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INTRODUCTION GENERALE



La bioélectronique est un domaine de recherche qui trouve des applications a travers
un grand nombre de champs applicatifs et qui nécessite un interfagage entre espeéces
biologique et la surface d’un matériau transducteur. L’interface matériau/espéce biologique
apparait dans ces conditions comme un parametre critique qui implique donc que I’état de
surface du matériau soit parfaitement connu et maitrisé. De plus, I’activité des espéces
biologique complexes comme les protéines et les cellules est conditionnée par leurs
environnements mais également par la biocompatibilité du substrat qui dépend elle-méme de
son état de surface. Enfin, La mise au point d’un dispositif fonctionnel, nécessite
d’immobiliser de maniére stable 1’espéce biologique sur ou au voisinage de la surface du

matériau.

Le choix du caractére isolant, semi-conducteur ou métallique du matériau dépendra du
mode de détection requis par 1’application envisagée. Dans le cas des applications in vivo, le
mode de transduction électrique est le seul possible. Les matériaux isolants comme le quartz
ou le verre affichent une bonne biocompatibilité mais ne présentent qu’un intérét limité
lorsqu’un mode de transduction électrique du signal est requis. Les métaux tels que le platine
et Por sont trés souvent utilisés comme ¢€lectrode pour ’électrochimie. De plus, certains de
des métaux nobles tels que 1I’or ou I’argent sont biocompatibles. Une des limites des métaux
est qu’ils sont sujets a la corrosion et deviennent toxiques en se dissolvant, ce qui exclut leur
utilisation pour des applications nécessitant un contact prolongé avec un milieu vivant. Les
semi-conducteurs (1V, 111-V, 11-VI) ont quant a eux I’avantage de pouvoir étre dopé et adopter

un comportement électrique métallique mais ils ne sont en revanche pas tous biocompatibles.

Les criteres de sélection du matériau seront bases sur son caractere biocompatible, le
mode de transduction choisi et sur 1’état de I’art des techniques de fonctionnalisation.
Néanmoins, il est possible d’assembler deux matériaux différents pour obtenir une structure
hybride, appelée matériau composite, qui présente des propriétés différentes de celles des
deux matériaux considérés séparément. Ces matériaux composites trouvent aujourd’hui un
intérét croissant dans des domaines d’applications comme 1’¢électrochimie, le photovoltaique,

la bioélectronique ou encore 1I’¢électronique.



Ce travail de thése s’inscrit dans le domaine de recherche de la bioélectronique et
consiste & développer des matériaux fonctionnels carbonés qui permettent de répondre aux
attentes croissantes du domaine médical, du diagnostic clinique et de la neurologie. Pour ce
faire, nous avons choisi d’exploiter les propriétés originales du diamant et des nanotubes de

carbone.

Les études permettant de mener a bien ce projet de thése se sont déroulées a Grenoble

dans le cadre d’une collaboration entre deux laboratoires, qui sont :

- P’équipe Chimie de la Reconnaissance et d’Etude des Assemblages Biologiques
(CREAB) dirigée par Thierry Livache, au CEA, dans le departement Structure et
Propriétés d’Architectures Moléculaires (SPrAM), a I’Institut Nanosciences et
Cryogénie (INAC), sous la direction de Pascal Mailley,

- I’équipe Semi-Conducteurs a Grand Gap (SC2G) dirigée par Etienne Gheeraert, au
CNRS, dans le département Nanoscience a I’Institut Néel, sous la direction de Franck

Omnés.

Certaines études complémentaires ont nécessité les équipements de laboratoires
extérieurs. Des études XPS ont été realisées avec Jean-Charles Arnault au LIST (CEA Saclay)
dont I’équipe est dirigé par Philippe Bergonzo. Des expériences sur transistor a effet de
champ diamant ce sont déroulées avec Jose Garrido au Walter Schottky Institut (Université de
Munich) dans 1’équipe Experimental Semiconductor Physics dirigée par Martin Stutzmann.
Des manipulations par Dip-Pen Lithography ont été réalisées au Nanotechnology and
Integrated bioengineering Center (Université d’Ulster) dans [’équipe Nanolayers

Characterization dirigée par Patrick Lemoine.

Dans un chapitre Introductif, je présenterai tout d’abord les techniques de synthése et
les caractéristiques du diamant en me focalisant plus particulierement sur ses propriétes
électrochimiques exceptionnelles. Je dresserai ensuite 1’état de ’art des dispositifs diamant
dans le domaine de la bio-détection, principalement dans celui des biocapteurs et des

biopuces. Puis j’aborderai les aspects de biocompatibilit¢ du diamant et décrirai 1’état des



connaissances actuelles qui montrent que le diamant est un matériau hautement biocompatible

offrant de nombreuses perspectives dans le domaine médical.

Le second chapitre sera axé sur la mise en ceuvre d’une nouvelle technique de
fonctionnalisation du diamant et sur le champ d’applications qu’elle recouvre. La premicre
partie de ce chapitre sera consacrée a la caractérisation du diamant et de son état de surface
par diverses techniques d’analyses. Les résultats s’avéreront cruciaux pour les études
ultérieures, portant sur la fonctionnalisation du diamant et la conception du matériau
composite Nanotubes de carbones/diamant. Je présenterai ensuite 1’état de I’art des techniques
de fonctionnalisation sur diamant avant de m’orienter vers la description de la nouvelle
technique de greffage des amines mise au point. Le greffage sera caractérisé par différentes
méthodes, comme la spectroscopie infrarouge mais j’aborderai aussi les aspects de la
cinétique du greffage au travers d’une étude réalisée sur des transistors diamant a 1’université
de Munich. A l’issue de ces différentes études je démontrerai que cette technique de greffage
aboutit sur la formation d’une liaison covalente carbone-carbone et proposerai un mécanisme
de greffage associé. Enfin je mettrai en évidence 1’apport majeur de cette méthode pour la
réalisation de dispositifs dédiés a la bioélectronique en procédant a 1I’immobilisation de
différentes (bio)molécules. J’utiliserai cette méthode pour réaliser une biopuce a ADN, a
protéines mais également un biocapteur de troisiéme génération au peroxyde d’hydrogene.
Enfin, dans le cadre d’un travail réalis¢ a I’Universit¢ d’Ulster, je montrerai que cette
technique permet d’utiliser des outils de dépot tel que le Dip-Pen Lithography pour
immobiliser des (bio)molécules et structurer les dépot a 1’échelle de la centaine de

nanometres.

Le dernier chapitre portera sur la conception d’un nouveau matériau composite
diamant/Nanotubes de carbones. Ce matériau devra par la suite pouvoir étre utilisé pour
mettre au point des dispositifs dédiés, en particulier, au domaine de la neurologie. Une
premiére partie, non exhaustive, sera consacrée aux techniques de croissance et aux proprietées
des nanotubes de carbones. Je détaillerai ensuite la mise au point d’une nouvelle technique de
gravure du diamant catalysée par des nanoparticules et assistée par filament chaud. Je
montrerai qu’il est possible aprés gravure de procéder a la croissance de nanotube a partir des

particules de catalyseurs utilisées lors de la gravure. Je réaliserai ensuite une étude
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comparative entre le matériau composite obtenue a partir de 1’étape de gravure et ceux
obtenus a partir des voies classiques. L’analyse des matériaux portera sur différents aspects,
tout d’abord la qualité structurale des matériaux puis les caractéristiques électrochimiques et
enfin sur les problémes d’adhésion récurent des nanotubes sur leurs substrat. En dernier lieu,
j utiliserai ce matériau composite pour concevoir un biocapteur de troisiéme génération au

peroxyde d’hydrogéne.



CHAPITRE | : LE DIAMANT



Le diamant synthétique est présent aujourd’hui dans de nombreuses applications
industrielles. La quasi-totalité de la production industrielle de diamants synthétiques est
assurée par la société Element Six, filiale du groupe De Beers et par Sumitomo Electric
Industries. Les applications a [1’échelle industrielle du diamant synthétique sont
majoritairement liées a ses propriétés mécaniques. On trouve par exemple des revétements en
diamant pour les bistouris dédiés aux opérations chirurgicales qui requiérent une grande
précision, pour des outils d’usinage résistant a I’abrasion, pour les tétes de foreuses ou encore
le revétement des pare-brise d’avion. On trouve également des membranes de diamant
autosupportées dans des hauts parleurs. Enfin il existe des applications basées sur les
propriétés electrochimiques, telles que des électrodes dédiées a la désinfection d’eau des
piscines ou au traitement d’eauX usées par oxydation des produits organiques et inorganiques
(cyanures, hypophosphite, sulfite, nitrate, phénols, alcools, aldéhydes, composés aromatiques

ou chlorés, dioxines, pesticides...).

I.  Généralités - état de ’art

A la différence des autres formes allotropiques du carbone, le diamant est composé
d’atomes de carbone dont les orbitales sont dans un état d’hybridation sp’. Le diamant
posséde une structure cubique a face centrée ou un site interstitiel tétraédrique sur quatre est
occupé par un atome de carbone (conf. Figure I- 1). Son parameétre de maille est de 0,357 nm
et la distance séparant deux atomes liés de maniere covalente est de 0,154 nm. Cette structure
compacte lui confére une densité de 3,52 gr.cm™ et une rigidité exceptionnelle & la base de
propriétés atypiques comme sa dureté, 7000 kg.mm™ (dureté Knoop) et sa conductivité
thermique, 2000 W.m™*.K ™ 4 273K.

ap=0.357 nm

Figure I- 1 : Structure cubique du diamant



Le Tableau I- 1 dresse un comparatif succinct de quelques caractéristiques
électroniques et physico-chimiques du diamant avec celles des autres éléments de la colonne

quatre de la classification périodique utilisés couramment en microélectronique, a savoir le

silicium et le germanium.

Propriétés Diamant Silicium Germanium
Paramétre de maille & 300K 0.35668 nm 0.54311 nm 0.54311 nm
Concentration atomique & 300K 1.763x10% cm® 5.00x10” cm™ 4.42x10% cm™
Point de fusion (K) 3773 K 1683 K 1210 K
Conductivité thermique (W .cm™.K™) 20 1,48 0,6
Largeur de la bande interdite (eV) 5.47eV (indirecte) | 1.1242eV (indirecte) | 0.66eV (indirecte)
Mobilité des électrons & 300 K (cm2.V.s™) 1650 4500 3900
Mobilité des trous & 300K (cm2.V™'.s™) 660 3800 1900
Champ de claquage (10° V.cm™) 5 0,3 0,1

Tableau I- 1 : Tableau comparatif de quelques propriétés physico-chimiques et électroniques du
silicium, du diamant et du germanium.

Le diamant est principalement connu pour sa dureté et sa large bande interdite mais
nous allons voir qu’aujourd’hui il concentre une grande diversité d’activités de recherche qui

tentent d’exploiter toute la panoplie de ses propriétés originales.

I.LA. Propriétés générales

I.A.1. Conductivité électrique et thermique

A la différence du graphite qui est hybridé sp? et ot lon trouve des orbitales
moléculaires m permettant la délocalisation des électrons, on ne trouve dans le cas du diamant
que des orbitales moléculaires de type o, interdisant toutes délocalisations électroniques. Cette
saturation des couches électroniques externes, fait du diamant un excellent isolant. Cependant,
il est plus correct de parler de semi conducteur a large bande interdite (5,5eV a 300K) [1].
Malgré la valeur élevée de son gap, nous verrons par la suite que le dopage du diamant ouvre
des perspectives tres intéressantes dans les domaines de 1’électronique et de 1’électrochimie. 11
posséde également une des meilleures conductivités thermiques (20 W .cm™.K™) [2], faisant

de lui un tres bon candidat pour les applications en électronique de puissance.



I.LA.2. Stabilité chimique

Une autre propriété du diamant réside dans son exceptionnelle inertie chimique. Son
excellente résistance aux traitements chimiques acides, basiques ou oxydants [3] est a la base
de son utilisation pour certains revétements. De plus, son trés faible coefficient de dilatation
interdit la formation de couches d’oxydes épaisses contrairement aux autres éléments de la
colonne IV et pour la plupart des métaux. Enfin, le diamant affiche une résistance
exceptionnelle vis-a-vis des rayonnements a, B, vy et neutroniques. Cette résistance peut étre
mise a profil pour la conception de dosimetres en radiothérapie ou encore de détecteurs pour

les applications nucléaires [4].

I.A.3. Propriétés mécaniques

La majeure partie des applications industrielles actuelles (outils de découpe, matériel
médical...) s’appuient sur les propriétés mécaniques du diamant [5]. De récentes études [6],
[7, 8] montrent que le diamant est un matériau biocompatible. En couplant ses propriétés
mécaniques a sa biocompatibilité, le diamant est aujourd’hui I’un des meilleurs candidats

pour la conception de protheses médicales, en particulier de la hanche ou du genou.

I.B. Propriétés optiques

Le diamant non dopé est transparent sur une fenétre spectrale s’étendant de
I’infrarouge aux ultraviolets a 1’exception d’une bande d’absorption comprise entre 4000 et
1500 cm™. Cela fait de lui un excellent candidat pour les applications comme fenétres
optiques [9]. Nous verrons par la suite que les couches diamant contenant des impuretés
(Azote, Hydrogene) ou dopées (Bore) présentent de nombreux pics d’absorption
caractéristiques en infrarouge (4000-500cm™). C’est d’ailleurs & partir de ces pics, que la
nomenclature attribuée au diamant est fondée [10]. Ainsi, le type de diamant est défini par son
spectre infrarouge ; les différents types sont classés en fonction de leurs contaminants [11], ils
sont détaillés en annexes. Plus particulierement, les diamants de type | ne sont pas
transparents au rayonnement UV du fait d’une teneur en impuretés d’azote significative.
Comparativement, les diamants de type Il sont transparents au rayonnement UV jusqu'a 230

nm [12] et ne contiennent de 1’azote qu’en quantité infime. Les diamants semi-conducteurs,



donc faiblement dopés, sont classés comme type Ilb. Cette classification rend également
compte de la présence d’impureté (en quantité significative) en azote dans le diamant de type

I. Les diamants du type II ne contiennent de 1’azote qu’en quantité infime.

I.C. Propriétés electroniques

Les applications basées sur les propriétés électroniques [13] du diamant nécessitent
I’utilisation de couches monocristallines de bonne qualité cristalline. Du fait de sa large bande
interdite, le champ de claquage du diamant est le plus élevé des semi-conducteurs. Associé a
la grande mobilité des porteurs [14], il se positionne comme 1’un des meilleurs candidats pour
les applications impliquant de hautes températures, pour 1’électronique de puissance et pour la
réalisation de diodes Schottky [15]. Sa large bande interdite combinée a ses propriétés de
diffuseur thermique laisse présager 1’apparition dans un futur proche de projets visant a

incorporer le diamant aux technologies silicium actuelles afin d’en accroitre les performances.

I.D. Propriétés électrochimiques

Pour que le diamant puisse étre utilisé comme électrode il faut qu’il ait un
comportement meétallique, ce qui implique de doper lourdement le diamant au bore.
L’apparition du diamant dans le domaine de I’électrochimie [16] a donc été liee aux
développements des procédés de dopage du diamant [17]. Depuis, le diamant s’est imposé
comme étant un matériau phare dans le domaine de 1’électrochimie [18] avec des applications
visant ’analyse [18], le diagnostic [18], la bioanalyse [19-21] ou les procédés de dépollution
[22-24]. Cet engouement tient aux propriétés électrochimiques exceptionnelles du diamant
alliant faible courant de fond, large fenétre de potentiel en milieu aqueux et bonne résistance a

I’obstruction.

|.D.1. Courant résiduel

Les courants résiduels observés sur les électrodes diamants sont trés faibles [25],
typiquement de 1’ordre de dix fois inférieurs a ceux d’une électrode métallique

conventionnelle. Les voltampérogrammes présentés sur la Figure 1-2 permettent de comparer

10



les courants résiduels du platine, de 1’or, du carbone vitreux et du diamant. Le courant
résiduel présente deux origines, une partie faradique et une partie de nature capacitive. La
composantes faradique est majoritairement due a 1’électrolyse de ’eau et a la réduction de
I’oxygene [26]. Cet effet vient du fait que le diamant est insensible aux réactions
cinétiquement lentes de type «inner » sphere [27], et plus particulierement aux réactions
d’évolution de I’oxygene et de I’hydrogene. Contrairement aux processus « outer » sphere qui
s’effectuent par un mécanisme de type effet tunnel, le transfert d’électron « inner » sphere
nécessite la formation d’une liaison entre 1’espece redox et le substrat. La faible composante
capacitive est quant a elle associée a la faible capacité double couche du diamant [3].
Toutefois, si cette faible amplitude de la composante capacitive est bien connue, son
interprétation est toujours sujette a discussion. Quoiqu’il en soit, ce faible courant résiduel
améliore considérablement la sensibilité des électrodes en augmentant le rapport signal sur
bruit. Cet avantage est également renforcé par la stabilité et la reproductibilité de I’amplitude
du courant résiduel [18]. La sensibilité et la reproductibilité des mesures conférent au diamant
un avantage majeur par rapport aux électrodes usuelles pour les applications dans le domaine

des capteurs ampérometriques.
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Figure 1-2 : Evolution de la fenétre de potentiel de différents types d’électrodes diamant. En bleu -
film monocristallin intrinséque hydrogéné. En rouge : film polycristallin dopé, [B] = 5.10"° B.cm™. En
vert : film polycristallin dopé, [B] = 5.10%° B.cm™ et en noir : film monocristallin dopé, [B] = 3.10%
B.cm™. Les domaines électroactifs des électrodes usuelles (or, platine, carbone vitreux) sont présentés
a titre de comparaison. [20]
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I.D.2. Large fenétre de potentiel

La tres large fenétre électrochimique du diamant en milieux aqueux [28] représente un
atout majeur pour de nombreuses applications (diagnostique, analyse, dépollution...). Sur la
Figure 1-2 sont représentées les fenétres électrochimiques de différentes électrodes usuelles
lors de I’¢électrolyse d’une solution aqueuse d’acide sulfurique [20], on peut voir que le
diamant permet 1’exploration de plages de potentiels inaccessibles aux autres ¢électrodes. Les
propriétés des électrodes diamants sont néanmoins dependantes de différents facteurs comme
les terminaisons de surface [29], [30], le taux de dopage [31], I’orientation cristalline [32] ou
encore la quantité de phase non diamant [33]. Comme on peut le voir sur la Figure 1-2, une
bonne qualité cristalline associée a une forte concentration de bore augmente 1’efficacité
d’hydrolyse (la réactivité de 1’électrode) et donc réduit de fait la fenétre de potentiel. Dans le
cas des capteurs faradiques, la réactivité électrochimique de 1’électrode est un facteur
essentiel. Il n’est dans ce cas d’aucune utilit¢é d’avoir une large fenétre de potentiel si
I’¢lectrode affiche une faible réactivité. On peut donc en fonction de 1’application visée,
modifier la concentration en bore dans la couche pour favoriser la fenétre électrochimique ou
la réactivité de 1’électrode. Comme dans le cas des faibles courants résiduels, 1’état de surface
du diamant influe grandement sur la fenétre de potentiel [34] et sur la constante de transfert de
charge [35]. Toutefois, le facteur crucial diminuant fortement la plage électrochimique et la
réactivité des électrodes est la présence de phase sp® dans les couches [22]. Il est donc
important pour les applications dans le domaine de I’analyse, de contrdler tous ces paramétres

pour assurer une bonne reproductibilité des mesures.

.D.3. Resistance a I’obstruction

Le diamant, en particulier dans son état hydrogéne, est de maniére génerale tres peu
enclin a 1’adsorption d’espéces a sa surface. |l n’est donc pas sujet a I’encrassement par des
produits réactionnels ou par des molécules présentes dans le milieu environnant ; c’est la
propriété d’anti « fouling ». Comparativement aux électrodes qui voient leurs propriétés
chuter avec le temps (a cause de I’accumulation d’espéces sur leurs surfaces) et
particulierement dans les milieux organiques complexes, les électrodes diamant conservent
leurs attributs plus longtemps. De plus, les métaux sont sujets a la formation d’une couche
d’oxyde native entrainant une perte significative de leurs propriétés ¢électrochimiques.

L’oxydation du diamant engendre uniquement la formation d’une couche monoatomique
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partielle sur sa surface. Il arrive toutefois que des dépdts, comme par exemple lors de
réactions de polymeérisations, obstruent la surface du diamant. On peut dans ce cas procéder a
une oxydation poussée qui entraine la génération de radicaux OH' qui dégradent toutes les

especes adsorbées en surface [24].

1.D.4. Stabilité

L’hybridation sp® du diamant, et donc la saturation des couches électroniques externes,
confere au diamant une grande stabilité chimique et électrochimique. En fait, tres peu de
méthodes permettent d’endommager en profondeur les films de diamant, la plus utilisée étant
le plasma d’oxygéne [36]. Ainsi, le diamant est trés peu sensible a la corrosion [37].
Cependant, il est important de noter que les groupements de surface du diamant s’oxydent
partiellement spontanément a 1’air ou par immersion en milieu aqueux [38]. Il est bon de
souligner que méme si cette oxydation de surface est partielle, elle impacte de maniere
sensible le transfert électronique lors de réactions électrochimiques [39]. Afin d’oxyder
complétement la surface extréme du diamant, des traitements dans des milieux fortement
oxydants (H,SO, ou/et HNO3 a chaud [35], oxygéne singulet [40] ou par voie électrochimique
[41] peuvent étre envisagés. Quoiqu’il en soit, la grande stabilité du diamant rend possible la
mise en ceuvre de procédés électrochimiques extrémes nécessitants soit de fortes densité de
courant, soit des surtensions élevées comme 1’électrosynthése [3], ou encore la dépollution via
I’oxydation de polluants organiques[23] ou la réduction de composeés inorganiques tels que les
nitrates [Deneuvillee] sans que cela n’entraine de passivation de 1’électrode ou/et sa

dégradation.

I.E.  Synthese

Lorsque le mot diamant est prononcé, on pense immediatement au diamant naturel peu
compatible en termes de codt et de composition avec un développement a grande échelle de
dispositifs mécaniques, électroniques ou électrochimiques. Ce minéral se forme dans le
manteau terrestre a des pressions et températures trés élevées puis remonte en surface lors
d’éruptions  volcaniques. Dans ces conditions, il est la forme allotropique
thermodynamiquement stable du carbone, alors que dans les conditions standards, il s’agit du

graphite Figure I- 3. On trouve des diamants naturels de toutes les couleurs, chaque couleur
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étant due a la présence d’impuretés. C’est a partir des diamants naturels et de I’incorporation
de différentes impuretés dans le réseau qu’une nomenclature a pu étre établie. Les différents
types de diamant sont ainsi succinctement détaillés en annexes. Afin de promouvoir les
caractéristiques physico-chimiques du diamant dans des applications industrielles et/ou de
recherche, deux stratégies permettant d’obtenir du diamant synthétique ont été développées :
la méthode Haute Pression Haute Température (HPHT) et le dépdt chimique en phase vapeur
(Chemical Vapor Deposition (CVD)).

I.LE.1. Le procede HPHT

Le procédé HPHT reproduit les conditions de formation du diamant naturel et permet
d’obtenir des diamants monocristallins. Ainsi, en 1955, la compagnie General Electric a
breveté le procédé décrit par Bundy et al. [42]. Cette technique repose sur la conversion du
graphite en diamant par exposition a de hautes températures et pressions. Par la suite, diverses
publications sont venues compléter la compréhension du mécanisme et donc du procédé,

jusqu’a ce que les réactions et mécanismes en jeu soit totalement maitrisés [43].
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Figure I- 3 : Diagramme de phase du carbone. [44]

Les diamants issus de ce procédé sont aisément reconnaissables par leur couleur jaune,
due a I’incorporation dans les échantillons d’une quantité importante d’azote, contaminant
majeur issu de 1’air ambiant. La limite principale de ce procédé réside dans le fait qu’il ne

permet d’obtenir que des cristaux de quelques millimétres carrés. Il faut tout de méme
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remarquer que ces cristaux sont trés utilisés comme substrat dans le domaine de 1’électronique
en raison de leur bonne qualité cristalline. On remarque sur la Figure I- 3 une zone de
croissance notée Catalytic HPHT, qui apparait dans des gammes de pressions et de
températures plus basses que la HPHT classique. Cette technique est basée sur 1’utilisation
d’un mélange de carbone graphitique et de catalyseurs métalliques par germination puis

croissance.

