d’une molécule biopharmaceutique «le Glucagon ». De nos jours, la seule technique
analytique appliquée pour la détection de cette molécule est la radioimmunologie qui est une
méthode a la fois indirecte et couteuse. Nous présentons dans cet article les études préliminaires de
réalisation de nanostructures photoniques et en particulier les microcavités.

2. ETUDE DE L’ELARGISSEMENT DES PORES DU SILICIUM POREUX

La formation du silicium poreux, matériau constituant le transducteur du biocapteur, permet
I’obtention de structures poreuses ayant une grande surface spécifique et un indice de réfraction
modulable. De plus, la compatibilité a la fois avec les milieux biologiques et la technologie VLSI
ainsi que la réactivité des surfaces poreuses rendent la matrice de SiP favorable aux interactions
biomoléculaires [2,3]. Pour infiltrer cette matrice poreuse par des molécules biologiques, la taille
des pores doit étre ajustée, en particulier du fait que lorsque les molécules sont en solution, elles
forment des colloides et générent des phénomenes stériques rendant leur infiltration délicate.

Pour la réalisation d'un biocapteur de Glucagon, la sonde choisie est un anticorps
antiglucagon de type IgG et de taille égale a 17 nm. Pour une infiltration maximale de cette sonde
nous avons étudié la réalisation par voie électrochimique de matrices poreuses ayant des pores de
diameétre supérieur a 50 nm [4]. Pour cette partie d’expérimentation, nous avons utilisé deux types
de substrat de Si: type P* (5.10° Q cm) et type N* (107 Q cm). Nous avons étudié I'effet de la
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concentration du HF dans 1’¢électrolyte et de la densité de courant d’anodisation sur la taille des
pores déterminée a partir des analyses au MEB. Nous avons constaté que pour les deux types de
substrats, I’augmentation du courant d’anodisation permet d’augmenter la taille des pores, alors que
I’augmentation de la concentration d’HF entraine un effet contraire. Dans les meilleures conditions,
le diamétre moyen des pores obtenus sur le substrat de type P est égal & 55 nm avec 55% des pores
de diamétres au-dessus de 50 nm. Sur le substrat de type N, le diamétre moyen des pores est égal a
85 nm avec 91% des pores de diamétres au-dessus de 50 nm. A priori, la taille de ces pores
permettra infiltration de la sonde IgG avec une efficacité meilleure sur Si type N,

3. SILANISATION DE LA SURFACE DES PORES

Les sondes infiltrées a I'intérieur des pores doivent étre fixées a la surface des cristallites.
Cette étape d’immobilisation nécessite I’adaptation chimique de la surface des cristallites. En effet,
juste_aprés sa préparation, la surface interne du SiP est constituée essentiellement de groupements
SiH, SiH, et SiH; [5] dont nous avons vérifiés la présence par spectroscopie IR. Cette surface a la
fois peu stable et hydrophobe n’est pas favorable pour travailler en milieu aqueux. Ce qui nous a
amené tout d’abord a I’oxyder afin d’obtenir des groupements Si-OH, Si=O et Si-O-Si puis a fixer
d’une maniére covalente des silanes a groupements réactifs aminés (silanisation). Le suivi de
I’évolution de la modification chimique de la surface des cristallites a été effectué par spectroscopie
IR et par réflectométrie dans 1’UV-visible et proche IR. L’oxydation du SiP a entrainé le
déplacement de son spectre de réflectance vers les basses longueurs d’ondes (blue shift). Cette
variation est due a la diminution de I'indice de réfraction de la couche poreuse suite a I’oxydation
des cristallites de silicium. L’effet de la silanisation entraine au contraire le déplacement du spectre
vers les grandes longueurs d’onde (red shift). Ceci est dii a la fixation des silanes (n = 1.46) sur la
surface interne des pores remplagant en partie 1’air.

Ces résultats ont permis de vérifier la fixation des silanes aminés a la surface oxydée des
cristallites de silicium poreux. Cette étape est nécessaire pour achever les étapes suivantes
d’immobilisation de la sonde biologique (IgG1).

4. REALISATION DE NANOSTRUCTURES PHOTONIQUES EN SIP

Le dispositif que nous cherchons a réaliser pour une application de biodétection exploite les
propriétés optiques d’une microcavité ou d’une structure guidante.