I.E.2. Les procédés CVD

Le développement des techniques CVD a permis de simplifier la synthese, de
diminuer les colts de production et de diversifier les applications du diamant synthétique.
Ainsi, des croissances de diamants mono et polycristallins sont réalisées sur des substrats de
différentes natures (diamant, silicium, métaux, polymeére...). L’avantage majeur de cette
technique réside dans la trés faible quantité d’impuretés incorporées dans les couches lors de
la croissance mais aussi dans la maitrise de cette impureté en termes de nature et de
concentration. Notons toutefois que les matériaux générés via cette voie de synthése sont
obtenus sous forme de films plus ou moins fins. Les croissances par CVD permettent
d’obtenir des films de diamants de trés grande pureté car elles S’effectuent a des valeurs
moyennes de pressions (10™-10" Bar), précédées par des pompages poussés (10”° Bar) avant
croissance permettant de s’affranchir du contaminant azote, et utilisent des précurseurs
gazeux d’une trés grande pureté. D’autre part, comme mentionné précédemment, il est
possible d’introduire des impuretés de maniére controlée et en particulier du bore. Celui-ci
s’incorpore en position substitutionnelle dans la couche diamant jusqu’a une concentration
limite pour laquelle la structure diamant obtenue est désorganisee, il apparait alors une
séparation de phase ([B]>10% cm™). L’introduction du bore trivalent lors de la synthese
permet de doper les couches de diamant par injection de porteurs de charges majoritaires
(trous) dans la bande de valence, diminuant ainsi le gap en rapprochant le niveau de Fermi du
diamant de celui de la bande de valence et rendant le diamant semi-conducteur. Il existe
méme une concentration en bore (10** atome.cm™) & partir de laquelle le diamant adopte un
comportement métallique d0 a I’apparition d’un continuum de niveaux énergétiques.

Diverses techniques de CVD ont été développées pour la synthese de films de
diamant, leurs dénominations étant liées a la nature de la source d’énergie utilisée. Bon
nombre d’entre elles, regroupées sous le terme générique de PE-CVD (Plasma Enhenced
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CVD) font intervenir un plasma qui peut étre généré par des microondes (MicMicrowave
plasma-assisted CVD, MPCVD), par radiofréquence, par filament chaud (Hot Filament CVD,
HFCVD) ou encore par résonance cyclotron (Electron cyclotron resonance CVD, ECRCVD).
Le mélange gazeux utilisé lors de la croissance est un mélange de méthane et de dihydrogeéne,
la dissociation des especes gazeuses entraine la formation de radicaux méthyles et
d’hydrogene atomique. Ce dernier est présent au minimum a 95% dans le mélange et joue un
role primordial dans la croissance. Dans les conditions des dép6ts CVD, les phases diamant et
graphitique se forment simultanément, la phase graphitique étant attaquée préférentiellement
par I’hydrogéne atomique généré dans le plasma. Cette attaque préférentielle réside en fait
plus précisément dans un différentiel marqué entre la cinétique de gravure du diamant, lente,
et celle du graphite beaucoup plus rapide. Les vitesses de croissance des couches sont donc
contrélées par le rapport CH4/H,, les taux élevés augmentent la vitesse de dépot au détriment
de la qualité cristalline [45]. Lors du dopage des couches au bore, différents précurseurs
gazeux peuvent étre utilisés additionnés aux gaz précurseurs : le tri-méthyle borane (TMB), le
diborane (B,Hg). Le modéle le plus communément utilisé pour décrire le mécanisme de
croissance du diamant polycristallin sur un substrat non-diamant est celui de VVolmer-Weber.
Il fait intervenir deux étapes : une premiére étape de nucléation durant laquelle apparaissent
des nuclei sur le substrat et une étape de croissance pendant laquelle ces nuclei vont croitre
dans les trois dimensions, puis ensuite coalescer pour former une couche compacte de
diamant. Durant ma thése, seul des croissances d’échantillons polycristallins sur substrat
silicium ont été réalisées. Si les échantillons microcristallins ont tous été synthétisés a
I’institut Néel, certains échantillons nanocristallins proviennent quant a eux du CEA LIST-
LCD. La différence entre les échantillons nano et microcristallins réside dans la taille des
grains qui les constituent. Les films de diamant nanocristallins ont des tailles de grains de
I’ordre d’une centaine de nanométres alors que celles des dépdts microcristallins sont de
I’ordre du micrométre a quelques micrometres.

Lors de la synthése d’échantillons polycristallins, I’étape de nucléation nécessite une
préparation préliminaire du substrat silicium appelée « scratching ». Celle-ci consiste a
dépolir le substrat silicium utilisé comme support a 1’aide d’une pate diamantée, introduisant
ainsi des irrégularités sur la surface hote. La densification des lignes de champ dde a I’effet de
pointe que générent ces irrégularités constitue ainsi des zones de nucléation préférentielles
(conf. Figure I- 4 : Image MEB d’un échantillon diamant en phase de nucléation mettant en

évidence les sites préférentiels de nucléation. [7].)
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Il existe une autre méthode permettant de générer des nuclei sans avoir recours a
1I’étape de « scractching ». 11 s’agit de la technique BEN, Bias Enhanced Nucleation [46], qui
consiste en 1’application d’un champ électrique d’orientation normale par rapport a la surface
du matériau support au début du procédé. Cette technique induit ainsi la formation de germes
sur la surface du substrat mais implique 1’utilisation de substrats conducteurs. C’est la
méthode que nous avons utilisée dans le cas des croissances de diamant nanocristallins a
I’institut Néel. Nos partenaires du CEA LIST-LCD quant a eux, ne procédent pas via une
étape de nucléation mais font appel au « seeding » pour introduire directement des germes de
diamant sur le substrat. Le « seeding » consiste a déposer sur le substrat des nanoparticules de
diamant d’un diamétre moyen d’une dizaine de nanométres. Différentes méthodes de
« seeding » sont décrites dans la littérature afin de déposer uniformément des germes de
diamant dont la sonication, le spray-coating, le spin-coating ou encore le dip-coating.
L’¢équipe du CEA LIST-LCD utilise la technique du spin-coating pour étaler uniformément
une solution de nanoparticules de diamant en suspension [47]. 1l s’ensuit une étape de

croissance classique de ces nuclei exogenes qui se développent, puis coalescent.

ZakyU X7, 688

Figure I- 4 : Image MEB d’un échantillon diamant en phase de nucléation mettant en évidence les
sites préférentiels de nucléation. [7]

I.LE.3. Les batis de croissance

Durant ma thése, j’ai procédé a la croissance d’échantillons microcristallins a I’institut
Néel en utilisant la technique de « scratching ». J’ai également eu recours a 1’utilisation de
deux types d’échantillons nanocristallins dont une partie a été synthétisée par Clément Hebert
Doctorant a I’Institut Néel. L’autre partie nous a été fournie par 1’équipe de Philippe
Bergonzo (LIST-LCD) du CEA Saclay dans le cadre d’une collaboration. Ils ont été
synthétisés par Charles Agnes, Post-Doctorant au LIST.

e Les échantillons diamant de ’institut Néel
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Les échantillons de diamants microcristallins dopés utilisés dans le cadre de ma thése
proviennent tous de I’Institut Néel. La méthode de croissance employée est la technique de
dépdt vapeur en phase chimique assistée par plasma microonde (MPCVD). Les substrats de
silicium dopé p utilisés ont été préparés par la technique de «scratching » et toutes les
couches de diamant polycristallin ont été lourdement dopées au bore ([B]>10%}). Le réacteur
de croissance utilisé a été mis au point par Etienne Gheeraert en 1992 [48] & partir d’un
modele japonais du National Institute for Research in Inorganic Materials (NIRIM) [49]
(Figure 1- 5).
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Figure I- 5 : Schéma de principe du bati de croissance MPCVD de type NIRIM de [’Institut Néel.

La chambre de réaction est constituée d’un tube en quartz dans lequel transite le
mélange des précurseurs gazeux qui croisent un guide d’onde dans le lequel se propage une
onde électromagnétique d’une fréquence de 2,45Ghz. La puissance transportée par cette
derniere peut étre ajustée entre 0 et 2000W. Les conditions de tempeératures requises pour la
synthése sont de 1’ordre de 800°C et correspondent a des valeurs de puissances appliquées
comprises entre 200 et 400W. En effet, la température est contr6lée au travers de la puissance

microonde injectée et de la pression régnant dans I’enceinte. La mesure de cette dernicre
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s’effectue a 1’aide d’un pyrométre positionné en haut du tube de quartz. La température, qui
est elle-méme reliée a la pression, influe sur la physico-chimie des espéces. C’est donc un
parametre crucial lors de la croissance du diamant.

Le flux des gaz (hydrogéne, méthane, diborane) a ’intérieur du tube est controlé a
I’aide de débitmeétre massique, il joue un réle important. Les concentrations de diborane
requises dans le mélange gazeux final sont infimes (6000ppm), ce qui a nécessité la
conception d’une ligne de dilution spécifique pour ce dernier. La pression est quant a elle
régulée par une vanne d’étranglement située en amont du systétme de pompage primaire
utilisé lors de la croissance.

On peut également noter la présence d’une pompe secondaire sur la Figure I- 5. Cette
pompe est dédiée a 1’étape de « dépollution » précédent le processus de croissance. Avant
I’introduction des gaz, on procéde systématiquement a une étape de mise sous vide secondaire
du bati (10® Bar) pendant une dizaine d’heures. Cette purge de 1’enceinte permet d’évacuer
une quantité maximale d’espéces résiduelles adsorbées sur les parois et 1’échantillon. Afin
d’assurer une pureté du mélange gazeux optimale, nous utilisons un purificateur d’hydrogene
situé en amont de la chambre d’arrivé des gaz. L’association du pompage secondaire, effectué
avant la croissance, et du dispositif de purification de 1’hydrogéne assure une grande pureté
des couches diamant déposées. La seule impureté détectable réside dans une quantité
infinitésimale de silicium arraché du tube en quartz par le plasma. Notons ici que le dopage au
bore dans I’enceinte de synthése induit une pollution rémanente du réacteur qui ne permet pas
alors de synthétiser des films de diamant intrinseques. De fait, les échantillons non dopés
seront définis comme étant NID pour Non Intentionnaly Doped du fait de cette pollution
résiduelle qui induit un faible dopage au bore ([B]< 10*'cm™)

Les conditions de croissance des échantillons polycristallins dans le réacteur de

croissance de type NIRIM sont résumées dans le Tableau I- 2:

Vide secondaire t=12h
Pré-plasma hydrogéne T =890°C ; P = 30torr ; t = 30min
Croissance de diamant | T =890°C ; P = 30torr ; C/H =0,5% ; t = 24h
Post-plasma hydrogene T =750°C ; P=30torr;t=1h

Tableau I- 2 : Conditions de croissance des échantillons diamant microcristallins a I’ Institut Néel.

Les croissances des échantillons nanocristallins dopés effectuées a 1’Institut Néel se

déroulent dans les mémes conditions et dans le méme bati de croissance. La seule différence
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réside dans 1’étape de nucléation qui est réalisee par BEN dans un réacteur commercial Seki.
Ce béti utilise également le procédé MPCVD mais la géométrie de sa chambre de réaction est
différente et ses parois sont en metal et refroidies. De plus, la température du porte-substrat
est gérée indépendamment. Ce qui a la différence des batis de type NIRIM ou la température
du substrat est contrélée par celle du plasma, donne la possibilité de faire varier séparément la
température du mélange gazeux et celle du substrat. La grande taille de la chambre permet de
générer des plasmas de grande dimension et donc de synthétiser des échantillons diamant sur
des surfaces de quelques pouces. Dans le cas des échantillons nanocristallins dopés, la
germination a donc été réalisée par BEN dans le bati Seki. Ce bati n’intégrant pas de lignes de
gaz dopant, la croissance est assurée subséquemment dans le bati de type NIRIM. Le Tableau

I- 3 présente les conditions de nucléation par BEN utilisées dans le réacteur Seki

Vide secondaire quelques heures
Nucléation par BEN T=700°C;P=17torr ; C/[H=5%;
Post-plasma hydrogene -
Tableau I- 3 : Conditions de nucléation par BEN.

Les échantillons ainsi nuclés sont ensuite transférés dans le réacteur de synthése
NIRIM pour I’étape de croissance qui se déroule alors dans les mémes conditions
expérimentales que celles utilisées pour la croissance des échantillons microcristallins. Cette
méthodologie sous-tend ainsi que les conditions de nucléation, notamment la densité de nucléi
et la morphologie du support, sont les paramétres majeurs influant la structure finale des films

entre nano et microcristallins.

e Les échantillons diamant du CEA LIST

Les échantillons nanocristallins dopés provenant du CEA LIST-LCD sont aussi
synthétisés par des procédés MPCVD. Nos collaborateurs possedent plusieurs réacteurs de
croissance, certains sont dédiés aux dépdts d’échantillons dopés au bore et d’autre aux
¢échantillons intrinseques. Il faut noter qu’utiliser du bore dans un bati est irréversible et ne
permet plus par la suite d’obtenir des couches intrinseques. Le bore se dépose sur chaque
partie avec lesquelles il est en contact, c’est pourquoi on retrouve du bore dans chaque
croissance effectuée par la suite. La seule option consiste a remplacer certaines parties par des
neuves. Le bati consacré aux couches dopées a été congu par 1’équipe LCD, il a des

caractéristiques semblables au bati Seki utilisé a I’institut Néel et permet le dépdt de couches
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diamant dopées sur de larges surfaces. Les précurseurs gazeux utilisés sont le méthane,
I’hydrogeéne et le triméthylborane (TMB). Les conditions de croissance des couches

nanocristallines réalisés au CEA LIST-LCD sont résumées dans le Tableau I- 4.

Vide secondaire quelques heures

Croissance de diamant | T =760°C ; P =40torr ; C/[H=0,8% ;t=7h

dopé bore
TMB/CH4=98ppm

Post-plasma hydrogéne | T =760°C ; P = 40torr ; t = quelques minutes

Tableau I- 4 ;: Conditions de croissance des échantillons diamant nanocristallins au LIST.

I.F.  Le diamant pour la (bio)-détection

La panoplie de propriétés physico-chimiques remarquables du diamant peut étre
exploitée pour 1’élaboration de dispositifs bioélectroniques a vocations analytiqueS oOu
implantables. Ainsi, les propriétés électrochimiques exceptionnelles du diamant lourdement
dopé le placent comme un matériau d’électrode idéal pour les applications bioanalytiques ou
le design d’implants neuroprothétiques. De plus, le diamant présente un comportement « anti-
fouling », I’anti-fouling d’une électrode représentant sa capacité a ne pas voir son signal
¢lectrochimique se dégrader dans le temps du fait de ’accumulation d’especes, présentes en
solution ou générées lors d’un processus électrochimique, sur la surface. D’autre part, les
propriétés de conductivité de surface du Diamant hydrogéné intrinseque peuvent étre mises a
profit pour 1’élaboration de SGFET (Solution Gate Field Effect Transistor). Les propriétés
mécaniques sont utilisées pour la mise au point de réseaux de p-levier dont les gammes
fonctionnelles sont équivalentes a celles des QCM (Quartz Crystal Microbalance). Enfin, le
diamant affiche une inertie chimique remarquable, offrant la possibilité de travailler dans des
milieux corrosifs, acides ou basiques.

De nombreux dispositifs destines au diagnostique et/ou a la détection de molécules ou
d’objets cibles ont été élaborés sur diamant. Ce dernier peut alors étre un simple support
associé a une méthodologie de détection extrinséque ou alors un outil de transduction. Les

différentes techniques de détection et transduction rapportées dans la littérature pour des
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dispositifs a base de diamant sont reportées ci-dessous avec pour certaines leur limite de
détection:

- La Microscopie de Fluorescence permet de détecter de maniére extrinséque
(sans faire appel aux propriétés du diamant) la présence de quelques 10™*° mol.I". Cette
technique est pseudo-quantitative mais permet d’étre sensible a de trés petites quantites.
Elle représente une méthodologie de détection robuste utilisée comme référence dans des
mesures de reconnaissance biomoléculaire (hybridation de I’ADN, couplage antigeéne-
anticorps...) [50].

- Les techniques électrochimiques font appels aux remarquables propriétés du
diamant lourdement dopé au bore. Compte tenu du faible courant de fond et de la large
fenétre électrochimique du diamant en milieu aqueux, des limites de détection de 1’ordre
de 10" mol.I* peuvent étre atteintes avec certaines techniques [51]. De plus,
I’¢lectrochimie permet I’analyse quantitative des espéces redox détectées qu’elles soit
adsorbées/immobilisées a la surface du diamant ou présentes en solution.

- Les transistors a effet de champs de type SGFET élaborés sur diamant ont une
gamme sensible du méme ordre de grandeur que la technique de voltampérométrie
cyclique. Néanmoins son mode de fonctionnement est basé sur la sensibilité¢ de la
conductivité de surface au taux de recouvrement, ce qui ne permet pas d’établir une
lecture directe de la quantité d’espece en solution sans 1’établissement préalable, dans des
conditions de mesure définies (temps d’interaction, température...), d’une courbe de
calibration. Un avantage important de cette méthodologie tient & la possibilité de détecter
des espéces ne présentant pas d’activité redox [52].

- Les micro-leviers en diamant offrent de reelles perspectives en termes de
transduction. Plus particulierement, les caractéristiques mécaniques du diamant pourraient
permettre leur utilisation en mode dynamique, poutre vibrante, dans des milieux
électrolytiques. Malgre des limitations équivalentes a celles relevées pour les SGFET
(effets de surface), des limites de détection voisines de 1’électrochimie peuvent étre
attendues tout en permettant le suivi des phénomenes de reconnaissance biologique en
temps réel [53].

Les paragraphes suivants reprennent les différentes réalisations rapportées dans la

littérature sur la base des méthodologies de détection/transduction précédemment citées.
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I.F.1. Détection électrochimique

I.LF.1.a  Composés inorganiques

La large fenétre électrochimique du diamant en solution aqueuse, couplée aux faibles
courants résiduels a permis de procéder a la détection de nombreuses espéces inorganiques et
métaux a I’¢état de trace. Parmi celles-ci on peut citer les nitrates, les nitrites et les ions
azotures [54, 55] ou encore les ions sulfates [56]. Concernant les métaux, I’argent et 1’étain
[57], le cadmium, le cuivre, le zinc et le plomb [51], ainsi que le mercure [58] ont pu étre
détectés en tres faibles concentrations par électrochimie sur diamant. Dans certains cas [56],
des microélectrodes ont été utilisées pour accroitre les performances des électrodes diamant

en termes de limites de détection.

I.LF.1.o  Espéces organiques

De la méme maniere un nombre considérable d’équipes se sont intéressées a la
détection de substances organiques trés faiblement concentrées sur électrodes diamant. Par
exemple, les détections de dérivés du phénol [59], de composés chlorés [55], de bases azotées
[41], de neurotransmetteurs [60], de polyamines [61] ou encore de Xanthines [62] ont été
menees avec succés. Cette liste d’exemples est loin d’étre exhaustive mais illustre
parfaitement les potentialités électroanalytiques du diamant utilisé comme simple électrode.
La détection de ces composés peut étre effectuée sur de nombreuses électrodes mais la plupart
de ces molécules sont aromatiques et sujettes a polymériser ou réagir directement avec le
substrat. Les avantages du diamant tiennent alors dans sa haute sensibilité et dans son
comportement anti « fouling » permettant d’effectuer de nombreuses mesures sans que sa

sensibilité ne soit dramatiquement affectée.

I.LF.1.c Traitement de [’eau

Comme nous I’avons vu, la large fenétre électrochimique du diamant autorise
I’application de potentiels anodiques tres élevés permettant de générer des radicaux OH* [24]
trés réactifs. Ceux ci sont alors mis a profit pour la dégradation de substances organiques au
voisinage de 1’électrode. Ce procedé de purification de 1’eau par oxydation des substances
organiques a I’aide de radicaux est appelé procédé d’oxydation avancé. Il existe différentes
voies chimiques permettant de générer ces radicaux en solution, la plus connue étant le
procédé Fenton [63]. Le diamant constitue ainsi une alternative aux procédés chimiques en
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produisant de maniére continue ces radicaux aux voisinages de 1’électrode. Il existe toutefois
certaines limitations a cette méthode : ces radicaux étant tres réactifs, se dismutent rapidement
pour former du peroxyde d’hydrogéne lors de leur diffusion vers la solution. Il faut donc que
les substances a détruire soient acheminées au voisinage de 1’¢électrode durant le processus
d’oxydation avancé et ce, en repoussant les limites imposées par la diffusion des especes
cibles. De plus, ces derniéres doivent étre solubles en milieux aqueux. A titre d’exemple, le
traitement électrochimique d’eaux polluées par des biocides [64], des chlorophénols [65], des
acides organiques associés a des composés aminés et ’ETDA [66] ou encore des herbicides
[23] a été expérimenté avec succes sur électrode diamant. Il est également possible de
dégrader des composés inorganiques tels que les cyanures [67], les sulfates [56] ou les nitrates
[66]. Enfin, ce méme traitement permet la désinfection des eaux de consommation. Ainsi,
Furuta et al. [68] ont démontré la désactivation de légionelloses par traitement
¢lectrochimique sur diamant. Il a été ainsi possible d’implémenter des électrodes de diamant
pour le traitement de 1’eau potable et pour I’entretien des piscines. On trouve aujourd’hui

plusieurs sociétés commercialisant ce type de dispositif de traitement.

I.F.2. Biocapteurs-Biopuces

Les biocapteurs et les biopuces sont des dispositifs analytiques complexes faisant
intervenir un support sur lequel sont immobilisés respectivement une ou plusieurs entités
biologiques douées de reconnaissance moléculaire et nommées biorécepteurs. Différents
travaux de recherche ont utilisé le diamant comme matériau support de ces dispositifs du fait
de sa nature carbonée permettant un greffage direct du (des) biorécepteur. Dans le cas des
biocapteurs, les propriétés physico-chimiques du diamant sont alors mises a profit pour la
traduction du signal de reconnaissance en un signal électrique. Le diamant joue alors un role
actif de transducteur paralléelement a son réle passif de substrat. Les paragraphes suivant
visent a introduire de maniére exhaustive les différents biocapteurs et biopuces développées

sur diamant dans la littérature.
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I.F.2.a Biopuces

L’expansion des thématiques de recherche dans les domaines des biotechnologies, du
diagnostic médical, du controle alimentaire ou encore de I’analyse environnementale, a
engendré un réel essor dans le développement des biopuces. L’intérét d’une biopuce est de
pouvoir mener, sur la base de la détection d’un phénoméne de reconnaissance moléculaire,
des études multiparamétriques sur le méme support. Notons que la lecture de ces dispositifs
peut étre effectuée via des méthodes électrochimiques, microgravimetriques,
micromécaniques ou optiques, la microscopie de fluorescence étant le mode de détection le
plus répandu.

Toutefois, le multiplexage de I’information sur un méme support d’analyse nécessite
la miniaturisation des dispositifs et implique donc de greffer des espéces de maniére localisée
et & de petites échelles. Or, trés peu de méthodes de fonctionnalisation de surface (Chapitre 11,
partie 111.B) permettent une immobilisation localisée et directe des espéces d’intéréts sur le
support. Elles impliquent classiqguement plusieurs étapes chimiques et souvent font appels a
des procédés de lithographie. Ce sont autant de facteurs qui rendent la conception des
biopuces délicate, complexe et longue alors qu’une grande réactivité est aujourd’hui
demandée dans ces domaines d’études. Toutes les méthodes de fonctionnalisation ou de
modification de surface abordées pour la fonctionnalisation du diamant seront détaillées de
facon exhaustive ultérieurement dans le Chap. 1.1 plus particulierement dédié a cette
problématique centrale du design des biopuces. Sur la base d’une fonctionnalisation de
surface adéquate, les quelques paragraphes suivants vont, quant a eux, se focaliser sur les

applications du diamant pour la fabrication de biopuces et de biocapteurs.

2.a.1 Biopucesa ADN

Yang et al. ont été les premiers a realiser une biopuce ADN en 2002. Ils ont
immobilisé deux oligonucléotides (ODN) différents (S1, S2) de maniere locale en réalisant
des plots millimétriques. La conception de cette biopuce nécessite trois étapes distinctes de
fonctionnalisation de surface par brin d’ODN. La premiére étape consiste en 1’immobilisation
sur le diamant d’un bras espaceur portant une fonction primaire de greffage par
fonctionnalisation photochimique via un alcéne terminal. Cette étape implique une insolation
de I’espéce a greffer sous un rayonnement UV a 233 nm pendant 12 heures sous atmosphére
contrélée, elle est suivie de 2 étapes chimiques postérieures (aboutissant au greffage du brin

sonde). La mise en évidence du greffage consiste en 1’hybridation des brins sondes par leurs
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brins d’ODN (F1 et/ou F2) complémentaires modifiés par un fluorophore. Le greffage est
alors révélé par microscopie de fluorescence (Figure I- 6).

Cette biopuce affiche une excellente sélectivité ainsi qu’une grande stabilité. En
revanche elle nécessite plusieurs étapes de greffage et implique des temps d’insolations longs
qui limitent un multiplexage plus large de 1’information biologique introduite sur le support

diamant.
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Figure I- 6 : Images de fluorescence obtenues aprés hybridation des brins complémentaires cibles (F1
et/ou F2) modifiés avec un fluorophore, des deux séquences d’ODN sondes immobilisées sur la
surface du diamant. [69]

o

Zhang et al. [70], quant & eux, ont réalisé une biopuce en procédant a I’amination de
surface par illumination UV dans un environnement d’ammoniac gazeux, les zones non
aminées étant alors bloquées par des terminaisons fluorées via une modification de surface
par plasma d’ocatfluoropropane. Il s’en suit une étape de couplage chimique entre les amines
de surface, présentes sous forme de plots micrométrique, et les brins d’ADN sondes modifiés
au travers de 5 étapes successives. Comme pour les travaux précédemment cités, a révélation
du greffage s’effectue également par hybridation avec un brin d’ADN complémentaire

modifié par un fluorophore et caractérisation par microscopie de fluorescence (Figure I- 7).
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Figure I- 7 : Images de microscopie de fluorescence mettant en évidence I’hybridation du brin d’ADN

cible modifié avec un fluorphore avec le brin d’ADN sonde complémentaire immobilisé sur la surface
du diamant. [70]
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Au regard du temps de couplage de la fonction primaire de greffage sur la surface via
les méthodologies précédemment citées, la fonctionnalisation électrochimique de la surface a
été développée du fait de sa capacité d’adressage et de sa rapidité (quelques cycles
voltampérométriques ou 1’application d’un champ de quelques secondes suffisent ici). Ainsi,
Nebel et al. [71] ont mis au point une technique de micro-structuration du diamant permettant
d’obtenir des zones conductrices de diamant lourdement dopé au bore de taille
micrométrique, entourées de diamant intrinséque. A la différence d’un réseau de
microélectrodes, les zones conductrices sont ici toutes reliées et ont une taille de 15um. Ils ont
ensuite procédé au greffage des sels de diazonium par réduction électrochimique. Cependant
plusieurs étapes chimiques sont encore nécessaires pour immobiliser de maniére collective sur

toutes les électrodes les brins d’Oligomere DésoxyriboNucléique (ODN) sondes.

Nebel et al. [72], en utilisant les mémes échantillons de diamant microstructurés, ont
pu procéder a la détection électrochimique indirecte d’ADN. Cette détection est en fait basée
sur I’utilisation en solution du ferrocyanure comme sonde électrochimique Nernstienne. En
comparant 1’intensité des réponses obtenues en DPV (differential pulse voltametry) sur
électrode nue, aprés immobilisation du brin d’ODN sonde et apres hybridation du brin d’ODN
complémentaire, il est possible de déduire la présence ou non du brin complémentaire. La
limite de détection est atteinte pour une concentration en brin d’ODN sonde en solution de 10
pM. Bien que comparée a la microscopie de fluorescence, la révélation électrochimique soit
plus rapide et ne nécessite pas de marqueur sur le brin cible, il ne peut y avoir avec ce type
d’¢lectrode d’études multiparamétriques du fait de 1’interconnexion des réseaux d’électrodes
et de la modification collective de la surface. Notons cependant que I’apport de la
microstructuration des électrodes est nécessaire pour abaisser la limite de détection aux

valeurs précédemment citées.

Clément Hebert de I’équipe SC2G a I’institut Néel a récemment mis au point des
réseaux de microélectrodes sur diamant [travaux non publiés]. Avec ces microélectrodes, il
serait possible d’envisager des détections d’ODN multiparamétriques par électrochimie.
Néanmoins la fonctionnalisation de chaque électrode devrait se faire indépendamment. Avec
les méthodes de fonctionnalisation actuelle, il faudrait alors envisager un temps de

préparation du réseau total de microélectrode avoisinant la semaine.
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Figure I- 8 : Voltampérogrammes obtenus par Differential Pulse Voltametry (DPV, voltammétrie a
impulsion différentielle) sur une électrode diamant microstructurée aprés greffage de I’ADN (ss DNA)
et apres hybridation du brin complémentaire (ds DNA). [72]

2.a.2 Biopuces a peptides et anticorps

Hormis I’immobilisation d’enzymes destinée a la mise en ceuvre de biocapteur, il
n’existe que trés peu d’exemples d’immobilisation d’anticorps ou d’integrines. Coffinier et al.
[73] ont immobilisé des peptides FLAG modifiés sur diamant. La premiére étape consiste en
une amination de surface d’un substrat diamant hydrogéné par plasma sous ammoniac. Il s’en
suit une étape de couplage chimique aboutissant a [’introduction d’une fonction
semicarbazide sur la surface du diamant. Le peptide FLAG est ensuite couplé chimiquement
de maniere locale par drop casting. La mise en évidence du greffage s’effectue par
microscopie de fluorescence en introduisant 1’anticorps anti-Flag marqué par un fluorophore
(Figure 1- 9). Les plots sont ici de 1’ordre de quelques centaines de um. Ils ont également mis

en évidence la spécifié de la reconnaissance en immobilisant un peptide HA.

Figure I- 9 : Image en microscopie de fluorescence d’un réseau de plot du peptide FLAG greffé sur
diamant aprés ajout de [’anticorps dirigé contre le peptide FLAG modifié par un fluorophore [74].
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Hamers et al. [75] ont immobilisé I’anticorps E. Coli K12, en utilisant le greffage des
alcénes par photochimie, il s’ensuit une série d’étapes chimiques permettant de coupler
I’anticorps par une de ses fonctions amines disponibles (conf. Chapitre I, partie 111.B.4,
Figure I11- 11). IIs ont caractérisé I’immobilisation de la protéine par spectroscopie infrarouge
et ont déduit que la structure secondaire de 1’anticorps avait été préservée pendant la

fonctionnalisation.

I.F.3. Biocapteurs enzymatiques

Un biocapteur est un outil analytique dédié a la détection d’un analyte, combinant un
transducteur physicochimique et une espéce biologique. L’espéce biologique pourra étre une
enzyme, un anticorps, de I’ADN... Le transducteur quantifiera I’interaction entre I’analyte et
I’espece biologique en un signal optique, €électrochimique, piézoélectrique...

Nous nous intéresserons ici au cas des biocapteurs enzymatiques ampérométriques.
Considérons le cas bien connu de I’enzyme glucose oxydase (GOx) a titre d’exemple
introductif. L’immobilisation de I’enzyme a la surface de 1’électrode peut étre menée de
différentes facons. On peut ainsi envisager un greffage direct de I’enzyme sur le substrat
diamant via un bras espaceur portant un groupement d’intérét mais il est également possible
d’encapsuler I’enzyme dans un film de polyélectrolytes cationiques tel que le PDDA du fait
du point isoélectrique de la GOx au pH d’immobilisation. L’activité catalytique de I’enzyme
s’exprime alors en présence de I’analyte cible, ici le glucose, mais requiert également la
présence d’un co-substrat qui dans le cas de I’activité naturelle de la GOx est I’oxygene. Il
existe plusieurs moyens de quantifier ’activité enzymatique de la protéine et donc la quantité
d’analyte en solution. Chacune de ces méthodes a donné lieu a une génération de biocapteur
différente. On trouve ainsi trois générations de biocapteurs illustres sur la Figure I- 10:

- Les biocapteurs de premiere génération sont basés sur la détection directe de
I’un des produits de la réaction enzymatique a 1’électrode, en 1’occurrence le peroxyde
d’hydrogéne. Ce type de biocapteur pose toutefois quelques problemes car I’oxydation du
peroxyde d’hydrogene nécessite I’application d’une surtension importante et Se situe aux
alentours de +0,65 V par rapport a ’ECS sur platine. Or, dans les milieux biologiques
complexes tels que le sang, ils existent de nombreuses substances électroactives
présentant un potentiel d’oxydation similaire voir plus faible (tels que par exemple I’acide
ascorbique, 1’acide urique, glutathion..) susceptibles d’interférer via la génération d’un
courant « aspécifique » indépendant de la catalyse enzymatique.
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- Les biocapteurs de deuxieme génération permettent la détection du substrat de
I’enzyme via ’utilisation d’un médiateur redox, en solution ou immobilisé, susceptible
soit de connecter le centre actif de I’enzyme soit d’échanger des électrons avec le produit
de la réaction enzymatique. Cette génération de biocapteur permet alors d’abaisser le
potentiel de détection de 1’espece électroactive du fait d’une surtension mieux maitrisée.
On trouve une large gamme de médiateurs redox, le ferrocene étant le plus largement
utilisé pour les oxydases.

Dans les deux générations précédentes, le transfert électronique entre 1’électrode et

I’enzyme se fait au travers d’au moins une espéce électroactive.

- Les biocapteurs de troisieme génération sont basés sur un transfert électronique
direct entre le centre prosthétique de ’enzyme et 1’électrode. Cette génération de
biocapteur comporte le premier avantage de pouvoir s’affranchir du co-facteur naturel de
I’enzyme qui peut présenter, in vivo par exemple, des fluctuations sévéres de
concentration. Second avantage, cette connexion directe permet de s’affranchir de la
présence d’un médiateur artificiel susceptible d’étre nocif pour les milieux biologiques et
pouvant interférer voir dégrader les especes en solution dans les milieux biologiques
complexes. Enfin, le potentiel d’oxydoréduction de la plupart des enzymes est proche de
0V. Cela permet de s’affranchir de tout probleme d’interférence lors de mesures en
milieux complexes. La seule limite d’utilisation de ce type de biocapteur est liée au
positionnement du centre prosthétique de 1’enzyme. Lorsque le centre actif de I’enzyme
est profondément enfoui dans le complexe protéique, il est parfois impossible d’assurer

une connexion directe avec 1’électrode.
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Figure I- 10 : Schéma de principe du mode de fonctionnement des biocapteurs ampérométriques
enzymatiques a glucose.
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Dans le cas de la GOx, la connexion électrique directe de son centre prosthétique
Flavine Adénine Dinucléotide (FAD) avec 1’électrode n’est pas envisageable car il est trop
profondément enfoui dans la structure protéique de 1’enzyme. Carlisle et al. [76] ont été les
premiers a immobiliser la GOx sur diamant en procédant a la réduction électrochimique des
sels de diazonium. Ils ont ainsi pu élaborer un biocapteur ampérométrique de premiere
génération en détectant le produit de dégradation enzymatique qui est le peroxyde
d’hydrogéne. Les Figure 1- 11.c et d montrent les voltampérogrammes caractérisant
I’immobilisation de la GOx (insert) ainsi que la courbe de calibration au glucose obtenue a un
potentiel de + 1,1V vs Ag/AgCI. On peut constater que cette courbe de calibration présente
I’allure d’une cinétique de Michaelis-Menten (conf. Chap. Il, partie 111.G), la gamme
dynamique du biocapteur étant comprise entre 0,5 et 5mM. Il est néanmoins important de
souligner la faible réactivité des électrodes diamant vis-a-vis de 1’eau oxygéné. Il faut en effet
appliquer de hauts potentiels pour pouvoir oxyder cette espéce, ici de 1,1V vs Ag/AgCl, qui
entraineront a coup sur la mesure d’interférents présents dans les milieux complexes et qui,

potentiellement, peuvent provoquer des dommages irréversibles.
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Figure I- 11 : a) Courbe de calibration du biocapteur réalisée sur un échantillon diamant dopé a
I"azote sur lequel est déposé un film de PSS-GOX, b) Voltampérogrammes, réalisés a différentes
vitesse de balayage, de I’échantillon diamant dopé a I’azote modifié par le film de PSS-GOx [77]. c)
Voltampérogrammes d 'une électrode de diamant fonctionnalisée par la glucose oxydase par voie
électrochimique dans une solution de PBS saturée en oxygéne et en présence ou pas de 10mM de
glucose. Vitesse de balayage : 50 mV.s™, d) Courbe représentant I’évolution du courant anodique,
pour une différence de potentiel de 1.1V, en fonction de la concentration en glucose [78].
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Villalba et al. [77] ont récemment réalisé un biocapteur & Glucose en immobilisant la
GOx dans un film de Poly(4-styrenesulfonic acid) (PSS) sur un substrat nanocristallin de
diamant dopé a I’azote (NND pour Nitrogen doped Nanocrystalline Diamond). Les Figure I-
11.a et b montrent les voltampérogrammes de cette électrode de diamant modifiée par la GOx
immobilisée avant et apres injection de glucose (une augmentation du courant d’oxydation
associée a la détection du peroxyde d’hydrogene étant clairement visible a partir de 0.6 V vs
Ag/AgCl.), ainsi que la courbe de calibration (insert) obtenue. Il faut ici noter que la détection
du glucose par ampéromeétrie a éteé realisee a un potentiel de + 0,6V vs Ag/AgCl. La gamme
dynamique de ce biocapteur est alors de 1uM a 8 mM compatible avec la détection d’une
phase d’hyperglycémie chez un patient diabétique. Dans le cas présent, contrairement au
travail de Carlisle et collaborateurs, le courant catalytique mesuré n’est pas du a une
monocouche d’enzyme mais a un film épais dans lequel sont encapsulées I’équivalent de
multicouches enzymatiques, d’ou une sensibilité accrue du dispositif. Notons toutefois les
potentiels ¢€levés requis pour la détection du peroxyde d’hydrogéne qui compromettent
I’utilisation de ces biocapteurs en milieux biologique réel. Olivia et al [79] ont partiellement
levé cette limitation en introduisant a la surface de 1’¢électrode de diamant des nanoparticules
de platine permettant une détection du glucose a un potentiel moins anodique, 0,4 V vs

Ag/AgCl, plus favorable a la sélectivité du biocapteur.

Garrido et al. sont les seuls a avoir mis en ceuvre sur diamant des biocapteurs de
troisieme génération dédiés a la détection du peroxyde d’hydrogene. Pour le premier
biocapteur [80], ils ont immobilisé la catalase via I’intermédiaire d’un bras espaceur introduit
sur la surface par greffage photochimique de fonctions alcénes terminales. Le couplage
électrochimique direct du centre héminique de la catalase a €té mis en évidence par
voltammeétrie cyclique Figure I- 12.a. Les couples redox observés correspondent aux états
d’oxydation Fe**/Fe®* caractéristiques du centre actif de I’enzyme. La gamme dynamique du
biocapteur est comprise entre 1mM et 150 mM et il affiche une sensibilité de 70 A mm™*.M™.
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Figure I- 12 : a) Voltampérogrammes de [’électrode de diamant non traitée (en noir) et
fonctionnalisée par la catalase (en rouge) [80]. b) Courbe de calibration du biocapteur obtenue a
partir d’un échantillon diamant sur lequel la HRP est immobilisée. Chronoampérogramme mettant en
évidence la variation du courant cathodique en fonction de la concentration d’H,0, [81].

Dans un deuxiéme article, ces mémes auteurs ont également immobilisé la peroxydase
de Raifort (HRP pour Horse Radish Peroxidase) [81]. Cette enzyme comporte elle aussi un
groupement héminique suffisamment proche de I’enveloppe extérieure de la protéine pour
pouvoir étre connecté directement avec 1’électrode diamant. On peut voir sur la Figure I- 12.b.
la réponse ampérométrique du biocapteur élaboré faisant apparaitre I’évolution du courant
cathodique enregistré successivement a I’incrément de la concentration d’H,O, du milieu
d’analyse. A partir de ce chronoampérogramme, la courbe d’étalonnage du biocapteur a été
tracée. Elle affiche une allure typique d’une cinétique enzymatique pseudo Michaelienne. La
gamme dynamique de ce biocapteur s’étend de 0,1 a 45 mM. Ce groupe a également
immobilisé la HRP sur diamant oxydé via une silanisation [82], obtenant une gamme
dynamique fortement réduite. Cela illustre I’influence de la méthode de fonctionnalisation

choisie, ainsi que celle ’état de surface du diamant, sur ses propriétes électrochimiques.

I.F.4. Les transistors a effets de champ

Les transistors a effet de champ ou Field Effect Transistor (FET) sont des transistors
basés sur l’utilisation d’un champ électrique permettant de contrdler la conductivité d’un
canal semi-conducteur compris entre deux éelectrodes (la source et le drain) et recouvert d’une
fine couche isolante. Il existe une grande variété de FETS, la plus connue étant le MOSFET
(Metal Oxide Semiconductor FET). Les technologies développées sur silicium ont été
adaptées sur diamant, elles ont permis le design des premiers metal-semiconductor field FET
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(MESFET) en 1996 [83] et les premiers metal-insulator—-semiconductor FET (MISFET) en
1998 [84]. Tout les FET réalisés sur diamant sont basés sur les propriétés de surface du
diamant intrinséque hydrogené, ces propriétés seront développées dans le chapitre Ill. C’est a
partir de ces caractéristiques que les SGFET (Solution Gate FET) ont pu étre mis au point.
Dans ce type de transistor (Figure I- 13.a) I’électrolyte est directement en contact avec la
surface d’un film de diamant intrinséque hydrogéné. La surface du diamant relie les deux
électrodes (drain et source) et constitue le canal, alors que la solution aqueuse dans laquelle
on trouve une ¢lectrode de référence représente la grille. C’est en 2001 que 1’équipe de
Kawarada [85] a mis au point ce nouveau type de transistor. En oxydant partiellement la
surface du diamant intrinseque hydrogéné, il est alors possible d’élaborer des capteurs pH-
métriques capables de mesurer le pH de la solution d’analyse au travers d’une modulation de
la conductivité de surface du diamant [86]. Plus particulierement, c’est a travers la
protonation (C-OH?*) et la déprotonation (C-O") des fonctions hydroxyles de surface que la

conductivité de surface du canal sera modifiée (Figure I- 13.b) de maniére affine et linéaire

avec le pH.
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Figure I- 13 :a) Représentation schématique du montage électrique mise en place lors des
expérimentations SGFET [87]. b) Représentation schématique d 'une surface de diamant partiellement
oxydé qui met en évidence les phénomenes de variation de charges locales induisant une modification

de la conductivité de surface du diamant [86].

Il est également possible d’étendre le champ d’application de ces capteurs de pH afin
de réaliser des biocapteurs enzymatiques (EMFET pour Enzymes Modified FET). L’équipe
de kawarada [88] a mis au point le premier EMFET en 2004. Pour ce faire, elle a tout d’abord
procédé a une amination primaire particlle de la surface suivie de I’immobilisation de la
glucose oxydase ou de 1’uréase sur ces groupements précurseurs (Figure I- 14.a).
Préalablement a ’introduction des enzymes, les fonctions hydrogénées restantes ont été

oxydées afin d’induire une sensibilité¢ de la surface du diamant aux variations locales de pH.
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Ainsi, lorsque le glucose ou 1’urée sont introduits en solution, ils sont dégrades par leur
enzyme respective, cette réaction générant respectivement des ions hydroniums ou
ammoniums. La génération localisée de ces ions va ainsi induire une variation locale du pH et
de maniére concomitante un changement d’état des différents groupes de surface
précédemment introduits (C-OH?*/ C-O", C-NH,/C-NHs") (Figure I- 14.b). Ces différentes
modifications en cascade vont se traduire par une déplétion locale de charge en sub-surface,
faisant ainsi varier la conductivité du canal. La gamme de concentration en substrat pour
laquelle le courant drain-source diminue de fagon linéaire est comprise entre 0,1 et 10 mmol/I
pour le capteur a glucose et entre 1 pumol/l et 10 mmol/l pour le capteur a urée. Les
biocapteurs ainsi fabriqués présentent respectivement des sensibilités de 10mV/décade et de
30mv/décade.

Garrido et al. [89] ont quant a eux réalisé des EMFET sensibles a I'acétylcholine et la
pénicilline en immobilisant 1’acétylcholine estérase par différentes voies de
fonctionnalisations et sur des terminaisons de surface différentes. Ils ont ainsi dressé un
tableau complet des différentes sensibilités obtenues en fonction des voies de

fonctionnalisation et des facteurs expérimentaux.

a) ' ot b) Acid
Acide
Gluconique H NH.-OH NH;-OH,*
Glucose +H* +H,0, Source | | | | | Drain
+HO+0, (NHL,CO —
! ’ Base

H NH, O I\\Hz o
a0 W9 W piyp g cewmel e
Figure I- 14 : a) Représentation schématique d’'un SGFET modifié avec la glucose oxydase et
['uréase, b) Représentation schématique de [’effet de la variation du pH sur les différents groupements
présent sur la surface du diamant.[88]

Enfin, des capteurs a ADN, utilisant des SGFET en diamant comme transducteur, ont
également eté mis au point [90-92]. Ces dispositifs nécessitent 1’immobilisation préalable
d’un brin d’ADN sonde sur des surfaces partiellement oxydées. Lorsque les brins
complémentaires cibles s’hybrident avec leurs sondes respectives, les variations de charge et
de pH induites par les groupements Phosphate au voisinage de la surface modifient ainsi la
densité de porteurs en sub-surface du matériau et donc la conductivité du canal. 1l est alors

crucial que la distance entre les brins d’ADN sondes et le matériau soit plus petite que la
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longueur de Debye pour éviter un écrantage par les contre-ions de la solution d’analyse. Dans
ces conditions, les transistors ainsi élaborés affichent de trés bons seuils de détection de
I’ordre du picomolaire.

Nous avons donc vu que les SGFET sur diamant offrent une trés bonne sensibilité,
ainsi que de nombreuses perspectives en termes d’applications potentielles. Leur conception
nécessite tout de méme des étapes de lithographie et leur mécanisme de transduction n’est

basé que sur des modifications de charges importantes ou des changements de pH.