Une microcavité est constituée d’une couche active (d’indice n;) séparée par deux miroirs de
Bragg chacun constitué par 1’alternance d’un nombre de couches d’indice différents n; (porosité 1)
et n, (porosité 2). La longueur d’onde de résonance de cette microcavité est trés sensible a la
variation d’indice de réfraction de la couche active. Ainsi, la présence de glucagon (n= 1.42) dans
cette couche peut étre détectée. En tenant en compte la taille de la molécule, celle des pores
constituant les couches poreuses de la microcavité doit étre ajustée. En utilisant les résultats obtenus
précédemment, nous avons réalis¢é des microcavités en utilisant deux densités de courant
respectivement égales a 40 mA/cm? (couche d’indice n;) et 30ma/cm? (couche d’indice ny).

La figure 2 montre les micrographies correspondant a la surface de couches poreuses pour ces
deux conditions ainsi qu’une coupe transversale de la microcavité.
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Fig. 1 : Micrographies MEB de la
surface de couches SiP sur substrat
de type N*

(a) 40mA/cm?,

(b) 30 mA/cm?,

Micrographie de la tranche d’une
microcavité. (c)

ot
r

SO 50 |
ivicw

(b) (©)

Nous avons également étudié une structure guidante constituée de trois couches : une couche
poreuse d’indice n; pour le guidage sépare deux couches de confinement d’indice n2 (avec n2<nl).
La couche de confinement supérieure sert de couche sensible a l'espece biologique. La couche
guidante devra donc étre réalisée avec des pores imperméables a la sonde. Pour satisfaire cette
condition et d’aprés les résultats précédents, nous avons retenu les conditions suivantes pour réaliser
cette structure sur un substrat de type P* : couche d’indice n; : J = 2mA/ecm® - HF 10% et couches
n’indice n, : J= 50ma/cm? - HF10%. La figure 2 montre des micrographies MEB correspondant a
ces conditions.

Fig. 3 : Micrographies MEB de la
surface de couches SiP sur substrat
m de type PJr .
e (a) 2mA/cm?

0.45 um (b) 50 mA/cm?.
Micrographie de la tranche d’un
guide formé de trois couches (c)

2.1um

(b) (c)

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les études réalisées nous ont permis de définir des conditions d’¢laboration des couches de
silicium poreux adaptées pour notre application de biodétection, ainsi que la réalisation de la
premiére étape de biofonctionnalisation (silanisation). Nous avons aussi commencé la conception et
la réalisation de nanostructures en SiP autre que la simple couche telle que les structures guidantes
et les microcavités. Les prochaines étapes seront donc de compléter 1’étude de ces structures, d’en
exploiter d’autres, de les fonctionnaliser et d'évaluer leurs capacités a détecter le glucagon.
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Contexte : Développer un biocapteur a base de nanostructures photoniques en silicium poreux

Objectifs : 1. Suivi de I’évolution du matériau « silicium poreux » en fonction des étapes de biofonctionnalisation ;
Caractérisations physico-chimiques et optiques.
2. Faisabilité de nanostructures (microcavités et guides d’onde) pour la détection du glucagon.

1. Suivi de I’évolution du matériau
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Conclusions
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[Fonctionnalisation du silicium poreux pour la conception d’un biocapteu]
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Contexte : Réaliser un biocapteur a partir de silicium poreRSif fonctionnalisé

Obijectifs : Déterminer les paramétres expérimentaux critiqoes pne silanisation homogéne et contrélée (mondwde silane)

afin de mieux appréhender les autrpes d'activation de la surface des pores.

- Activer lesilicium poreux afin de permettre lafixation de fagon réguliere des espéces biologiques (anticorps, enzymes...)

susceptibles d’interagir spécifiquement et sensiblement avec I analyte & quantifier par le biocapteur.

1. Elaboration d'une couche poreuse par
anodisation éectrochimique
Substrat : Si Type P* (100); p =3.10°-7.10° Q.cm

J=50 mA/cm? pendant 120's;
[HF =10%

CONDITIONS EXPERIMENTALES \
1. Silanisation en milieu liquide
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1. Observations microscopiques aprés silanisation

« Légere modification de la surface des cristallites

« Pas de nette différence en fonction des conditions
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CONCLUSION

= Suivi des étapes de traitement de surface par réflectance : mesures quantitatives

~ Obtention des conditions expérimentales permettant de fonctionnaliser les parois de la couche poreuse par une monocouche de silane

~ Observations microscopiques (MEB et AFM) : qualitatives

~ Perspectives:

. Validation des conditions expérimentales par Spectroscopie infrarouge , XPS et Raman

. Activation biologique de la surface silanisée
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