I.G. Interface Cellule-Biocapteur

Le caractére biocompatible du Diamant a été mis en évidence a travers différentes
études. Le terme biocompatible refléte la propension d’un matériau a ne pas induire de
modifications ou de perturbations notables d’espéces biologiques lors de sa mise en contact
avec ces dernicres. L’intérét de ces biomatériaux réside dans la conception de dispositifs
implantables dédiés au traitement ou a 1I’étude de pathologies nécessitant la mise en contact
directe avec les régions anatomiques concernées. Le type d’application ciblée étant variable,
les études de biocompatibilité visent & soumettre le matériau a des milieux physiologiques
différents et évaluer I’impact du diamant sur ces différents milieux. On trouve différents types
d’implants :

Les protheses en contact avec le sang, avec par exemple les prothéses
endocoronariennes ou vasculaires. Ce type de prothése ne doit pas engendrer de phénomeéne
de coagulation. Les matériaux utiliseés actuellement pour ce type d’application sont le PTFE,
le polyuréthane ou encore certains aciers. Le sang permet la diffusion du dioxygene,
d’éléments nutritifs, de déchets azotés aux travers de tous les tissus du corps. On y trouve
également des hormones et les molécules du systéme immunitaire. Cela fait du sang un milieu
complexe transportant une multitude d’especes. Les études de biocompatibilité visent a
évaluer 1’adhésion de globules blancs, de fibrinogenes, de plaquettes sur le matériau. Tang et
al. ont testé in vitro et in vivo, I’adhésion de fibrinogenes et de macrophages par contact
direct avec le sang. Le fibrinogene et les plaquettes sont impliqués dans le processus de
coagulation sanguine et les macrophages dans les phénomenes de rejets. Dans les deux cas,
par comparaison avec des matériaux biocompatibles (platine) ou non biocompatible (acier),
ils ont constaté une trés faible adsorption des macrophages et des fibrinogénes. Okroj et al.

[93] ont évalué in vitro I’adhésion des plaquettes de sang humain. En effet plaquettes et
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fibrinogénes sont impliques conjointement dans le processus de coagulation. Ils ont comparé
I’adsorption des plaquettes sur platine et sur diamant, ils ont constaté une adsorption trés
faible et comparable dans les deux cas. Ces deux études montrent que les risques de rejets liés
a ’adhésion des macrophages, ainsi que les risques de thromboses dus aux fibrinogénes et
plaquettes sont fortement réduits sur diamant. On peut donc considérer le diamant comme
hémocompatible.

Les prothéses de la hanche et du genou doivent posséder de bonnes propriétés
mécaniques car elles doivent permettent le transfert de la contrainte mécanique. Soumises a
des forces de frottement importantes, ces protheses doivent également avoir de bonnes
qualités tribologiques. Il faut bien sur qu’elles ne provoquent aucune réaction inflammatoire
ou allergique. Lorsque 1’on souhaite que des cellules se développent sur un substrat, il existe
des parameétres communs a tous les types de substrat. Le caractére hydrophile/hydrophobe du
matériau est un paramétre crucial pour I’adhésion des cellules sur ce dernier. Le diamant peut
étre hydrogéné ou oxydé et donc hydrophile ou hydrophobe. Il existe différentes techniques
d’oxydation conduisant a des groupements de surface différents, cette partie est traitée dans la
partie 111.B du Chapitre Il. Kalbacova et al. [94, 95] ont montrés que les Ostéoblastes et
fibroblastes adhérent mieux aux substrats ayant une surface hydrophile et n’adhérent pas sur
les échantillons en diamant hydrogéné. Toutefois il semblerait que le caractere hydrophile ou
hydrophobe ne soit pas suffisant pour expliquer 1’adhésion cellulaire. Arima et al. [96] ont
montré que selon le type de groupement de surface, 1’adhésion cellulaire est différente. Il est
également possible de fonctionnaliser la surface, pour contrer tout probléme lié a 1’évolution
naturelle de I’état de surface du diamant. Il est possible de diminuer I’adhésion des cellules en
fonctionnalisant la surface ou une partie de la surface avec des groupements Polyéthyléne
glycol (PEG) [97, 98]. Inversement, il est possible de promouvoir I’adhésion cellulaire en
fonctionnalisant la surface avec de la laminine ou de la poly-lysine. L’état de surface du
matériau n’est pas le seul facteur influant sur I’adhésion cellulaire. Kalbacova et al. [95] ainsi
que Chong et al. [98] ont également mis en évidence I’influence de la rugosité du substrat.
Les faibles rugosités permettent une meilleure adhésion des cellules, les NCD
(Nanocrystalline Diamond) et UNCD (Ultra Nanocrystalline Diamond) sont de meilleurs
candidats que les uCD (microcrystalline Diamond) et les diamants monocristallins. C. Agnés
[7] a également confirmé ces résultats et a montré que la force d’adhésion cellulaire augmente
quand la rugosité du substrat diminue. Il faut voir que derriére 1’aspect de rugosité se trouve
également la notion de taille de grain qui varie entre les différents types de diamant

préecédemment cités. Lorsque le nombre de grains augmente, cela crée autant de points
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d’attaches supplémentaires pour la cellule augmentant en parall¢le sa force d’adhésion. Les
principales protheses utilisées dans le domaine medical sont en titane, ou alliage de titane. De
nombreux développements visent par ailleurs a recouvrir ces implants métalliques par des
films biocompatibles favorisant la reprise des tissus biologiques comme les hydroxyhapatites.
Le diamant nanocristallin pourrait étre utilisé a ces fins particuliéres.

Les ¢lectrodes utilisées pour la conception de biocapteur nécessitent I’immobilisation
d’enzyme sur leurs surfaces, qui ne doivent pas étre altérées par le contact avec le substrat.
Dans la partie IV du Chapitre III, nous étudierons I’immobilisation d’enzyme et
déterminerons si leur activité biologique est conservée aprés immobilisation. Pour 1’étude
fondamentale des neurones et de leurs interconnexions, il faut d’abord que les neurones
puissent adhérer et croitre sur le matériau, mais il est aussi intéressant d’organiser in vitro la
croissance de ces neurones en réseaux pour des applications plus fondamentales visant a
comprendre le fonctionnement de ces derniers. On trouve actuellement des électrodes de ce
type en Platine ou en oxyde d’iridium. Cependant les cellules nerveuses sont extrémement
sensibles a leur environnement, et leur culture est délicate. Contrairement aux préostéoblastes
et aux fibroblastes, les neurones adhérent tres peu, méme sur des substrats hydrophiles. Il est
donc nécessaire de déposer des molécules améliorant I’adhésion cellulaire. Cette étape permet
également de déposer ces molécules de maniére organisée et ainsi de créer des réseaux de
croissance dirigés pour les neurones. Specht et al. [99] ont déposé localement par adsorption a
I’aide d’un tampon PDMS de la laminine sur diamant monocristallin. Aprés une culture de
neurones, ils ont observés que ceux-ci avait cru sur le réseau en laminine préalablement
déposé. Il est également possible de déposer des polypeptides tels que la poly-lysine ou poly-
ornithine. Ariano et al. ont [100] également mis en évidence la conservation de 1’activité
synaptique des neurones aprés leurs immobilisation. Concernant les électrodes implantables,
elles ne doivent pas perturber leur environnement, permettre 1’adhésion des neurones et ainsi
assurer un contact intime entre le matériau et le tissu. De plus ces électrodes ne doivent pas
voir leur activité électrique diminuer avec le temps. Ce qui renforce 1’intérét du diamant pour
les applications biomédicales du fait de sa grande résistance a la corrosion en milieu agressif.

Toutes les études précédentes mettent en évidence le caractére biocompatible du
diamant. Cependant, I’utilisation du diamant comme matériau d’électrode pour 1’étude des
neurones requiert des substrats lourdement dopés au bore. Or, toutes ces études ont été
effectuées sur des diamants intrinséques et ne prennent pas en compte la possible toxicité du
bore présent a forte concentration dans les électrodes diamant. C. Agnés [7] a mené une étude

sur tous types de diamant (monocristallin, uCD, NCD) lourdement dopés au bore ou
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intrinseques, pour évaluer I’'impact du dopant sur la biocompatibilité du diamant. Il a pu ainsi
mettre en évidence 1’absence d’effet notable du bore sur la biocompatibilité des couches
diamant lourdement dopées vis-a-vis de 1’adhésion et de la croissance cellulaire de
fibroblastes et de préostéoblastes. D’autres expériences menées conjointement par les équipes
du LIST-LCD et de I’institut de la vision on pu montrer 1’innocuité du diamant pour les
cultures neuronales.

Afin de diriger I’adhésion et la culture de cellules telles que les neurones, il est
possible de localiser ces cellules via des protéines impliquées dans les phénoménes de
reconnaissance ou d’adhésion cellulaire, telle que des immunoglobulines ou des intégrines.
Dans la partie I.F.2.a du chapitre Il, nous montrerons que postérieurement a leur
immobilisation, ces protéines conservent leurs activées de reconnaissance et peuvent alors
étre utilisée pour capturer localement des neurones sur substrat diamant afin d’étudier des
réseaux artificiels.

Enfin, en vue d’applications implantables, le caractere biocompatible du diamant est
un pré requis nécessaire afin d’envisager son utilisation comme matériau d’électrode. Ainsi
dans le cadre des applications liées au nouveau matériau composite diamant-Nanotube de
carbone abordées au Chapitre V, la biocompatibilité du film de diamant support devra étre

avérée.
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Avant de pouvoir mettre au point des dispositifs dédiés a la bioélectronique, il est
nécessaire d’immobiliser des biomolécules sur le diamant. Mais cela implique également de
maitriser et de caractériser le greffage. 1l est donc indispensable de faire appel a différentes
techniques expérimentales qui nous permettrons de caractériser les matériaux utilisés, leurs
états de surface et les étapes de fonctionnalisation. Cette partie sera donc consacrée a la
description des techniques de caractérisation qui seront utilisées pour les différentes études
abordées dans cette thése. On trouvera d’abord des techniques dites ‘de routine’ utilisées pour
la caractérisation des couches diamant. En effet 1’équipe des Semi-Conducteurs a Grand Gap
(SC2G), a deja référencé les techniques permettant de contréler de maniére rapide la qualité
des couches diamant déposeées. Les techniques de caractérisation usuelles sont la microscopie
électronique a balayage qui permet de contréler la continuité de la couche mais également la
taille et I’aspect des cristallites diamant. La spectroscopie Raman nous permettra de vérifier la
qualité cristalline et la quantité de phase non diamant a 1’intérieur de nos couches. Concernant
les échantillons dopés S. Ghodbane [1] a mené une étude approfondie permettant de quantifier
le taux de dopage des échantillons par spectroscopie Raman. Quant a la partie traitant du
matériau composite Diamant-Nanotube de Carbone, aucun type de matériau similaire n’a été
développé auparavant. Nous avons donc dd trouver un ensemble de techniques de
caractérisations pertinentes et complémentaires telles que la spectroscopie Auger et I’XPS.
Enfin, parallelement a ces méthodes utilisées pour des études axées sur 1’aspect matériaux,
nous avons fait appel a la Spectroscopie Infrarouge pour toutes les études portant sur les

fonctionnalisations.

II. Techniques de caractérisations

II.LA. La microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est une technique permettant d’imager la
surface d’un matériau. Elle permet d’obtenir une image topographique de la surface ou
d’effectuer une analyse chimique qualitative a partir d’un contraste de phase. La microscopie
électronique a balayage est basée sur les interactions électrons-matiére. Un faisceau
d’électrons incidents balaye la surface du matériau, 1’interaction de ces électrons primaires
avec la surface peut alors engendrer deux processus :
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o L’émission d’électrons secondaires (Figure Il- 1.a) provenant des
couches superficielles du matériau. Ce mode permettra de mener des études
topographiques haute résolution de la surface.

. La rétrodiffusion d’électrons primaires (Figure Il- 1.b) via la diffusion
quasi-élastique avec le matériau. L’énergie des ¢lectrons rétrodiffusés collectés
dépendra du numéro atomique (Z) de 1’élément du matériau avec lequel ils ont
interagi. Ainsi, plus Z sera ¢élevé, plus 1’énergie de 1’¢électron rétrodiffusé sera élevée.
Ce mode, peu adapté a la haute résolution spatiale, fait apparaitre un contraste de
phase lié a la nature chimique des éléments dans le matériau.

L]
a) b) N
. N ° “
°
Electrons secondaires Electron rétrodiffusé

Figure 1l- 1 : Electron secondaire et rétrodiffuse émis par un atome soumis a un faisceau d'électrons
incident.

Nous pouvons observer que le diamant polycristallin se compose d’un mélange de
cristallites (grains), de tailles variables et de deux formes géométriques distinctes, séparées
par des joints de grain (Figure Il- 2.a, b et ¢). La taille des grains définira le type de diamant.
Bien qu’il n’y ait pas de définition précise, on peut dire que lorsqu’elle est de 1’ordre du
micron il s’agit de diamant microcristallin (Figure 11- 2.a) et quand elle est de 1’ordre de la
centaine de nanomeétres de diamant nanocristallin (Figure 11- 2.b). Les cristallites présentent
des facettes carrées ou triangulaires caractéristiques des orientations cristallines (100) et (111)
respectivement. En revanche, ces facettes ne sont pas présentées en quantité égale, les facettes
triangulaires (111) prédominent. Cet effet est particulierement visible pour le diamant p-
cristallin (Figure I1- 2.c) et provient des conditions de croissance (température du substrat
890°, et concentration de méthane dans la phase gazeuse de 0,5%) favorisant la croissance du
diamant selon ’orientation (111) vis-a-vis de 1’orientation (100) [2]. De plus, du fait de la

croissance colonnaire du diamant polycristallin, les cristallites carrées (100) atteignent plus
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difficilement la surface aprés 24 heures de dépot et ces dernieres sont souvent couvertes par
des cristallites triangulaires (111). Nous pouvons également observer que ces facettes
triangulaires sont plus sombres que les facettes carrées. Ce contraste provient de la meilleure
conduction dans ces grains orientés selon 1’orientation (111) liée a une incorporation du bore

plus importante [3].

EHT = 5.00kV
WD = 22mm

EHT = 5.00kV Date :16 Mar 2009
WD = 53mm el Time :15:51:22

Figure I1- 2 : Images MEB en électrons secondaires d'échantillons a), ¢) diamant microcristallin et c)
nanocristallin.

Les cristallites sont entourées de joints de grain. lls sont majoritairement constitués de
phases de carbones hybridés sp? (C=C). Il est & noter que lorsque la taille des cristallites
diminue, la quantité de joints de grain est alors plus importante, augmentant ainsi la quantité
de phase non diamant. Ce phénomeéne sera Vérifié et caractérisé par la spectroscopie a effet
Raman en comparant un échantillon p-cristallin @ un Nanocristallin. La microscopie
électronique a balayage nous permet de vérifier la continuité des couches mais aussi d’évaluer
rapidement la qualité cristalline de 1’échantillon a partir de I’observation topographique des

couches diamant.
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[1.B. Raman

L’interaction photon-matiére permet 1’étude des modes rotationnels, vibrationnels,
ainsi que d’autres modes basse fréquence d’un systéme moléculaire ou d’un matériau. Les
photons incidents vont interagir avec la matiére pour créer ou annihiler des vibrations
moléculaires (pour les molécules) ou des phonons (pour les matériaux). L’interaction
résultante peut alors induire un décalage de 1’énergie des photons incidents (diffusion
inélastique) dans le cas de la spectroscopie Raman ou une absorption dans le cas de la
spectroscopie infrarouge. Ce décalage en énergie (Raman) ou absorption (Infrarouge) nous
renseigne sur les différents modes de vibration actifs du systeme. Les regles de sélection de la
spectroscopie Raman sont différentes de celle de la spectroscopie infrarouge. En effet, les
vibrations d’un systéme sont actives par infrarouge (IR) lorsqu’elles entrainent une variation
du moment dipolaire au cours du temps, alors qu’elles sont actives en Raman quand elles
impliquent une variation de la polarisabilit¢ du matériau. C’est la raison pour laquelle les

spectroscopies IR et Raman sont complémentaires.

D’un point de vue quantique, I’interaction entre un photon d’énergie 4v et un niveau
d’énergie vibrationnelle donné E,, engendre des transitions qui conduisent a différents

phénomeénes. :

- I’absorption infrarouge (Figure 11- 3.a.a)

- la diffusion Rayleigh (Figure I1- 3.a.b)

- la diffusion Raman Stokes (Figure 1I- 3.a.c)

- la diffusion Raman anti-Stokes (Figure 1l- 3.a.d)
- la fluorescence (Figure 11- 3.a.e)

L’effet Raman est basé sur la diffusion inélastique de la lumiére par la matiere, d’un
faisceau incident monochromatique de longueur d’onde v (Figure 11- 3.b). 1l peut étre décrit a
I’aide de la mécanique quantique, sur la base du modele moléculaire pour lequel I’énergie
vibrationnelle Ev des états excités d’une molécule est définie en niveaux d’énergie discret et

vaut :

1
E,=hv (E +v), h est la constante de Planck, et » le nombre quantique.
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Figure 1I- 3 : @) transitions électroniques entre niveaux d'énergies d'une molécule donnée, b)
représentation schématique de la diffusion d’un photon avec le réseau d’un matériau.

Si 1’énergie du photon incident hvg est de I’ordre de E,, alors celui-ci induit des
transitions vibrationnelles (et/ou rotationnelles) v — o + 1. Il s’agit de 1’absorption infrarouge
(Figure 1I- 3.a.a). Consécutivement a cette excitation, le systeme retourne dans son état
fondamental par relaxation vibrationnelle, sans émettre de photon. Si I’énergie du photon
incident /vy est trés supeérieure a celle du phonon Av,, le systéeme est alors excité
transitoirement dans un état virtuel E, et revient dans 1’état fondamental v, caractérisé par

son niveau d’énergie Efong.

La diffusion Rayleigh correspond a la diffusion élastique de photons d’énergie hvg
(Figure 11- 3.a.b). Pour la diffusion Raman (inélastique), on montre que seuls les niveaux » — 1
et v + 7 sont possibles. La diffusion Stokes correspond a des photons d’énergie h(vo — V)
(Figure I1- 3.a.c) et la diffusion anti-Stokes a des photons d’énergie h(vo + v,) (Figure IlI-
3.a.d). Il existe une équation reliant le rapport des intensités de raies stokes et anti-stokes a
une température T, la fréquence de I’onde excitatrice vy et la fréquence du phonon v,. Celle-ci
montre qu’a température ambiante, 1’absorption d’un phonon (processus anti-stokes) est
moins probable que 1’émission (processus stokes). C’est pour cette raison que dans des
conditions d’études classiques, seul le processus stokes est étudié. Enfin, si la fréquence
excitatrice vg est suffisamment élevée, le systéeme est susceptible d’étre élevé en énergie dans
son premier état excité Ee.. En revenant dans son état fondamental, on peut alors assister a
une relaxation radiative et donc a I’émission d’un photon. Il s’agit du processus d’émission

par fluorescence ou photoluminescence auquel certains matériaux donnent lieu (Figure IlI-
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3.a.e). Le spectre de ce processus est compose de bandes tres larges, qui pourraient géner
I’observation du spectre Raman auquel il se superpose. On remarquera que pour qu’un
processus de fluorescence soit possible sur diamant, il faut que la longueur d’excitation soit
au minimum égale au gap diamant (5.45 eV). En revanche, la présence d’azote ou de défauts
dans les couches diamant génere des bandes de photoluminescence qui posent probleme lors
de la caractérisation des échantillons diamant.

Dans ce travail, tous les spectres Raman ont été enregistrés a température ambiante et
a pression atmosphérique sous un microscope optique faisant partie d’un appareillage Raman
(modele Labram Infinity et de marque Jobin & Yvon) a simple faisceau. Seule la source
interne de cet appareil a été utilisée dans le cadre de cette thése ; il s’agit d’un laser He-Ne
émettant a une longueur d’onde de 632,8 nm. Une partie des études Raman a été réalisée par
Michel Mermoux, Directeur de recherche au Laboratoire d'Electrochimie et de Physicochimie
des Materiaux (LEPMI) et des Interfaces dans 1’équipe des Couches Minces et Spectroscopie

des Surfaces et des Interfaces Electrochimiques (CMESSIE).

La position des pics est caractéristique de la fréquence de vibration des atomes donc
de la force des liaisons atomiques et par conséquent de la masse des atomes impliqués dans la
liaison. Il sera donc possible d’avoir accés a la nature, au type d’hybridation ainsi qu’a la
qualité cristalline du matériau sondé. Par ailleurs, la largeur a mi-hauteur (FWHM) des pics
observés nous renseignera sur 1‘ordre dans le réseau (micro ou macro-déformation), ainsi que

sur les défauts cristallographiques (structure cristalline, hétéroatomes...).

Les principaux pics d’intéréts observés pour des films synthétiques de diamant

déposés sur substrat silicium ont été détaillés par S. Ghodbane [1] :

o 521,5 cm™, pic correspondant au premier ordre Raman du
silicium.
o 1332 cm™, il correspond au premier ordre Raman du diamant

[4]. 1l résulte de la vibration rigide des 2 sous réseaux constitutifs du réseau
diamant l'un par rapport a l'autre. Dans le cas du pic diamant une faible valeur
de la FWHM (< 5 cm™), signifie que la couche comporte peu de défauts et

affiche une bonne qualité cristalline.

Les autres pics sont reportés dans les travaux de Heise et al. [5], on y trouve :
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. Bande D, correspondant au carbone désordonné (amorphe), dans
lequel il n’y pas d’ordre a grande échelle. Sa position varie en fonction de la
fréquence de I’onde incidente. Cette position est :

o 1314 cm™, pour une source & 785 nm.
01352 cm™, pour une source a 532 nm.

o 1370 cm™, pour une source a 325 nm.

o Bande G, elle correspond au carbone hybridé sp?. Elle refléte les
mouvements de cisaillement des atomes de carbone hybridés sp? qu’ils soient
amorphes ou cristallins. Pour un cristal HOPG (Highly Oriented Pyrolitic
Graphite) parfait, le pic associé a la bande G n’a pas de comportement dispersif
et sa position est de 1580 cm™. La présence de défauts dans la structure sp? fait
apparaitre un deuxiéme pic appelé D2 & une position de 1620 cm™. De plus la
bande G adopte un comportement dispersif lors de la présence de ces défauts
de structure. Cette dispersion sera proportionnelle au degré de désordre. Nous
verrons également par la suite que dans le cas des nanotubes, les bandes G et
D2 sont composées d’une série de pic, liés aux différents modes de vibration

possibles.

Il'y a ensuite une série de pics, liés au second ordre situés entre :

o 1800-2660 cm™. Ceci ne constitue pas une région d’intérét dans

le cadre de nos études.

Nous trouvons pour les hauts nombres d’ondes une large zone située entre :
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. 2600-3150 cm™. Cette large bande, positionnée & de hauts
nombres d’onde, inclut notamment une série de pics associés aux seconds
ordres de la bande D2 mais également aux vibrations d’allongement (stretching
vibration) des liaisons carbone-hydrogene [6]. Il n’est pas toujours évident
d’arriver a dissocier les deux contributions. Elle n’apparait pas pour les faibles
énergies d’excitation mais seulement pour des excitations dans I’UV. 1l faut

noter que ces modes de vibrations sont beaucoup plus actifs en I.R.



Nous trouvons également dans cette gamme d’énergie le second ordre des bandes G et
D2 respectivement & 3175 cm™ et 3250 cm™. Le second ordre de la bande D, appelée bande
G’ est constituée de deux pics. Le caractére dispersif de cette bande implique qu’elle sera
fortement dépendante de la longueur d’onde incidente. Sa position se trouve entre 2600 et
2780 cm™. Il existe enfin dans cette zone une derniére bande située a 2450 cm™, dont la
position ne dépend pas de 1’énergie et qui n’existe que pour le HOPG et les SWCNT (Single-
Walled Carbon NanoTube).

Comme nous I’avons vu, certains pics dépendent fortement de la longueur d’onde de
la source excitatrice et certaines bandes ne sont visibles que pour une gamme d’énergie
incidente particuliére. C’est pour cette raison que plusieurs sources laser ont été utilisées.
L’excitation laser dans le rouge ou le proche infrarouge induit la luminescence de certains
défauts dans le diamant comme 1’incorporation de silicium dans le réseau [7]. Elle est
également responsable du soulévement de 1’ensemble du spectre engendré par la présence de
défauts ou de phase non diamant. Dans le cas des forts et lourds dopages, ce fond disparait et
on observe ’apparition de 1’effet FANO [8] (Figure 1I- 6.a et b). En effet dans le cas des
échantillons fortement dopés, le diamant adopte un comportement métallique. Cette
conduction métallique se fait sur un continuum de niveaux. Plus précisément, I’effet Fano est
dd a l’interférence quantique entre la diffusion des phonons de méme énergie et des
transitions électroniques du continuum de niveaux. Cet effet se traduit par un écrasement et
un décalage de la bande diamant & 1332 cm™ vers les bas nombres d’ondes, ainsi que par un
épaulement décalé vers les hauts ou bas nombres d’ondes suivant la longueur d’onde

excitatrice.

La Figure I1- 4 montre le spectre Raman d’un échantillon Nanocristallin intrinséque ou
non intentionnellement dopé (NID), réalisé dans I’'UV a une longueur d’onde de 244 nm.
Comme détaillé précédemment, le spectre fait apparaitre la raie diamant & 1332 cm™, ainsi
que la bande G située & 1580 cm™. La largeur & mi-hauteur du pic diamant est de 12 cm™,
cette valeur dénote une bonne qualité cristalline des grains de diamant. L’intérét d’utiliser une
source U.V est ici mis évidence, il nous permet d’isoler le pic diamant en nous affranchissant
de la bande D. La bande G est principalement associée aux joints de grain. En effet, ceux-ci
sont majoritairement composés de carbone sp? mais également de carbone amorphe comme

nous le montre la Figure I1- 5.
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Figure 11- 4 : Spectre Raman d’un échantillon Nanocristallin NID. La longueur d’onde de la source
utilisée est 244 nm.

La Figure Il- 5 illustre des spectres Raman d’échantillons diamant p-cristallin NID et
nanocristallin NID via une excitation dans le rouge (633nm). Comme nous 1’avons vu
précédemment, les spectres réalisés avec des sources dans le rouge ou proche IR exaltent la
bande D. Conformément aux études menées par Heise et al. [5] cette bande, pour des
excitations dans le rouge, se décale vers les bas nombres d’ondes (1308 + 8 cm™). On peut
également noter la présence de la bande G pour les deux échantillons. La différence observée
entre les deux spectres est due a la proportion de joints de grain qui est beaucoup plus
importante dans les échantillons nanocristallins, du fait d’un rapport surface-périmétre des
grains defavorable. A I’extréme, pour les Ultra-NanoCrystalline Diamond (UNCD) ou la
taille des grains est inférieure a 20 nm, la proportion des joints de grains est de 1’ordre de 60
% et plus. On voit alors apparaitre sur les spectres Raman [9] une bande G systématiquement

supérieure au pic diamant et il n’est plus possible de discerner le pic diamant de la bande D.
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Figure lI- 5: Spectres Raman d’échantillons microcristallin (en rouge) et nanocristallin (en noir) NID.
La longueur d’onde de la source utilisée est de 633 nm.

La Figure 1l1- 6 montre le spectre Raman d’un échantillon nanocristallin et pcristallin
lourdement dopé au bore (2.10%at/cm?). L’analyse Raman a ét¢ menée avec un laser 4 633nm,
car |’effet Fano est plus prononcé dans le rouge. Les spectres mettent ici en évidence I’effet
Fano décrit auparavant. S. Ghodbane [1] et Gheeraert et al. [10] ont étudié en détail
I’évolution des spectres Raman en fonction du taux de dopage des échantillons, ils ont montré
qu’il existe une relation claire entre le taux de dopage du diamant et son comportement
spectroscopique. De fait, la caractérisation Raman sera dans ce travail un outil systématique
d’analyse permettant de remonter aux concentrations de dopant, cette caractéristique étant

essentielle pour des applications électrochimiques des films de diamant.

La Spectroscopie Raman s’avere étre une technique de choix pour une caracterisation
approfondie des couches diamant. En faisant varier les longueurs d’ondes excitatrices, elle
permet d’avoir accés a un grand nombre d’information, comme la qualité cristalline ou la
quantité de sp® dans les couches. Elle permet également de vérifier le taux de dopage en se
reportant aux travaux de S. Ghodbane. D’autre part, elle sera utilisee comme technique de

réference pour la caracterisation des nantoubes de carbone dans le chapitre I11.
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Figure 1l- 6 : Spectres Raman d’échantillons diamant, a) microcristallin, b) nanocristallin,
lourdement dopés au bore. La longueur de la source utilisée est de 633 nm.

[1.C. X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

La spectroscopie photoélectrique X est une technique d’analyse surfacique basée sur la
détection des €lectrons de cceur des atomes du matériau, ionisés par I’intermédiaire d’un
faisceau de rayon X incident. L’énergie cinétique des électrons éjectés sera alors
caractéristique du niveau électronique de I’¢lément émetteur. C’est une technique non
destructive et qui contrairement a la spectroscopie Auger, ne présente pas de risque de
dégradation des matériaux carbonés durant 1’analyse. De plus cette technique est
particulierement sensible a la surface des échantillons, la profondeur sondée etant comprise

entre 3 et 10 nm. Le principe et les détails expérimentaux de cette technique sont détaillés en
annexes.

La Figure II- 7 montre le spectre XPS global dun échantillon nanocristallin
lourdement dopé au bore, ayant été conservé sous air durant six mois avant analyse. L’angle

d’incidence des rayons X incidents avec 1’échantillon est de 90°, la profondeur sondée est

donc de ’ordre de 6 - 8 nm.
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Figure I1- 7 : Spectre XPS global d’un échantillon nanocristallin lourdement dopé au bore.

On peut observer tres clairement le pic C1s du carbone centré en 283,8 eV, ainsi que le
pic de I'oxygeéne Ols aux alentours de 530 eV. La présence du pic oxygene est li¢ a
I’oxydation de surface du diamant, qui, conservé sous air, a atteint un niveau d’oxydation
d’équilibre. On peut également remarquer le pic de 1’azote vers 400 eV. Il est assez fréquent
d’observer des traces d’azote sur la surface, elles proviennent de I’azote atmosphérique. On
peut également remarquer, décalés vers de plus hautes énergies, des épaulements satellites des
pics Cls et Ols associés aux « pertes d’énergie » des électrons issus de ces atomes respectifs.
Cette région constitue une étude spécifique en soi qui sera détaillée dans la partie I11.D et en

annexes. Il s’agit des pertes d’énergie associées au carbone C18.

La Figure Il- 8 présente le spectre XPS focalisé¢ sur la zone Cls de 1’échantillon
précedemment cité. La largeur a mi-hauteur de la lorentzienne utilisée dans le cas du diamant
est de 0,42 eV. Nous pouvons observer six composantes résumeées dans le Tableau II- 1.
Toutes les assignations de pics relatives aux spectres XPS d’échantillons diamant réalisées
dans le cadre de nos études ont été faites en se reférant aux différents travaux menés au sein
de I’équipe SC2G [1, 11, 12] et LCD [13, 14]. La premiére composante est observée a 282,5

eV et n’apparait que pour les lourds dopages, elle est parfois assignée a la signature du
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carbone sp®. De récentes études menées par Ghodbane et al. [11] ont montré qu’il s’agirait en
fait de dimeére résiduel de bore en surface. La deuxiéme composante situé a 283,7 eV est la
composante principale du spectre diamant et met en évidence les carbones hybridés sp®. Elle
reflete également la présence d’atomes de carbone de surface monohydrogénés C-H, dont
I’énergie est décalée de + 0,2 eV par rapport au pic des carbones sp®. La résolution de
I’appareil étant de 0,7 eV, il n’est donc pas possible de déconvoluer ces deux composantes. La
troisieme composante est associée aux carbones de surface multinydrogénes, CHx (avec x =
2,3), qui sont décalés d’environ + 0,5 eV par rapport au pic des carbones sp>. On trouve
ensuite une série de trois composantes a 284,9, 285,7 et 286,7 eV. Ces composantes sont
associées aux atomes de carbone liés a un atome d’oxygeéne avec un nombre d’oxydation
croissant. On trouvera les liaisons C-OH a 284,9 eV, ce groupement de surface du diamant est
le meilleur candidat pour une fonctionnalisation utilisant les états de surface oxydés du
diamant. Puis & 285,7 eV, on trouve les liaisons C-O-C, provenant des éthers ou de leurs ponts
(époxydes). 11 s’agit de la forme oxydée la plus représentée sur diamant. De plus ces fonctions
sont extrémement stables et non réactives. Finalement, le dernier pic d’intensité moindre a
286,7 eV est la signature des liaisons C=0 des cétones ou aldéhydes. 1l existe également un
dernier type de groupements oxydés de surface que sont les carboxyles dont le pic apparait

autour de 287,7 eV, il est absent de nos spectres.
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Figure 11- 8 : Spectre XPS centré sur le pic carbone Cls d’un échantillon diamant nanocristallin
lourdement dopé.
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Apres ’ajustement analytique des composantes avec les données expérimentales, il est
possible de calculer la proportion de 1’aire de chacun des pics par rapport a 1’aire totale. Cela
permet de remonter a la contribution des différentes composantes, associées aux differents

groupements de surface, du pic C1s (Tableau II- 1).

Cls E (eV) Aire (%)
C dimere 282,5 2.7
Csp’, CH 283,7 56,7
C (CHy, x=2, 3) 284.2 24,3
C (C-0O-H) 284.9 10
C (C-0-0) 285.7 4.5
C (C=0) 286.7 18

Tableau ll- 1 : Tableau récapitulatif de la position, de I’assignation et de la contribution des pics du
carbone Cls d’un échantillon nanocristallin lourdement dopé.

Bien que I’XPS soit une technique d’analyse surfacique, bien adaptée a la
caractérisation des matériaux fonctionnalisés, elle a principalement été utilisée pour

caractériser nos matériaux.

[1.D. X-ray Electron Energy Loss Spectroscopy (XEELYS)

La spectroscopie des pertes d’énergie est une technique de choix pour I’étude des
matériaux carbonés. Il existe de nombreux matériaux carbonés, de compositions relatives
variables, d’atomes de carbone hybridés sp® ou sp°. Ces états d’hybridations, souvent trés
proches en énergie de liaison, rendent parfois difficile la séparation de leurs composantes
respectives en XPS. La spectroscopie des pertes d’énergie est basée sur 1’étude des transitions
électroniques interbandes qui possedent des signatures energétiques mieux différenciees et
donc facilement séparables. La spectroscopie EELS, basée sur I’utilisation d’un faisceau
d’¢électron comme source excitatrice, peut engendrer une dégradation des matériaux carbonés
durant 1’étude. De plus, ce n’est pas a proprement parler une technique de surface car les

résultantes sont mesurées en transmission ou en réflexion. Dans cette étude, la source
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excitatrice est un rayonnement X non destructeur. Les pertes d’énergie mesurées sont alors
associées aux photoélectrons issus de la zone de cro(te et ayant subi une interaction avec la

matrice. Le principe de cette technique est détaillé en annexes.

La Figure IlI- 1 montre le spectre des pertes d’énergie des photoélectrons Cls du
carbone d’un échantillon diamant nanocristallin lourdement dopé ainsi que le spectre d’un

échantillon HOPG.
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Figure 1I- 9 : Spectre des pertes d’énergies des photoélectrons Cls du carbone d’un échantillon
nanocristallin lourdement dopé au bore (Bleu) et HOPG (en rouge).

L’échantillon HOPG affiche un premier pic situé a +7 eV par rapport au pic C1s. Ce
pic est associé aux transitions © - «* ou m-plasmon [15] et caractérise 1’hybridation sp2 du
carbone. On trouve également un pic a + 27 eV associé aux transitions inter-bandes n + ¢
[15]. Ces transitions vont apparaitre dans tous les matériaux carbones, leurs positions seront
décalées en fonction du taux d’hybridation sp?/sp®. Elle sera ainsi utilisée pour déduire la
guantité de phase de type graphitique dans les DLC (Diamond like carbon) ou les diamants
polycristallins. Le spectre diamant fait clairement apparaitre un pic situé a + 34 eV qui est
attribué au transitions 6-6* ou o plasmon [16]. Il caractérise I’hybridation sp* du carbone. On
observe également un pic situé a +24 eV dd aux transitions interbandes = + o [17]. On le
retrouvera pour les diamants polycristallins, mais plus particulierement pour le nanocristallin

pour lequel la proportion d’atomes de carbones hybridés sp” se trouvant aux joints grains n’est
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plus négligeable. On observera méme 1’apparition du pic 7 plasmon, associé a un décalage du
pic © + o caractéristique du carbone vitreux (GC pour Glassy Carbon), du carbone amorphe

ou encore du DLC (Diamond Like Carbon).

Cette méthodologie de caractérisation sera particuliérement effective lors de 1’étude
des matériaux hybrides diamant-nanotubes constitués de deux variétés allotropiques distinctes

du carbone que nous aborderons au Chap. IV.

II.LE. Spectroscopie Auger

La spectroscopie Auger est particulierement bien adaptée aux éléments légers et donc
au carbone, elle permet également de faire de I'imagerie de surface. De plus,
comparativement a ’XPS ou a XEELS, elle constitue la technique la plus surfacique en ne
récoltant que les électrons des premieres couches atomiques. Les principes et détails
expérimentaux de la spectroscopie Auger sont détaillés en annexes. La Figure I1I- 10 montre le
spectre Auger carbone associé a la transition KL;L, d’un échantillon Diamant nanocristallin

lourdement dopé au bore, ainsi que celui d’un échantillon HOPG.
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Figure 11- 10 : Spectre Auger du carbone associé a la transition KL1L2d un échantillon diamant
nanocristallin lourdement dopé au bore (en bleu) et HOPG (en noir).
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On remarque une série de pic sur chacun des spectres qui met en évidence la structure
fine des atomes de carbone. Ces différents pics sont caractéristiques et correspondent aux
valeurs que 1’on trouve dans la littérature [18, 19]. La valeur d’intérét lors de 1’étude d’un
spectre Auger est le paramétre D (« D-parameter ») (conf. Annexes).  Pour  1’échantillon
HOPG, on remarque que cette valeur est de 23,5 eV. Elle dénote une trés bonne qualité
cristalline de 1’échantillon HOPG. On différencie le graphite du HOPG gréce a cette valeur
qui est supérieure a 22,8 eV pour le HOPG et inférieure a 22,5 eV pour le graphite [20]. En ce
qui concerne le diamant, la valeur de D est de 13,4 eV. On remargue également que le pic est
relativement large. Ce phénoméne vient du fait que la structure fine du diamant est sensible a
’orientation cristalline des grains, or nous avons ici un melange des différentes orientations.
Il a ét¢ montré que D est compris entre 13 et 14,5 eV pour le diamant et que I’orientation
cristalline (111) affiche la plus petite valeur de D [21]. Toutes les autres orientations ont des
valeurs supérieures et les diamants naturels ont des valeurs comprises entre 14,2 et 14,3 eV.
Ceci tend a confirmer que I’orientation cristalline préférentielle lors de la croissance des

couches diamant dans les conditions de lourd dopage, induit une majorité de grains (111).

I1.F. Fourrier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

La spectroscopie infrarouge est une technique puissante de caractérisation des
molécules. Tres utilisée en chimie organique, elle permet de mettre en évidence les modes de
vibrations des molécules et fut longtemps mise en ceuvre pour la détermination de structures
moléculaires avant d’étre supplantée par la RMN. La gamme infrarouge intéressante dans le
cadre de nos etudes est le moyen infrarouge correspondant a des longueurs d’ondes comprises
entre 3 et 20 um. Dans les modes de transmission et réflexion classiques, cette technique n’est
pas la mieux adaptée aux caractérisations de surfaces. En revanche I’utilisation d’un
accessoire ATR (Attenuated Total Reflectance) rend les caractérisations par spectroscopie
infrarouge trés sensible a la surface. Les principes de la technique et détails expérimentaux
sont détaillés dans les annexes. L’assignation de pic a été faites a partir de I’ouvrage de
Nakanishi [24] ainsi que celui de Colthup [25] mais aussi a partir de la publication de T. Jiang
et al. [26]. Bien qu’avec I’utilisation d’un accessoire ATR la profondeur sondée de
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I’échantillon diamant soit seulement de I’ordre de 500 nm, la composante du spectre liée au
Bulk diamant est a prendre en compte. Les spécificités liées au spectre diamant et plus
précisement a ses défauts sont également détaillées dans I’annexe. Les défauts présents dans
le diamant peuvent étre nombreux et varient selon le type de diamant utilisé. C’est pour cette
raison que lorsque nous aborderons la partie 111.C.5 portant sur la caractérisation de
fonctionnalisation de surface, nous utiliserons comme spectre de référence celui provenant de
I’échantillon avant fonctionnalisation. De plus [’état de surface du diamant durant

I’acquisition de la référence devra étre le méme que celui requis pour la fonctionnalisation.

Le spectre d’une couche de diamant monocristallin (100) NID est présenté sur la
Figure I1- 2. La couche diamant a été déposée au CEA Saclay dans 1’équipe du LIST sur un
substrat Sumitomo Ib. Cet échantillon diamant a été hydrogéné par plasma chaud puis
caractérisé en ATR sur cristal Germanium immédiatement apres hydrogénation. Le spectre
infrarouge, noté A, est représenté sur la Figure IlI- 11. Il y a plusieurs raisons au choix de
I’échantillon présent¢ ici. Premiérement, les ¢études ATR interdisent [’'utilisation
d’échantillons dopés car I’onde évanescente ne peut pas se propager dans les échantillons
dopés. De plus nous utilisons ici un cristal ATR large surface permettant de sonder toute la
surface des échantillons. Les expériences ATR nécessitent un contact intime entre I’accessoire
et I’échantillon. 1l est donc impératif d’utiliser des substrats plans pour améliorer la sensibilité
et ne pas dégrader le cristal ATR. Nous utiliserons donc uniquement des échantillons
monocristallins intrinséques ou NID. De plus, I’utilisation directe de substrat diamant, n’ayant
pas fait I’objet de croissance dans nos batis peut s’avérer problématique. En effet les substrats
diamants monocristallins commerciaux sont polis mécaniquement et/ou chimiquement ; leurs
états de surface est donc variable et de mauvaise qualité. Le polissage entraine généralement
une abrasion de la surface faisant apparaitre une phase graphitique conséquente en surface.
C’est pour cette raison qu’avant toutes homoépitaxies, nous procédons a un traitement
chimique visant a éliminer cette phase. C’est pour ces raisons que le choix de 1’échantillon

s’est porté sur une couche diamant déposé par nos soins.

Les groupements de surface apparaissent sur le spectre en plusieurs zones d’intéréts.
Une premiére zone située entre 2800 et 3100 cm™ est la signature des liaisons C-Hx. Une
seconde zone se situant entre 1760 et 1680 cm™ révélera la présence de fonctions carboxyles
sur la surface du diamant. Les bandes situées entre 1680 et 1600 cm™ refléteront le « stretch »
des liaisons sp? non conjuguées. Une zone comprise entre 1600 et 1200 cm™, souvent

compliquée & analysée laissera apparaitre des liaisons sp? de types aromatiques comprises

62



entre 1600 et 1400 cm™, ainsi que les déformations de cisaillement des CHx (sp® et sp?)
comprises entre 1500 et 1300 cm™. On pourra également trouver entre 1400 et 1300 cm™ les
cisaillements des groupements hydroxyles, puis entre 1300 et 1200 cm™ des groupements
époxydes. La derniére zone se trouve entre 1200 et 1000 cm™ et correspond aux liaisons C-O
associées aux alcools, ainsi qu’aux ponts éther. Il faut également noter qu’une série de défauts
associés au diamant peut apparaitre dans toute la zone 1 phonon (nombre d’ondes inferieurs a

1500 cm™). Tous les détails liés & ces défauts sont décris dans les annexes.
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Figure I1- 11 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal germanium, d’une couche diamant
monocristalline déposée par homoépitaxie (100) sur un substrat Sumitomo.

Hormis la signature des CHx les autres pics sur diamant monocristallin hydrogéné
sont de faible amplitude, voir non observables, du fait de la bonne qualité cristalline des
couches synthétisées, de 1’absence de joint de grains et de I’hydrogénation de surface. Dans le
cas de cet échantillon, 1’analyse détaillée du spectre porte donc uniquement dans la gamme
des CHx se trouvant entre 3100 et 2800 cm™. Nous pouvons voir sur ce spectre la signature
du «stretch » asymétrique et symétrique des groupements méthyle et méthyléne situés
respectivement & 2965, 2870 et 2928, 2857 cm™. On remarque que I’intensité du pic associé
au CH; est supérieure a celle associée au CHs. Cela est di au fait que sur des échantillons
orientés (100), les fonctions hydrogénées majoritaires seront les CH,. Par ailleurs on retrouve
le pic associé aux déformations des groupements méthyles, avec la déformation asymétrique
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(bascule ou « rocking ») entre 1475 et 1450 cm™ et la déformation symétrique (cisaillement
ou « scissoring ») entre 1385 et 1375 cm™. De méme, les groupements méthylénes présentent
un mouvement de cisaillement générant un pic d’absorption entre 1475 et 1450 em™.
L’épaulement situé aux alentours de 2900 cm™ peut étre attribué & la déformation de fonctions
monohydrogénées CH. Enfin, on peut remarquer un pic aux environs de 2810 cm™ qui peut
étre associé au bore résiduel en position substitutionnelle dans le réseau diamant (conf.

annexes).

I1 est important d’appréhender les différences spectrales existantes entre une surface
de diamant monocristallin fraichement hydrogénée et une surface oxydée afin d’identifier les
pics susceptibles d’apparaitre du fait d’une oxydation spontanée prenant place au cours d’un
processus de fonctionnalisation de surface. La Figure Il- 12 montre le spectre, noté B, d’un
substrat diamant monocristallin (100) CVD Element-Six« optical grade », n’ayant subit

aucune homoépitaxie.
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Figure I1- 12 : Spectre FTIR réalisé en ATR avec un cristal germanium, d'un substrat CVD (100),
hydrogéné puis vieilli 6 mois sous air.

Cet échantillon a été nettoyé par des procédés chimiques classiques,
Eau/Ethanol/Acétone/Ethanol/Eau, chaque traitement étant effectué pendant 5 min dans un
bain a ultrasons. Il a ensuite été soumis a un plasma hydrogene selon les conditions détaillées
dans le tableau et vieilli sous air pendant 6 mois. En ne considérant toujours que la zone des

CHx, nous pouvons remarquer des différences notables avec le spectre A obtenu pour une
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surface hydrogéné. Tout d’abord, une bande située entre 3100 et 3000 cm™ apparait. Elle est
associée au «stretch » des liaisons =CH, mais peut également étre dediée au stretch
asymétrique des fonctions =CH.. Les autres composantes situées entre 3000 et 2800 cm™ ont
également évolué. Plus particuliérement, la signature des CHs aliphatiques située & 2960 cm™
qui est moins intense que celle des CH, aliphatiques, située a 2925 cm™, sur diamant
hydrogéné présente sur diamant oxyde une intensité équivalente. Ce phénomene est relatif a
I’apparition du strech symétrique des groupements =CH, & 2970 cm™. Concomitamment, ce
groupement présente une signature complémentaire associée a I’agitation (wag) des CH
visible sous forme d’une bande centrée autour de 1850 cm™ ainsi que deux pics relatifs au
cisaillement des =CH, et au mouvement de bascule (rock) des =CH respectivement a 1420 et
1400 cm™. Dans une seconde zone d’intérét du spectre IR située en dega de 1800 Cm‘l, on
remarque, a la différence du spectre A, que I’intensité des pics dus aux CHx aliphatiques est
du méme ordre que I’ensemble des pics de la région comprise entre 1800 et 1000 cm™.
L’évolution de cette zone lors du passage d’une surface hydrogénée a une surface oxydée
traduit, d’une part, la diversité des fonctions présentes en surface apres vieillissement et,

d’autre part, le fait que les CHy ne sont plus majoritaires.

La partie du spectre comprise entre 1800 et 1400 cm™ refléte la présence de
groupements de surface provenant de 1I’oxydation de surface du diamant mais aussi de phase
non diamant. On trouve une série de pic comprise entre 1800 et 1700 cm™ montrant la
présence de groupements carbonyles associés aux cétones, acides carboxyliques et aldéhydes.
On trouve ensuite une série de pics intenses situés a 1610, 1580, 1510, 1500 et 1450 cm™
associés aux différents modes de vibrations C=C aromatiques, émanant de la zone écrouie (et
n’étant pas un produit de I’oxydation de surface). Ces pics témoignent de la présence de
phases non diamant en surface du film. Le pic & 1440-1430 cm™ est associé au mode bascule
des CHj se trouvant en alpha d’un carbone sp? ou en alpha de groupement oxydé type C-O. Il
faut noter que ce dernier peut également chevaucher des pics liés aux phases C=C. On trouve
enfin un pic centré en 1465 cm™ associé au mode bascule des groupements CHj aliphatiques
et au cisaillement des groupements CHs aliphatiques.

Intéressons nous maintenant a la région des fingerprint, région comprise entre 1000 et
1500 cm™. N’ayant pas accés aux zones spectrales comprises entre 3200 et 3600 cm™
associées au stretch des liaisons hydroxyles ni & celles entre 1000 et 600 cm™, correspondant &
Iagitation (wagging) des C-H sp? et aromatiques, il est donc particuliérement compliqué de

pouvoir associer précisément les groupements de surface correspondant a chaque pic du
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fingerprint. De plus, au regard de la forte intensité des pics précédemment associés aux
groupements sp? et du manque d’information pour les nombres d’ondes inferieurs & 1000 cm
1 il est difficile de discriminer les pics émanant du (cisaillement) des C-H de type aromatique
et du stretch des différentes liaisons C-O. Ces deux modes de vibrations feront apparaitre une
série de bande se trouvant dans la gamme 1000-1300 cm™. Bien qu’il existe une grande
variété de bandes résultant du « stretch » des C-H aromatiques et qu’ils aient des pics trés fins
(Colthup et al. [25]), leurs intensités étant faibles nous associerons donc les pics présents aux

groupements C-O.

Sur la base de ces hypothéses de travail, le premier pic, observable & 1030 cm™, peut
étre attribué au « stretch » de la liaison C-O des alcools primaires aliphatiques et secondaires
aromatiques, ainsi qu’au « stretch » des liaisons C-O-C des éthers aromatiques. Le pic large
situé & 1115 cm™ avec un épaulement & 1095 cm™, peut étre associé au « stretch » des liaisons
C-0O aux composantes des éthers aliphatiques et des alcools secondaires respectivement, ainsi
qu’a la déformation de certains groupements hydroxyles. Le pic & 1170 cm™ peut quant & lui
étre attribué au stretch des liaisons C-O des alcools tertiaires, aux groupements gem-
diméthyle mais également aux défauts de types D. Ensuite, le large pic centré en 1240 cm™,
peut étre attribué principalement au stretch des liaisons C-O des ponts éthers mais peut aussi
étre associé a des fonctions hydroxyles de type phénol, aux éthers aromatiques et vinyle éther,
ainsi qu’a la déformation de certains groupements hydroxyles et enfin aux défauts de types D.
Le pic & 1300 cm™ peut étre assigné aux éthers aromatiques, ainsi qu’a la déformation de
certains groupements hydroxyles, et aux défauts de type D. On trouve ensuite une zone riche
en pic difficilement dissociables caractérisant le cisaillement « scissor » des groupements CH,
CH, et CHs. La zone comprise entre 1480 et 1450 cm™ caractérise le cisaillement
antisymétrique des groupements CHs et CH,. La zone comprise entre 1450 et 1400 cm™ fait
apparaitre la déformation des groupements CH et CH; situés en alpha d’une fonction C-O ou
sp®. La région comprise entre 1380 et 1360 cm™ met en évidence le mode cisaillement
symétrique des fonctions méthyles. On note enfin la présence d’un pic aux alentours de 1340

cm™ qui refléte le mode de cisaillement des liaisons CH sp®.

Les disparités observées entre le spectre A et B, met en évidence deux choses
distinctes. La différence de qualité cristalline entre les deux échantillons et donc I’'importance
de la qualité¢ du substrat de départ. L’état de surface et les défauts présents sur le substrat
conditionneront la qualité de la couche épitaxiée. La mauvaise qualité cristalline du spectre B

est mise en évidence par les nombreux pics associés aux phases non diamant. En termes de
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groupement de surface, la différence observée confirme les travaux de Vanhove et al. [27]
montrant 1’oxydation naturelle de la surface du diamant. Cela nous obligera également a
travailler en utilisant systématiquement comme référence le substrat hydrogéné de départ lors

de la caractérisation de fonctionnalisation sur diamant.

Enfin la Figure IlI- 13 montre le spectre d’une couche de diamant nanocristallin
intrinséque déposé a I’institut Néel et caractérisé quelques jours apres hydrogénation. Au vue
de I’impossibilit¢ de caractériser les échantillons polycristallins avec ’outil ATR large
surface, nous avons utilisé un cristal ATR germanium en pointe classique. La surface de
contact dans ce cas n’est que de quelques dizaine de microns. Les composantes du spectre
sont similaires a celles de I’échantillon monocristallin homoépitaxié sur substrat Sumitomo.
On remarque néanmoins la présence de liaisons de type sp® conjuguées et non conjuguées
(1670-1500 cm™). Le pic large centré en 1040 cm™, montre la présence d’alcools primaires,

secondaires et d’éthers non cycliques. On notera enfin la présence d’un pic caractéristique
1

n’apparaissant pas sur I’échantillon monocristallin homoepitaxié. Il s’agit du pic a 1260 cm”

ce pic refléte la présence d’éthers cycliques de type époxy.
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Figure I1- 13 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal de germanium, d 'un échantillon
diamant nanocristallin fraichement hydrogéne.

On peut avoir a travers les spectres effectués sur diamant non fonctionnalisé, la grande
sensibilité que les études ATR en spectroscopie infrarouge nous offrent. La diversité des

fonctions existantes sur diamant rend difficile I’attribution univoque d’une fonction précise
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pour chaque pics observés. Cela montre 1’importance d’utiliser une référence dont 1’état lors
de son acquisition, est le plus proche possible de 1’état dans lequel elle est avant modification.
La Spectroscopie Infrarouge sera une technique de choix pour la caractérisation et la

compréhension du mécanisme de greffage abordee dans le chapitre II.

Nous avons pu voir que le nombre d’outils d’analyse nécessaires a nos études est
important. Elles sont bien adaptées aux analyses de surface des matériaux carbonés et seront
majoritairement utilisées pour 1’é¢tude de nos échantillons. C’est grace a la complémentarité
de ces différentes techniques que nous pourrons caractériser le nouveau matériau composite

carboné qui sera traité au chapitre I11.
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I11. La fonctionnalisation du Diamant

Le diamant est considéré depuis tres longtemps comme un matériau inerte
chimiquement et on a ainsi pensé a tort jusqu’il y a peu que la fonctionnalisation contrdlée de
sa surface n’était pas envisageable. Or, le développement extensif des techniques de
caractérisation de surface (XPS, spectroscopies Auger, Raman, FTIR ...) a depuis peu permis
de comprendre que la chimie de surface du diamant existait bel et bien, ce qui a ainsi ouvert
largement la voie de 1’ingénierie de sa fonctionnalisation chimique dans la période récente. Il
est a ce titre intéressant de noter que de nombreuses techniques de fonctionnalisation de
surface du diamant utilisées aujourd’hui proviennent de méthodes déja utilisées sur d’autres
semi-conducteurs, la surface carbonée du diamant, de coordination sp®, offre également dans
ce domaine des possibilités bien plus étendues qui dérivent directement pour certaines d’entre

elles de la chimie organique.

[11.LA. Terminaisons chimiques de surface du Diamant

La croissance du diamant, qui s’effectue en milieu plasma microondes CH4/H,, utilise
une tres forte concentration en hydrogéne atomique dans le plasma de maniére a éliminer les
phases non-diamant de coordination sp? et privilégier la coordination de type sp°. De plus, le
processus de croissance se termine généralement par un plasma d’hydrogéne pur, de telle
sorte qu’on obtient une surface parfaitement hydrogénée. C’est pour cette raison que les
échantillons diamant sont donc fortement hydrophobes a 1’état natif en sortie du bati de
croissance. Contrairement aux autres semi-conducteurs (silicium en particulier), la surface
hydrogénée du diamant est chimiquement trés stable et surtout reste tres faiblement sensible a
I’oxydation, notamment a 1’air ambiant ou dans 1’eau. Comme nous allons le voir, cette
propriété-clé spécifiqgue nous permet d’effectuer les processus chimiques de greffage de
surface sans précautions particuliéres sous atmosphere ambiante et nous donne également la

possibilité de travailler en solvant aqueux.

Comme nous I’avons vu dans la partie II.F du chapitre | aux travers des différentes

caractérisations de surface (XPS [1], Raman [2], FTIR), les fonctions de surface du diamant

70



hydrogéné sont majoritairement des CHx (x=1, 2 ou 3). Néanmoins, comme cela a été
récemment reporté par Vanhove al. [3], [4] et comme nous I’avons montré, le diamant
s’oxyde a I’air pour atteindre un taux d’oxydation d’équilibre au bout de plusieurs semaines.
Cependant, méme apres cette oxydation ‘naturelle’, le diamant posséde encore une majorité
de fonctions hydrogénées. Il existe une grande variété de terminaisons de surface sur le
diamant (Figure Il1- 1). Contrairement au silicium et a d’autres semi-conducteurs, celles-ci

sont stables a 1’air une fois formées comme nous I’avons déja évoqué.

Groupements oxydés CHx sp3 (x=1,2,3) Csp2

Figure I11- 1 : Terminaisons de surface du diamant.

Le cas des phases sp? et non diamant est trop complexe pour pouvoir étre détaillé sur
cette représentation. Toutefois le cas de I’échantillon oxydé ‘naturellement’ abordé dans la
partie II.F du chapitre I, montre bien la complexité et le mélange de fonctions de surface
présente lors d’une oxydation non maitrisée. On peut en revanche, comme nous allons le voir,
générer majoritairement d’une maniére volontaire, presque tous les types de fonctions
oxygénées de surface en effectuant un traitement oxydant ciblé. Cependant, contrairement au
cas des nanoparticules de diamants ou ils sont souvent dominants en proportion [5], il reste
notoire que seuls les groupements carboxyles ne peuvent pas étre obtenus en grande
proportion sur diamant. Il faut souligner que I’orientation cristalline joue un rdle prédominant
sur le type de groupement de surface. Cet effet privilégie donc 1’usage de surfaces de diamant
monocristallin d’orientations bien définies (en particulier les (100) et (111)) pour I’étude de
ces phénomenes et pour pouvoir mieux développer les modéles, les études publiées ont donc
été menées quasi-exclusivement sur diamant monocristallin. Dans le cas des couches
polycristallines de diamant telles que nous les avons utilisées pour nos études, on retiendra
surtout que le mélange des orientations cristallines des faces dans le polycristal y produit

d’une maniére quasi-systématique en surface un mélange des différentes fonctions oxydées.
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Parmi les groupements oxygénés de surface du diamant, les groupements carbonyles
sont d’un intérét particulier pour réaliser les greffages covalents de molécules organiques. On

peut géenérer volontairement ceux-ci d’une maniére massive par les moyens suivants :

e Plasma oxygene [6]

Goeting et al. ont effectué différents traitements oxydants sur des échantillons diamant
polycristallins hydrogénés puis ont caractérisé les fonctions de surface générées par XPS. lls
ont mis en évidence dans leur étude que le traitement par plasma oxygene radiofréquence
engendre majoritairement la formation de groupements de surface carbonyles. Ce plasma est
réalisé sous dioxygéne a une pression de 4 mBar, avec une puissance de 320 W pendant une

heure.

e Anodisation (100) [7]

L’anodisation est un traitement électrochimique (passivation catalytique) couramment
effectué sur les métaux, qui permet de générer une couche d’oxyde sur la surface du matériau
visant a le protéger de la corrosion. Notsu et al. ont procédé a une oxydation anodique d’un
échantillon diamant polycristallin hydrogéné en appliquant un potentiel de + 2,4V vs
Ag/AgCl pendant une heure dans une solution de H2SO4 0,1M. Les analyses XPS effectuées
sur 1’échantillon ont montré que les principales fonctions oxydées qu’engendre ce traitement
sont des carbonyles. Ils ont également mis en évidence une diminution de la phase sp?

initialement présente en surface du diamant.

e Procédé thermique (100) [8]
John et al. ont procédé a I’oxydation thermique d’échantillons diamant monocristallin
(100). L’échantillon est chauffé a une température de 500°C pendant 4 heures sous une
pression en dioxygeéne variable comprise entre 11 et 760 torrs. Les caractérisations XPS et
Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy (DRIFT) montrent que les

fonctions majoritaires présentent apres traitement sont les carbonyles.

Les groupes hydroxyles de surface sont également intéressants pour les applications

nécessitant une étape de greffage. Différentes techniques permettent de les élaborer :

e Procédes electrochimiques multiétapes (111) [9]
Le procédé consiste a 1’anodisation d’échantillons diamant hydrogénés dans les
mémes conditions que celles que nous avons décrites plus haut. Ce traitement induit la

formation de groupements carbonyles sur la surface du diamant. Il s’en suit une polarisation

72


http://www.springerlink.com/index/r05v7557ph483r7m.pdf

cathodique & -1,5V vs Ag/AgCl dans une solution de HCIO4 0,1M pendant 30 min. Aprés
caractérisation XPS, Notsu et al. ont montré ’apparition de fonction hydroxyles et la
disparition des fonctions carbonyles. De plus ce procéde étant reversible, on peut en
procédant a une nouvelle anodisation, régénérer les fonctions carbonyles initialement

présentes.

e Oxygene singulet [10]
Dans cette étude Delabouglisse et al. ont montré que soumettre un échantillon diamant
polycristallin a de 1’oxygéne singulet induit majoritairement la formation de groupements
hydroxyles en surface du diamant. La formation de I’oxygéne singulet a été effectuée par voie

chimique en réalisant une solution de H,0, et HCIO,4 en quantité équimolaire.

e Ozonation [11]
Boukherroub et al. ont mis en évidence par XPS qu’un échantillon diamant soumis a
une illumination U.V sous air pendant deux heures permet d’obtenir une surface oxydée ou

les groupements hydroxyles prédominent sur les autres types de fonctions.

e Photochimie sous oxygéne [12]
Ce traitement est similaire au précédent, a la différence qu’il nécessite 1’utilisation
d’une lampe Vacuum Ultra Violet (VUV) émettant a une longueur d’onde de 172 nm. Ohta et
al. ont également mis en évidence que le traitement génére majoritairement des fonctions

hydroxyles.

e Ferricyanure dans KOH [13]

Simon et al. ont procédé a 1’oxydation d’échantillons diamant polycristallins en les
immergeant dans une solution composée de ferricyanure a 0,3M et de KOH 0,5M. Les
analyses XPS ont montré que ce traitement génére une forte quantité de fonctions hydroxyles
de surface. Plus le temps de contact entre la solution et le diamant est long, plus le nombre de

groupement OH est important.

e Plasma oxygene (100) [14]

Dans cette étude, Hoeb et al. ont utilisé un systeme de plasma basse pression industriel
(TePla) pour oxyder des échantillons diamant monocristallins (100) et microcristallins. Le
traitement a été réalisé sous une pression de dioxygene de 1,4 mBar avec une puissance de
300W pendant 300sec. Les caractérisations XPS montrent que les fonctions de surface

oxydées sont composées a 80% de groupements hydroxyles et a 20% de groupements
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carbonyles. Il est bon de souligner que les traitements décrits ci-dessus permettent 1’obtention
d’un groupement de surface majoritaire qui n’est en aucun cas unique [14]. On retrouve, par
exemple, systématiquement, des ponts éthers pour tout type de traitement oxydant et ces

derniers, tout comme la silice, sont inertes et passivent la surface du diamant.

[11.B. Etat de I’art

Du fait de la diversité de fonctions de surface du diamant, on trouve un grand nombre
de voies de fonctionnalisation différentes. Nous allons ici détailler ces différentes méthodes

en fonction des groupements de surface ciblés.

[11.B.1. Fonctionnalisation via les groupements oxydés

Les traitements oxydants engendrent un pourcentage élevé de groupements
hydroxyles. C’est pour cette raison que ce sont les fonctions de surface oxydés les plus
utilisées. Les groupements hydroxyles permettent d’employer une des méthodes de
fonctionnalisation les plus répandue, la silanisation. Cette méthode a été adaptée des travaux
préexistants sur silicium [15, 16]. Elle permet en théorie, en utilisant des chaines alcanes
longues, d’obtenir des SAMs (Self-Assembled Monolayers) illustrées sur la Figure IlI- 2.
Bien que les travaux sur silicium [17] montrent que la présence d’hydroxyles en surface n’est
pas nécessaire et que la présence d’'un minimum d’eau est requise, toutes les silanisations sur
diamant sont effectuees sur des surfaces hydroxylées. Les monocouches ainsi genérées sont
extrémement compactes. Cela permet dans le cas de I’APTES d’apporter un grand nombre de
fonctions amines disponibles pour une post-fonctionnalisation [18-20], mais cela confeére
aussi une grande stabilité a la couche du fait des liaisons inter-chaines. 1l faut tout de méme
noter que cette méthode aboutit souvent a la formation de multicouche, en particulier lors de

I’utilisation de composés ayant comme groupe terminal une amine.
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Figure HlI- 2 : Schéma illustrant la réaction de silanisation entre un alkoxysilane (APTES) et les
groupements hydroxyles de la surface du diamant.
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Une autre méthode de fonctionnalisation utilisant les hydroxyles de surface est
I’estérification. Cette technique issue de la chimie organique, consiste en la réaction entre un
groupement carboxylique et un alcool pour former un ester. Delabouglisse et al. [10] ont ainsi
pu immobiliser une molécule d’intérét: la biotine (Figure Ill- 3). L’avantage de cette
technique réside dans sa simplicité et convient parfaitement pour les applications biologiques
nécessitant des conditions tamponnées a pH neutre. Une des limites est liée a la labilité de la

liaison ester formée, qui pourra s’hydrolyser dans des milieux acide ou basique.
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Figure Il1- 3 : Schéma représentant la réaction d’estérification de la surface de diamant hydroxylée
avec la biotine.

Une autre voie de fonctionnalisation utilisant les fonctions hydroxyles de surface se
base sur la chimie de coordination du zirconium. La premiére étape est une phosphatation par
réaction entre le trichlorure de phosphoryle et les fonctions hydroxyles portées par la surface
du diamant. Le phosphate introduit sur la surface peut étre utiliseé pour complexer le
Zirconium (Figure 11I- 4). 1l est ensuite possible de rajouter une molécule comportant un
ligand avec un pouvoir complexant équivalent & celui des ions hydroxydes, pour qu’elle

vienne a son tour complexer le métal. Mazur et al. [21] ont ainsi immobilisé des cycles
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aromatiques a travers un ligand carboxylate. L’inconvénient de cette technique est le faible
éventail de choix du ligand a apporter. C’est en revanche une méthode versatile qui permet
par simple ajout d’EDTA, de facilement retirer le groupement final et d’en introduire un

nouveau.
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Figure l1- 4 : Représentation schématique montrant la phosphatation des groupements hydroxyles
par traitement au trichlorure de phosphoryle, suivi de la complexation des ions zirconium par les
groupements phosphates de la surface du diamant. Enfin, l'introduction d’un composé comportant une
fonction carboxylate vient chélater [’ion zirconium.

Hoeb et al. [14] ont également utilisé les groupements hydroxyles pour procéder au
greffage des alcénes. Tout comme le greffage par photochimie, cette méthode utilise un
alcene mais nécessite également une activation thermique (Figure Ill- 5). Cette réaction
s’apparente fortement a 1’hydrosililation sur silicium, a la différence que sur silicium une
terminaison de surface hydrogénée est requise. La stabilité de cette liaison est inconnue car le

type de la liaison obtenue n’a pas encore été mis en évidence.

/ (|)II

Chauffage

Figure -5 : Réaction d’alkylation thermique des alcénes sur une surface de diamant hydroxylée.
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Il existe une derniére méthode de fonctionnalisation faisant intervenir des fonctions de
surface oxydées. Elle est la seule impliquant les groupements carbonyles. Cette méthode
consiste au couplage entre une molécule portant une fonction hydrazine et les carbonyles de
surface et conduit a la formation d’une liaison hydrazone. Notsu et al. [7] ont couplé le DNPH
(2,4-dinitrophénylhydrazine) sur diamant (Figure IlI- 6). Cette réaction issue de la chimie
organique a beaucoup d’intérét dans le domaine des « Drug delivery ». En effet, cette liaison
est stable a pH neutre mais se clive trés rapidement en milieu acide. Il est donc envisageable
de fonctionnaliser des nanoparticules de diamant avec des molécules d’intérét (protéine,
peptide, anticorps, antibiotique...) en utilisant cette méthode. Ces dernieres peuvent alors étre
relarguées dans des zones ciblées du corps humain. On peut immédiatement penser a 1’action
catalytique des lysosomes qui sont des organites présents dans le cytosol de toutes les cellules

et dont le pH est maintenu entre 3,5 et 5.
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Figure I11- 6 : Schéma de fonctionnalisation de la surface du diamant par réaction entre la DNPH et
les carbonyles.
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Nous avons vu les différentes techniques de fonctionnalisations existantes mettant en
jeu les groupements oxydés de la surface du diamant. Il faut noter que la plupart des liaisons

mises en jeu n’affichent pas une trés grande stabilité.

111.B.2. Fonctionnalisation via les surfaces reconstruites

La reconstruction de surface est un processus largement étudié sur silicium [22, 23],
qui a éte transposé sur diamant. Le processus de reconstruction consiste au chauffage des
échantillons sous vide. Cela induit une restructuration de la surface du matériau conduisant a
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la formation de dimére en surface C=C. Il est ensuite possible de procéder a une réaction de
Diels-Alder ; ce sont des cycloadditions [4+2] et [2+2] (Figure IlI- 7.a et b). Ces réactions
proviennent également de la chimie organique. Hovis et al. [24] ont immobilisé des
cyclopentenes (Figure I11- 7.c) sur diamant monocristallin (100). L’avantage de ce greffage
est la formation de liaisons C-C tres stables qui offre la possibilité en modifiant les alcénes
initiaux d’apporter un groupement d’intérét utilisable pour une post-fonctionnalisation. Ce
type de processus demeure tout de méme tres lourd a mettre en place car les surfaces
reconstruites nécessitent de porter les échantillons a des températures élevées sous vide
secondaire. De plus cet état de surface n’étant pas stable sous air, il requiert que la réaction de
cycloaddition se déroule sous atmosphére inerte, impliquant que 1’enceinte utilisée pour la

reconstruction soit directement reliée a celle de couplage.
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Figure 111- 7 : Schéma de principe des réactions de cycloadditions de type Diels-Alder b) [4+2], a) et
c) [2+2].
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[11.B.3. Fonctionnalisation via d’autres groupements de surface

Les fonctions de surface hydrogénées et oxydées ne sont pas les seules fonctions
existantes sur diamant. On peut y introduire des fonctions halogénées et aminées. Freedman
[25] a effectué une chloration/fluoration d’échantillons diamant monocristallins (100) en
portant leur température a environ 470°C sous un flux de gaz (Cl, ou F;) sous vide (Figure
I11- 8.a). Il existe une autre méthode de chloration décrite par Ando et al. [26] (Figure IlI-
8.b). Elle est basée sur I’illumination du diamant par une source U.V (274 nm) sous un flux de

chlore gazeux pendant 24 heures. Ils ont ensuite substitué les chlores de surface en soumettant
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I’échantillon au méme rayonnement que précédemment mais sous un flux d’ammoniac

gazeux, obtenant ainsi une surface aminée.
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Figure - 8 : a) I"halogénation thermique de surface du diamant, b) chlorination de la surface du
diamant par photochimie, suivi d 'une amination.

Plusieurs groupes ont par la suite utilisé les amines de ces surfaces modifiées pour
effectuer une post-fonctionnalisation. Zhang et al. [27] les ont couplées avec du
glutaraldéhyde, apportant ainsi un groupement aldéhyde terminal (Figure I11- 9.b). Il est
également possible d’effectuer un couplage classique avec un acide carboxylique [28] (Figure
I1I- 9.c). Enfin on peut introduire des amines de surface en procédant a un plasma sous
ammoniac [29], puis coupler ces amines avec une hydrazine modifiée conduisant a la

formation d’une fonction terminale semicarbazide (Figure I11- 9.a).

NH.Z NH2

/ /

NH R R R R
_ Triphosphogene
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Figure I11- 9 : Couplage de la surface du diamant aminée avec différentes fonctions : a)
chloroformate, b) aldéhyde, c) acide carboxylique.
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La modification de surface par des fonctions amines permet d’envisager un grand
nombre de couplages en se référant aux méthodes existantes issues de la chimie organique.
De plus, I’introduction de ces groupements de surfaces peut étre utilisée pour modifier la

mouillabilité de la surface.

[11.B.4. Fonctionnalisation des surfaces hydrogénees

Par rapport aux états de surface oxygénés evoqués précédemment, travailler sur des
surfaces hydrogénées constitue un réel gain de temps. En effet, le diamant sorti de bati ou
conservé sous air présente un état de surface hydrogéné a 1’état naturel, ne nécessitant donc
aucun traitement de surface particulier ultérieur. La technique que nous allons maintenant
décrire est la fonctionnalisation électrochimique des sels de diazonium, largement répandue
mais qui nécessite 1’utilisation de substrats ¢lectriquement conducteurs qui servent d’électrode
¢électrochimique. L’utilisation de cette technique a été développée par Swain et al. [30], a
partir des travaux menés par Pinson et al. [31] sur carbone vitreux. On effectue d’abord, a
proximité de 1’électrode, la réduction électrochimique du groupement diazonium, ce qui
induit la libération de diazote gazeux en solution et la formation d’un radical sur le cycle
benzénique. Le radical ainsi formé, peut ensuite réagir sur la surface de I’électrode pour y
réaliser un greffage covalent. Méme si le choix des positions ainsi que le type des
groupements R substitués a un effet sur la délocalisation des électrons de valence et influe
donc la stabilité chimique du radical, la durée de vie du composé radicalaire reste néanmoins
non négligeable et peut ainsi conduire a une réaction (non nécessairement souhaitée) de
polymérisation. C’est pour cette raison que cette technique conduit assez systématiquement a

la formation d’une multicouche (Figure 111- 10.a)

Pour pallier a cette difficulté, Garrido et al. [32] ont mis au point avec succes une
technique qui permet de fonctionnaliser des surfaces de diamant hydrogénées avec les sels de
diazonium sans 1’assistance de 1’¢électrochimie (Figure 111- 10.b). Cette technique, plus simple
dans son principe, nécessite seulement la mise en contact des sels avec le substrat de diamant
hydrogéné. En revanche, le temps de greffage nécessaire pour 1’obtention d’une monocouche
est de 70 heures. C’est le pouvoir réducteur des fonctions de surface du diamant hydrogéné
qui permet la réduction des sels de diazonium. Cette caractéristique particuliére du diamant

sera abordée en detail dans la partie 111.D de ce chapitre.
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Figure H1- 10 : Schéma de principe illustrant le greffage des sels de diazonium sur la surface de
diamant, a) par voie électrochimique, b) par voie chimique.

La derniere technique de fonctionnalisation basée sur les groupements de surface
hydrogénés est le greffage photochimique des alcenes. Cette technique consiste a recouvrir le
diamant avec 1’alcéne par spin coating, puis a I’illuminer par un rayonnement U.V a 254 nm
pendant 6 heures (Figure Ill- 11). L’illumination U.V forme un radical sur le groupement
alcéne et induit la création d’une lacune électronique (trou de charge positive) dans le
diamant. C’est la combinaison des deux effets qui permet le greffage. Il faut garder a 1’esprit
que le radical formé sur I’alcéne est trés réactif. Il peut donc réagir sur une autre molécule en
solution ou déja immobilisée sur le substrat et ainsi conduire a la formation de multicouches.
Le contréle du temps de greffage est donc nécessaire lorsqu’on choisit d’utiliser cette
méthode de greffage. De plus, le rayonnement U.V peut dégrader le groupement fonctionnel
que I’on cherche a introduire via la fonctionnalisation. Cela limite donc le choix des
molécules que 1’on peut immobiliser. A titre d’exemple, Hamers et al. [33] ont immobilisé un
alcene comportant un groupement terminal Trifluoracetamide, qui est en fait une amine
protégée. La protection de I’amine est nécessaire afin qu’elle ne soit pas détériorée durant
I’insolation. Il y a donc une étape de déprotection supplémentaire pour pouvoir effectuer la
post-fonctionnalisation. Une solution est d’utiliser un groupement terminal carboxylique [34],
insensible au rayonnement U.V. il permet en effet d’éviter 1’étape de protection et de le

coupler directement avec une amine.
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Figure I11- 11 : Schéma illustrant le greffage des alcénes par photochimie sur diamant hydrogéné.

Comme nous I’avons vu, toutes les méthodes de fonctionnalisation n’offrent pas la
méme stabilité des molécules greffées, qui bien évidemment dépend de la stabilité chimique
du lien covalent directement formé avec la surface diamant elle-méme. Les liaisons formées
les plus solides sont les liaisons covalentes C-C obtenues a partir des procédés de greffage sur
les substrats de diamant hydrogénés. On peut également remarquer que les temps nécessaires
a la mise en ceuvre de ces fonctionnalisations sont dans tous les cas longs et donc la plupart du
temps peu compatibles avec les contraintes inhérentes aux processus industriels de
fabrication. En outre, toutes ces techniques nécessitent au moins trois étapes pour pouvoir
immobiliser des molécules d’intérét biologique. De plus la majorité des voies de
fonctionnalisation usuelles (Photochimie des alcénes, électrochimie des diazoniums) ne
permettent pas de contrdler la quantité de molécules immobilisées, induisant donc la perte des
propriétés de la surface du diamant et en particulier ses caractéristiques électrochimiques. Le
Tableau 1I- 2 dresse les avantages et inconvénients des principales méthodes décrites dans

cette partie.
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Méthode Avantages Inconvénients Référence

Adressable, Stabilité, Echantillon ]
UV-Alcéne L Long Multi-étapes [33, 35]
dopé ou intrinséque

Diazonium voie ] Echantillon dopé,
o Adressable, Stable, Rapide ] o [36, 37]
Electrochimique Multicouches, Multi-étapes

Diazonium voie

o Monocouche, Stable Long, Multi-étapes [32]
Chimique
Monocouche, Mono-étape, Stable,
Amination Echantillon dopé ou intrinséque, Long, Multi-étapes [38, 39]
Adressable

o ) L Multi-étapes, Multicouches,

Silanisation Echantillon dopé ou intrinseque [18]
Instable

Estérification Mono-étape Long, Instable [10]

Tableau Il- 2: Tableau récapitulatif comparant les avantages et inconvénients des différentes
techniques de fonctionnalisation existantes sur diamant.

Une des premiéres limitations de ces techniques est I’aspect multiétapes, qui rend
impossible la parallélisation massive des depdts, allonge le temps de mise en ceuvre et
complique la conception du dispositif. De plus, aucune des méthodes abordées ne permet
d’immobiliser en une étape des molécules d’intérét. C’est a partir de ce constat que nous
avons cherché a mettre au point une nouvelle voie de fonctionnalisation répondant a plusieurs
criteres. Elle devra tout d’abord permettre I’immobilisation directe et spontanée de molécules
d’intérét biologique, ce qui implique de travailler en solvant aqueux dans des conditions
« douces », c'est-a-dire dans un environnement proche des milieux physiologiques en termes
de pH, température, salinité. D’autre part, 1’utilisation d’un apport d’énergie extérieure tel
qu’un rayonnement U.V ou 1’électrochimie est exclu car il pourrait endommager certaines
especes biologiques (ADN, protéine...). Pour pouvoir envisager la fonctionnalisation en une
seule étape de peptide, protéine ou enzyme, il faut donc faire appel a un groupement
fonctionnel commun a toutes ces espéces. On peut penser au souffre qui est présent dans la

majorité des protéines, au groupement carboxyliques ou encore aux amines. Enfin on doit
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pouvoir a travers cette technique, contrbler la quantité d’espéces immobilisée. Le diamant
possede des propriétés électrochimiques exceptionnelles qui sont fortement altérée lors de la

formation de monocouches compactes.

Nous avons donc mis au point une nouvelle méthode de fonctionnalisation nous
permettant de ne pas étre confronté aux limitations inhérentes aux différentes méthodes de

fonctionnalisation abordées dans cette partie.

I11.C. Greffage spontané des amines sur Diamant

I11.C.1. Le modele biologique : Biotine-Avidine

Une partie importante de I’étude est basée sur le greffage d’une molécule d’intérét
biologique : 1a Biotine. La biotine, de par sa reconnaissance spécifique de I’avidine, constitue
un modele biologique. La biotine, ou vitamine H ou Bg (Figure 11I- 12.a), est une vitamine
hydrosoluble qui est stable a la chaleur, en solution aqueuse, et surtout peu sensible a
l'oxydation. De plus, elle permet 1’immobilisation d’un grand nombre d’espéces de maniere
générique (peptide, protéine, enzyme...) a travers le couplage biotine-Avidine (Figure IlI-
12.c). Nous avons donc basé le développement de cette nouvelle méthode de
fonctionnalisation sur ce modele biologique. C’est au travers des modifications successives
des conditions de greffage de la biotine que I’optimisation des paramétres de cette nouvelle de
fonctionnalisation a été possible. L’avidine (Figure Ill- 12.d) est une glycoproteine
tétramérique que I’on trouve dans le blanc d’ceuf. Chaque monomere constitue un site de
reconnaissance pour une molécule de biotine. Une particularité remarquable de ce couple est
la trés faible valeur de sa constante de dissociation K4 = 10°%° M, en faisant I’une des liaisons
non covalentes les plus fortes. La solidité du lien entre la biotine et I’avidine résulte des
nombreuses liaisons hydrogenes formees lors de la reconnaissance entre ces derniéres (Figure
I11- 12.c). Néanmoins cette liaison peut étre rompue en dénaturant (perte de structure tertiaire
et secondaire d’une protéine) 1’avidine par I'intermédiaire de différents traitements (acide-
base, surfactant, solvants organiques, chauffage...). On peut ainsi régénérer la surface

biotinylée et réutiliser le méme échantillon pour différentes expériences.
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Il existe plusieurs voies pour immobiliser des objets biologiques a travers le couple
biotine-avidine. La premiére consiste en 1’utilisation de 1’Avidine modifiée par une espéce
d’intérét. On trouve en effet dans le commerce une grande variété de protéine (enzyme,
anticorps, fluorophore...) liées a 1’avidine. Nous utiliserons la Streptavidine- R-
phycoérythrine (conf. partie I11.C.3) et une enzyme conjuguée : 1’avidine-HRP (conf. partie
[11.G). On peut donc, apres le greffage de la biotine sur substrat, procéder a I’immobilisation

de I’avidine par simple reconnaissance.

a) HN/\NH b) HN/\NH
HO,
S
o
o
c) 0 '; .0 d)
H H
NS o~
y H JJ\ e
\ o N N7 Thr 38
N HC - CH 0 (2 )
0 H;»C~S)\C\H2 Ho N
| HC-ch, I » j
H Hzc\(o ~y T
(0] OH T

Figure I11- 12 : a) Formule topologique de la biotine et b) biotine(peg)s aminée. c) Schéma d’un des
quatre sites de liaison de la biotine avec I’avidine illustrant les différents acides aminés impliqués
dans la reconnaissance, d) Structure de [’avidine.

L’avidine possédant quatre sites de reconnaissance de la Biotine identiques, on peut
par la suite immobiliser une nouvelle molécule d’intérét et méme procéder a des empilements
multicouches Figure IllI- 13. Ce type d’empilement peut par exemple étre utilis€é pour
immobiliser des couches successives d’enzymes pour la conception de biocapteurs. Cosnier et
al. [40] ont ainsi immobilisés la Glucose Oxydase (GOx) et 1’Alkaline Phosphatase (AkP),
pour créer un biocapteur ampérométrique a glucose et phenylphosphate respectivement. Le
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couple biotine-avidine constitue un modéle biologique et la Biotine sera utilisée comme une

molécule générique qui permettra I’immobilisation de diverses espéces biologiques.

Avidine Protéine Avidine

| Biotinylée |

X 8%
-

Biotine sur
substrat

Figure 1l1- 13 : Schéma de principe illustrant un empilement multicouche sur un substrat biotinylé,
d’une espéce d’intérét biotinylée, basé sur les propriétés de reconnaissance biotine-Avidine.

[11.C.2. Le drop-casting

La technique du drop-casting a été utilisée dans la premiere phase de caractérisation
du greffage. Elle consiste au dépdt de gouttes de tailles variables sur le substrat et permet de
paralléliser le greffage. Le CREAB dispose de deux appareils automatisés utilisés pour ce
type de dép6t ; le premier projette la solution a déposer sous forme de spray, la taille des
gouttes obtenues étant de 1’ordre de la centaine de micromeétres. L’appareil de dépdt utilisé
pour cette étude est quant a lui constitué d’un bras mobile automatisé surmonté d’une aiguille
de taille variable servant de réservoir, préalablement remplie par la solution a déposer (Figure
I11- 14) et que I’on place en contact avec le substrat. Aprés le retrait de 1’aiguille, il se forme
une goutte de quelques centaines de pico litres et d’une taille comprise entre 300 et 600 um de
diameétre. Cet appareil automatisé comporte un dispositif de lavage et séchage permettant de
paralléliser les plots avec des solutions de greffages différentes.

Le drop casting permet donc de procéder a la mise en ceuvre de matrices de plot
multiparamétriques et constitue ainsi un outil de choix pour I’optimisation des conditions de

greffage
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a) b)

Puits de chargements Pointe Porte échantillon , .
Réservoir

Plots \
Pointe céramique

Figure Ill- 14 : a) Photo de [’appareil automatisé dédié aux dépots par drop casting, b) Schéma de
[’aiguille qui contient la solution de greffage a déposer.

I11.C.3. La microscopie de fluorescence

Le choix du modele biologique biotine-avidine nous a permis d’utiliser la microscopie
de fluorescence pour caractériser et optimiser la méthode de fonctionnalisation des amines.
C’est une méthode trés sensible, parfaitement adaptée au dispositif de dépot par drop-casting,
qui nous a permis de mettre en évidence le greffage de la biotine. Nous avons alors utilisé la
Streptavidine-R-Phycoérythrine (SAPE), qui est une protéine conjuguée formée de deux sous
ensembles. La R-Phycoérythrine est un fluorophore protéique qui, a I’instar des organiques,
permet de nous affranchir de tout probléme de photoblanchiment et d’absorbances non
maitrisées de ces derniers. Les fluorophores organiques classiques (fluorescéine,
Rhodamine...) sont généralement des substances contenant plusieurs noyaux aromatiques
conjugués. Lors du phénomeéne d’absorption, ces molécules passent dans un état excité avant
d’émettre. Elles sont a ce moment instable et peuvent réagir de maniere covalente avec leur
environnement proche. Dans le cas des fluorophores protéiques, le chromophore est encapsulé
dans la proteine. Il est ainsi préserve de toutes modifications covalentes irréversibles de sa
structure ce qui lui confére une plus grande stabilité. La stréptavidine a été choisie pour le
modele biologique qu’elle constitue avec la biotine, comme explicité précédemment, et
permet ainsi de visualiser les zones greffées, mais aussi d’apprécier [’homogénéité¢ du
greffage a 1’échelle des molécules biologiques. Cela nous permet également de mener des
études semi-quantitatives en comparant les taux de fluorescence des différents plots lors des
greffages multiparamétriques. Le procédé de révélation par microscopie de fluorescence,
utilisé pour caractériser le greffage de la biotine, est un procédé classique mis au point au
laboratoire [10]. L’échantillon est tout d’abord rincé abondamment a 1’ecau ultrapure apres

greffage, puis sécheé. Il est ensuite plongé 15 min dans une solution de Bovin Serum Albumin
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(BSA) a 10 mgr/ml dans du tampon phosphate salin (Phosphate buffered saline, PBS) puis
rincé abondamment au PBS. Cette étape vise a éviter ’adsorption non spécifique du complexe
enzymatique conjugué de SAPE sur les zones non greffées. L’échantillon est ensuite plongé
dans ce dernier pendant 15 min, puis rincé abondamment au PBS. Ce fluorophore affiche une
large zone d’absorption affichant plusieurs maximums a 496, 546, 565nm et un maximum

d’émission a 580nm.

Figure I11- 15 : Représentation schématique du greffage de la biotine-(peg)s-NH2, suivi de I’étape de
blocage des sites non spécifiques par la BSA puis du couplage de la biotine avec la SAPE.

Sur la Figure I11- 15 est illustrée la représentation schématique de la révélation par
microscopie de fluorescence, du greffage de la biotine-aminée par drop-casting sur un
échantillon diamant microcristallin dopé. La Figure Ill- 16.b montre la cartographie 2D de
I’intensité de fluorescence du plot de biotine (Figure Ill- 16.a). On y voit clairement
I’homogénéité de la fluorescence du plot. L’intensité de fluorescence du plot est de 1210 u.a
avec un écart type de 110 u.a. La spécificité de la reconnaissance Biotine-Avidine est mise en
évidence par la trés faible valeur de D’intensit¢ de fluorescence a I’extérieur du plot.
L’intensité de fluorescence moyenne a I’extérieur du plot est de 90 u.a avec un écart type de
30 u.a. On peut remarquer que la fluorescence est parfaitement homogéne sur tout le plot,
mais il est en revanche impossible d’affirmer que le greffage est effectif sur tous les type de
grains et donc sur toutes les orientations cristallines. Comme nous 1’avons vu dans le chapitre
I, les échantillons diamant polycristallins sont composés d’un ensemble de grains de diamant
d’orientations cristallines différentes. Comme le montre la Figure 111- 16.c, la taille des grains
d’un échantillon microcristallin est comprise entre 0,7 et 3 um. La résolution du microscope

utilisé ne permet pas 1’observation de la fluorescence sur un grain unique. Nous ne sommes
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donc pas en mesure de conclure que le greffage ne s’effectue pas sur une orientation

cristalline particuliere.

Bien que la microscopie de fluorescence ne permette pas d’étude quantitative, elle
permet en revanche des études qualitatives si 1’on travaille avec les contrastes de
fluorescences. L’intensité de fluorescence est dépendante de nombreux facteurs (Fluorophore,
BSA, Lampe...), on ne peut donc pas I’utiliser comme parameétre d’analyse pertinent lors
d’études comparatives. De plus la caméra CCD utilisée ne donne qu’une valeur d’intensité
arbitraire retranscrite en niveau de gris. Il est toutefois possible de comparer plusieurs
expériences en utilisant le contraste de fluorescence. Le contraste de fluorescence est décrit

Intensitédu plot- Intensitédu Blanc
Intensitédu Blanc

comme : Contraste =

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :16 Mar 2009
WD = 53mm System Vacuum = 2.71e-006 mbar Time :15:51:22

Figure Ill- 16 : a)Image de microscopie de fluorescence d’un plot de biotine greffée sur diamant
hydrogéné, b) Cartographie 2D de ['intensité de fluorescence du plot de biotine présenté sur la fig.a,
¢) Image MEB en électrons secondaires d’un échantillon diamant microcristallin.

Le contraste sera la seule grandeur utilisée lors des expériences de microscopie de

fluorescence, elle nous permettra d’effectuer des analyses comparatives pertinentes.
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[11.C.4. Conditions de greffage

I11.C.4.a Etat de surface du Diamant

Certaines méthodes de fonctionnalisation ne nécessitent pas le contréle de 1’état de
surface du matériau a greffer car elles ne sont pas dépendantes d’un groupement surfacique
particulier. A titre d’exemple, le greffage des sels de diazonium par voie électrochimique [36]
permet un greffage sur diamant oxydé ou hydrogéné. En revanche le greffage des sels de
diazonium de maniére spontanée [32] n’est possible que sur un diamant hydrogéné ; c¢’est sur
le caractére réducteur du diamant hydrogéné qu’est basée cette technique. La technique de
greffage spontané des amines sur diamant que nous avons mise au point, requiert également
un diamant hydrogéné et repose elle aussi sur le caractére réducteur du diamant hydrogéne.
Cet aspect sera détaillé dans la partie 111.D [41]. La solution de greffage de biotine utilisée est
identique a celle utilisée dans la partie précédente, elle sera la méme pour tout le chapitre.
Cette solution est constituée de biotine(peg)s-aminée (Figure I11- 12.b de la partie précédente)
introduite dans la solution de greffage a une concentration de 3mM. Le milieu de greffage est
une solution de Phosphate de sodium dibasique 0,2M contenant 20% de glycérol et ajustée a
un pH de 10. La Figure I11- 17 est une image de microscopie de fluorescence du greffage de la
biotine par drop-casting, sur un diamant polycristallin hydrogéné (Figure 111- 17.b) et sur un
diamant polycristallin tres fortement oxydé chimiquement (Figure 1ll- 17.a) par traitement
H,SO4/HNO;3 a chaud pendant 4 heures. Le contraste de fluorescence de la biotine greffée sur
I’échantillon oxydé est de 2+1. Celui sur diamant hydrogéné est de 9+2. Il faut noter que
I’oxydation par voie chimique utilisée n’est pas la plus efficace sur diamant et qu’il persiste
donc des fonctions CHx apres le traitement. Cela explique la fluorescence résiduelle observée
sur cet échantillon. Du fait du caractere hydrophile du diamant oxydé, le temps de greffage a
été réduit au maximum de maniére a limiter 1’étalement de la goutte sur le substrat oxydé.
Nous avons également rajouté du glycérol pour augmenter la viscosite de la solution. On peut
néanmoins remarquer que la taille des plots n’est pas identique pour les deux échantillons.
Celle du diamant oxydé est de 350um alors que celle du diamant hydrogéné est de 310 pum,
mettant en évidence le caractére hydrophile de I’échantillon oxydé. On remarque également la
forte hétérogénéité de la fluorescence de 1’échantillon oxydé. Cela est du a ’inhomogénéité
de I’attaque chimique en fonction de 1’orientation cristalline des grains. Cela met clairement

en évidence que I’état hydrogéné du diamant est nécessaire pour ce type de greffage.
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Figure Ill- 17 : @) Image de microscopie de fluorescence d’un échantillon diamant oxydé par voie
chimique et fonctionnalisé avec une solution de biotine aminée, b) Image de microscopie de
Sfluorescence d’un échantillon diamant hydrogéné et fonctionnalisé avec une solution de biotine
aminée.

Parallelement, le greffage de I’héxylamine a été réalisé sur deux substrats diamant
monocristallins (100) Sumitomo Ib. Un échantillon a été oxydé par voie chimique dans un
mélange H,SO4/HNO;3 a chaud pendant 4 heures, ’autre a été hydrogéné dans les conditions
classiques. La solution de greffage est constituée d’héxylamine a 60mM dans une solution de
Phosphate de sodium dibasique 0,2M ajustée a pH 10. Les temps de contact entre
I’échantillon et la solution pour les greffages destinés a étre caractérisés en FTIR sont de
I’ordre de 12 heures. Les temps sont longs pour permettre de se rapprocher au mieux d’une
monocouche compacte, de maniére & pouvoir récolter le signal le plus intense possible.
L’héxylamine ne présente aucun intérét particulier. C’est en revanche une molécule simple
nous permettant d’avoir une signature la plus épurée possible. De plus elle ne possede qu’une
seule fonction complexe qu’est le groupement amine. Elle constitue donc une molécule de
choix nous permettant d’étudier le greffage et son mécanisme. La fonctionnalisation a été
caractérisée en FTIR a I’aide d’un accessoire ATR. Lors de la caractérisation de 1’échantillon
oxydé, la reférence utilisée est celle de 1’échantillon hydrogéné avant traitement chimique.
Dans le cas de la caractérisation de 1’échantillon oxydé mis en contact avec la solution de
greffage, la référence utilisée est celle de 1’échantillon oxydé. Intéressons nous au cas de
I’échantillon traité chimiquement avant sa mise en contact avec la solution de greffage. Le

spectre est présenté en rouge sur la Figure I11- 18.
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Figure I11- 18 : Spectres infrarouge réalisés en ATR avec un cristal germanium d’un échantillon
diamant oxydé par traitement H,SO,/HNOs (en rouge), d 'un échantillon diamant oxydé par voie
chimique puis mis en contact avec la solution de greffage contenant [ ’hexylamine (en noir).

On remarquera tout d’abord la présence de pics négatifs correspondant aux différents
groupements CHx de surface compris entre 2960 et 2850 cm™. Cela montre clairement qu’il y
a eu une diminution significative de la quantité de CHx de surface. Le pic centré & 1040 cm™
indique la présence d’alcool primaire au travers de 1’élongation « stretch » de la liaison C-O.
On note ensuite la présence d’un pic trés large centré en 1160 cm™. Nous attribuons ce large
pic a un ensemble de bandes dues aux éthers aliphatiques et aromatiques, aux alcools
tertiaires et de types phenols, ainsi qu’aux cisaillements «scissoring» de certains groupements
hydroxyles. On peut voir un épaulement aux alentours de 1300 cm™ qui est dii au stretch de la
liaison C-O des acides carboxyliques. Ce pic est a relier a la large bande centrée en 1710 cm™,
qui est la signature des groupements carboxyliques. Ce spectre montre clairement que le
traitement oxydant H,SO4#/HNO;3; génére un mélange de fonctions oxydées. Bien qu’il nous
soit impossible de quantifier le pourcentage de chaque type de fonction, nous pouvons voir
gue ce traitement génere un nombre non négligeable de fonctions de type carbonyle.
L’obtention de ce type de fonctions est habituellement trés dure a obtenir sur diamant, c’est

pourquoi il est nécessaire de le souligner. Le spectre présenté en noir sur la Figure I11- 18
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correspond a 1’échantillon mis en contact avec la solution de greffage d’hexylamine. Nous
pouvons voir qu’il n’y a aucune trace de CHx qui attesterait de la présence de la chaine alcane
de I’héxylamine. Il y a en effet trés peu de signal et on observe seulement du bruit sur le

spectre. Cela signifie qu’aucune modification de surface notable n’est observable.

Sur la Figure 111- 19 est présenté le spectre de 1’héxylamine greffée sur 1’échantillon
hydrogéné. Les modes de vibrations & 2925 et 2865 cm™ sur le spectre a montrent la présence
des CH; de I’héxylamine a la surface du diamant. On remarque également que le cisaillement
des CH, & 1460 cm™ est trés bien défini. Ces pics mettent clairement en évidence la présence
de la chaine alcane & la surface du diamant. On remarque également un pic & 1650 cm™
indiquant la présence de phase sp? non conjuguées. Il apparait une série de pics mettant en
évidence la présence de groupements oxydés. Les pics & 1090 et 1110 cm™ et 1735 cm™ sont
associes aux alcools secondaires, éthers aliphatiques et aux carboxyles respectivement. Le pic
fin situé & 1260 cm™ est quant & lui associé aux éthers cycliques de type époxydes. Le

mécanisme de formation de ces groupements sera détaillé dans la partie I11.D.
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Figure - 19 : Spectre infrarouge réalisé par ATR avec un cristal germanium d’un échantillon

diamant hydrogéné greffé avec [’hexylamine.

Parallélement au greffage d’amine primaire aliphatique, nous avons essayé¢ dans les

mémes conditions d’immobiliser d’autres types d’amine. La fonctionnalisation des amines
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secondaires aliphatiques semblent fonctionner, méme si elle parait plus lente et qu’elle n’est
pas mise en évidence de maniére univoque. En revanche, le greffage des amines tertiaires et
des amines aromatiques n’est pas possible dans ces conditions. Nous aborderons dans cette
partie le greffage des différents types d’amines. Nous verrons pourquoi les amines primaires

aliphatiques sont les meilleures candidates pour cette méthode de greffage.

Nous avons donc pu mettre en évidence que les groupements C-Hx de surface sont
nécessaires pour que le greffage soit possible. Le greffage se base sur le caractere réducteur
du diamant hydrogéné. Travailler sur ce type de surface permet d’utiliser des échantillons
diamant «as grown », c'est-a-dire de pouvoir utiliser des couches diamant fraichement
déposées sans aucun traitement de surface préalable. Cela constitue un gain de temps en
évitant de rajouter une étape supplémentaire. Il est toutefois possible de réutiliser des
échantillons oxydés en procédant a un plasma hydrogene pour régénérer les fonctions C-Hx

de surface.

111.C.4.b Les solvants
Le solvant joue un role crucial dans cette nouvelle méthode de fonctionnalisation des
amines. Différents solvants organiques ont été essayés pour le greffage de la biotine sur
diamant hydrogéné. Les solvants utilisés sont I’acétonitrile, le DMSO, le THF, le DMF et
I’éthanol. Le greffage n’a été possible avec aucun de ces solvants. Le seul permettant le
greffage des amines est 1’eau. Nous verrons comment il est impliqué dans le mécanisme et

pourquoi il est le seul a pouvoir assurer le greffage des amines dans la partie I11.D.

La solution de greffage standard utilisée est du phosphate de sodium dibasique a une
concentration de 0,2M ajustée a pH 10. La biotine y est introduite a une concentration de
I’ordre du millimolaire. On rajoute lors des dépots par drop-casting du glycérol a hauteur de
20% pour limiter I’évaporation et 1’étalement de la goutte. Il faut avoir a 1’esprit que lorsque
la taille des plots déposés est inférieure a 500 um, le volume de goutte correspondante est de
I’ordre de la centaine de nano litre. Le séchage de ce type de goutte est tres rapide. De plus les
molécules telles que les brins d’Oligomeére DésoxyriboNucléique (ODN) introduits lors du
greffage augmente la mouillabilité de la surface, favorisant ainsi 1’étalement de la goutte. Le
glycérol nous permet également de réduire ce phénoméne. Dans les conditions usuelles on

utilise des solutions de phosphate de sodium monobasique ou dibasique car il est adapte a la
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solvatation d’espéces biologiques. Il comporte également des zones tampons dans la gamme

de pH.

Pour vérifier que le sel support n’est pas impliqué dans le mécanisme de greffage ;
nous avons préparé deux solutions de biotine-aminée, la premiére ayant comme sel support le
carbonate (a) et I’autre le phosphate (b). La révélation de ce greffage a été effectuée par
spectroscopie de fluorescence (Figure IlI- 20) suivant le protocole détaillé dans la partie
I11.C.3. Le contraste de fluorescence des deux plots est identique. Cela montre donc que le

greffage n’est pas influencé par sel support.

Figure I11- 20 : Image de fluorescence de la biotine greffée sur diamant hydrogéné avec un sel support
de : a) Hydrogénocarbonate/Carbonate de sodium, b) Phosphate de sodium dibasique.

Il reste néanmoins a nous assurer que le milieu de greffage, et en particulier les ions
phosphates et carbonates présents dans celui-ci, ne sont pas impliqués dans le mécanisme
d’immobilisation des amines. Nous allons donc évaluer I’effet de la solution de greffage sur la
surface de diamant hydrogéné. Nous avons pour ce faire placé un substrat diamant
monocristallin (100) CVD Element-Six« optical grade » hydrogéné en contact avec la
solution de phosphate de sodium dibasique a une concentration de 0,2M ajustée a pH 10 ne
contenant pas d’amine pendant 12 heures. Nous avons ensuite caractérisé cet échantillon en
FTIR a I’aide de I’accessoire ATR avec pour référence 1’échantillon hydrogéné avant sa mise
en contact avec la solution. Le spectre recueilli est présenté sur la Figure I11- 21 . On peut
remarquer la trés faible intensité du signal montrant que la surface de 1’échantillon n’a pas
subit de transformations significatives. Deux bandes majeures sont observables, la premiere
centrée en 1060 cm™ contient plusieurs pics qui révélent la présence de fonctions oxydées. La
deuxiéme se situe & 1650 cm™. Elle indique I’apparition d’une phase sp. L’analyse détaillée
du spectre laisse apparaitre une premiére bande située & 1060 cm™ et affiche un épaulement
vers les bas nombres d’onde & 1030 cm™. Elles peuvent étre associées respectivement, a
I’étirement asymétrique des ions phosphates mais également a 1’étirement des alcools
primaires. 1l y a ensuite deux pics consécutifs centrés en 1110 cm™ et 1160 cm™ qui sont la
signature des éthers aliphatiques et des alcools tertiaires. Le deuxieme pic apparait & 1650 cm”
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! 11 correspond a I’apparition d’une phase sp2 non conjuguée en quantité moindre que les

phases oxydées précédemment citées.
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Figure I11- 21 : Spectre infrarouge réalisé par ATR avec un cristal germanium d’un échantillon
diamant hydrogéné mis en contact avec la solution de greffage ne contenant pas d’amine.

Bien que I’évolution globale de I’état de surface soit minime, on note ’apparition de
fonctions oxydées et d’une phase sp’. La solution de greffage a donc induit une légére
oxydation, ainsi qu’une graphitisation de la surface du diamant. Si I’on se reporte a la zone
des CHx (2970-2850 cm™), on note I’apparition d’une bande négative qui indique qu’il y a eu
une diminution de la quantité de ces derniers. Cette évolution est dle a I’effet conjugué des

ions hydroxydes et de I’oxygene dissous.

Malgré I'impossibilité de travailler avec des solvants organiques, cette méthode de
greffage nous permet d’immobiliser tous types d’especes aminées en milieu aqueux, en une
seule étape et de maniére spontanée. Or il n’existe aucune méthode de fonctionnalisation
offrant la possibilité¢ de greffer sur du diamant hydrogéné ou oxydé, des molécules d’intéréts
telles que la biotine en une seule étape. Pouvoir travailler en milieu aqueux rend envisageable
I’immobilisation directe de la plupart des especes biologiques (Peptide, ODN, protéine,
anticorps...), ce qui constitue un atout de taille pour les applications dans le domaine de la

bio-détection.
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111.C.4.c Condition de pH et temps

Aprés avoir abordé le réle que joue le solvant dans la méthode de fonctionnalisation
des amines, nous allons voir que le temps est également un parametre essentiel. Dans de
nombreuses méthodes de fonctionnalisation telles que le greffage des alcenes par photochimie
[33], ou le greffage spontané des sels de diazonium [32], le contrdle du temps de greffage est
nécessaire. Dans le cas du greffage par photochimie, le temps ne doit pas dépasser 6 heures
pour éviter la formation de multicouches, alors que dans le cas du greffage spontané des sels
de diazonium il doit étre de 70 heures minimum pour assurer la formation d’une monocouche
dense. Dans notre cas, I’influence du temps est également un facteur essentiel, et nous verrons
qu’au travers du contrdle du temps de greffage on peut moduler la densité de greffage. Le pH
des solutions de greffage est un parametre crucial. Pour mettre en évidence I’influence du pH
sur la fonctionnalisation nous avons proceédé au greffage par drop casting de la biotine avec
une gamme de pH comprise entre 7,5 et 11,5. Nous avons également fait varier le temps pour
illustrer son influence sur la quantité d’espéces immobilisées. La Figure IllI- 22.a montre
I’image de microscopie de fluorescence de la matrice correspondant au greffage de la biotine.
Les différents pH utilisés pour le greffage sont notés en abscisse et les différents temps en
ordonnée. La Figure I1l- 22.b représente le profil 1D de I’intensité de fluorescence brute pour
un temps de greffage de 5 min et met en évidence 1’évolution de la fluorescence en fonction

du pH de la solution.

Il faut également noter que, comme pour de nombreuses méthodes de
fonctionnalisation, la concentration de I’espece a greffer en solution est aussi un paramétre
important. On peut en effet relier le temps de greffage a la concentration d’especes en
solution. Diminuer sa concentration en solution revient a augmenter le temps de greffage
nécessaire pour immobiliser une méme quantité d’espéces. L’effet de la concentration sur la
cinétique de greffage peut étre observé sur la Figure I11- 22.b. On remarque également que
I’intensité de fluorescence n’est pas homogene sur tout le plot mais quelle est supérieure sur
la bordure des plots. Cela est di a I’effet Marangoni. Il s’agit d’'un phénoméne de convection
a D’intérieur de la goutte qui génére un gradient de concentration, augmentant la quantité
d’espéces en périphérie de la goutte. Le volume de la goutte étant de quelques centaines de
nanolitres et le temps de greffage relativement cours, la concentration en especes aminees

devient un facteur limitant.
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Figure 111- 22 : a) Image de microscopie de fluorescence du greffage de la biotine aminée en fonction

du pH (abscisse) et du temps (ordonnée), b) Profil 1D de [’intensité de fluorescence brute en fonction
du pH (7,5/8,5/9,5/10,5/11,5) pour un temps de greffage de 5min.

Nous verrons par la suite que ’espece a greffer n’est pas la seule a intervenir dans le
mécanisme de greffage, la concentration en ions hydroxydes, et donc le pH, constitue

également un facteur impactant directement la cinétique de greffage.

La Figure Ill- 22.a illustre le fait que pour chaque valeur de pH, I’augmentation du
temps de contact de la solution avec le substrat résulte en une augmentation du taux de
fluorescence. Cela signifie donc que la quantité immobilisée est d’autant plus grande que le
temps de greffage est long. L’évolution de la fluorescence en fonction du pH met clairement
en évidence I’existence d’une gamme optimale comprise entre 9,5 et 11,5 dans le cas de la
biotine. A partir de cette observation il semblerait que 1’amine réagisse sous sa forme
déprotonée. En revanche, la présence d’un optimum souléve des questions et laisse entrevoir
un mécanisme réactionnel complexe. Nous verrons plus tard que la gamme de pH optimale
dépend de la concentration de I’espéce aminée, de son pKa mais également de la

concentration en ions hydroxydes.
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Pour montrer que la fonctionnalisation nécessite une solution de greffage basique,
nous avons mis en contact une solution constituée d’héxylamine a 60 mM dans du phosphate
de sodium dibasique 0,2M ajustée a pH 4 avec un échantillon de diamant hydrogéné pendant

12 heures. Le spectre associé est présente sur la Figure I11- 23.
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Figure I11- 23 : Spectre infrarouge réalisé en ATR avec un cristal germanium d’un échantillon
diamant hydrogéné mis en contact avec la solution de greffage d’hexylamine ajustée a pH 4.

Nous pouvons tout d’abord constater ’absence de pic dans la zone 2850-2970 cm™.
Cela montre qu’il n’y a pas d’hexylamine a la surface de 1’échantillon. On remarque en
revanche, 1’apparition de nombreux pics dans la zone 1000-1300 cm™, mettant en évidence le
stretch des liaisons C-O. Le premier pic situé a 1050 cm™ est la signature des alcools
primaires aliphatiques. On remarque ensuite un pic trés large centré en 1210 cm™ attribué aux
fonctions hydroxyles de type phénol, aux éthers aromatiques et vinyle éther, ainsi qu’aux
« bending » de certains groupements hydroxyles. Il apparait également un pic intense a 1440
cm™ avec un épaulement & 1430 cm™. Ces pics sont attribués respectivement au mode bascule
des CH; se trouvant en alpha d’un carbone sp2 et a ceux en alpha de groupement oxydé type
C-O. Au vue de la forme de cette large bande, des pics associés aux phases C=C aromatiques
doivent étre confondus avec les différents modes bascules des CH.. Il y a ensuite deux pics a
1500 et 1580 cm™ qui sont la signature de phase C=C de type aromatique, indiquant la

présence de phase non diamant. 1l est important de noter que dans ce cas on remarque que la
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zone située entre 2850 et 2970 cm™ associée au CHx apparait cette fois ci négative. Cela
montre qu’il y a eu disparition d’une partie des fonctions hydrogénées de surface présente sur
le diamant avant sa mise en contact avec la solution de greffage. Ce spectre affiche des
caractéristiques similaires a celui détaillé dans le Chapitre |1 qui provenait d’un substrat

hydrogéné identique, laissé sous air 6 mois puis caractérise.

Si on compare ce spectre a celui de la Figure 111- 21 présentée dans la partie 111.C.4.b,
correspondant a la mise en contact d’un échantillon hydrogéné dans la solution de greffage
standard a pH basique en 1’absence d’espéce aminée. On peut alors déduire que les solutions
basiques ne modifient pas de maniere significative la surface du diamant hydrogéné, alors que
les solutions acides oxydent clairement les échantillons hydrogénés. Ce résultat est en accord
avec des travaux récents effectués par Bongrain et al. [42] sur des micro-leviers de diamants
caractérises par XPS, dans lesquels ils ont également montré le caractére oxydant des

solutions acides sur les échantillons diamant.

Un dernier facteur pouvant étre impliqué dans le mécanisme de greffage a également
été étudié, la lumiere pouvant agir comme un catalyseur. Nous nous sommes donc assuré
qu’il n’y ait aucun effet d’activation du a la lumiére ambiante. Nous avons constaté que la

présence ou ’absence de lumiere n’influe en rien la fonctionnalisation.

Nous avons montré qu’il est possible d’immobiliser toute espece comportant une
amine primaire aliphatique de maniere spontanée par simple contact de la solution de greffage
avec le substrat et ce en une seule étape. Il reste néanmoins a évaluer la force d’accroche du
lien entre la molécule immobilisée et le substrat. La stabilité est un des paramétres cruciaux
permettant de caractériser une méthode de greffage. Nous avons vu au paragraphe 111.B, que
toutes les méthodes de fonctionnalisation ne conduisent pas a la formation d’une liaison
covalente. Ces derniéres étant plus stables que les liaisons metal-ligand [14], elles n’affichent
pourtant pas toutes la méme solidité. Par exemple le couplage des hydrazines avec les
carbonyles [7] ou le couplage d’acide carboxylique avec les fonctions hydroxyles de surface
[10], engendre des liaisons covalentes qui peuvent étre rompues avec une simple variation de
pH.
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I11.C.5. Caractérisation du greffage

Nous allons dans cette partie analyser de maniere expérimentale deux parameétres
d’intérét majeur caractérisant le greffage. Dans un premier temps nous évaluerons la stabilité
de la biotine greffée en nous appuyant sur la microscopie de fluorescence. Puis nous nous
intéresserons dans un second temps a l’influence du temps de greffage sur la quantité
d’especes immobilisées. Nous caractériserons le greffage par électrochimie en immobilisant

une sonde électrochimique.

[11.C.5.a Stabilité

Pour évaluer la stabilité de notre greffage nous avons fonctionnalisé la biotine puis
effectué des cycles de révélation successifs par microscopie de fluorescence. La biotine(peg)s-
aminée a été immobilisée par drop casting. Le milieu de greffage est une solution de
Phosphate de sodium dibasique 0,2M contenant 20% de glycérol et ajustée a un pH de 10. La
biotine(peg)s-aminée est introduite a une concentration de 3 mM. La solution de greffage est

mise en contact avec le substrat pendant 2 heures puis 1’échantillon est rincé et séché.

Nous avons ensuite procédé a la révélation par microscopie de fluorescence selon le
protocole standard détaillé au paragraphe I11.C.3. Le contraste de fluorescence est ensuite
calculé. Il s’en suit une étape de régénération de la surface qui consiste a rompre le lien
biotine-avidine de maniéere a préparer la surface pour une nouvelle étape de révélation par
microscopie de fluorescence. Comme nous 1’avons vu au paragraphe 111.C.1, la constante de
dissociation du couple est tres faible, ce qui dénote la grande force de liaison entre ces deux
especes. Bien qu’il existe différents traitements pour rompre le lien biotine-avidine, nous
avons constaté expérimentalement que la seule voie permettant de régénérer parfaitement la
surface est basée sur 1’utilisation de la trypsine. La trypsine est une protéase que 1’on trouve
dans le systéme digestif et qui permet I’hydrolyse des protéines. Elle clive les liaisons
peptidiques des chaines proteiques, découpant ainsi les protéines en petits fragments. Une
régénération totale de la surface nécessite de mettre 1’échantillon en contact avec une solution
de trypsine pendant au moins 12 heures a une température de 37°C. Aprés ce traitement,
I’échantillon est rincé abondamment a 1’eau ultrapure/éthanol/eau ultrapure puis séche.

L’¢échantillon est a partir de ce moment prét pour une nouvelle révélation.
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Le cycle de révélation est illustré sur la Figure Il11- 24. Il fait apparaitre 1’étape de
révélation par microscopie de fluorescence mais également 1’étape de régénération de la

surface.
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Figure 111- 24 : Représentation schématique du greffage de la biotine, puis du cycle de révélation : 1)
Blocage des sites non spécifiques avec la BSA, 2) Couplage du fluorophore (SAPE) avec la biotine, 3)
Régénération de la surface par traitement a la trypsine.

Il a été réalisé au total 27 cycles de réveélations. Nous avons calculé le contraste de
fluorescence pour chaque cycle et reporté les valeurs dans I’histogramme de la Figure I11-
25.a. Pour mettre en évidence I’importance du traitement de 1’échantillon avec la trypsine,
nous avons omis ce traitement aux cycles 6 et 13. Nous pouvons voir que le contraste de
fluorescence diminue fortement lorsque le traitement a la trypsine n’est pas effectué. Cela
vient du fait que les molécules de SAPE immobilisées lors du cycle précédent sont restées
fixées sur les biotines fonctionnalisées. Il n’est donc pas possible d’immobiliser des nouvelles
molécules de fluorophore actives. Or la SAPE qui est restée fixée a subit le phénoméne de
photoblanchiment et n’est donc plus active en fluorescence. Ce constat montre I’importance
de I’étape de régénération de la surface par la trypsine. Nous nous sommes assuré qu’il n’y
avait aucune rémanence de la fluorescence. Pour ce faire, aprés 1’étape de traitement a la
trypsine nous n’avons pas introduit de fluorophore avant la révélation du cycle 17. On voit

que le contraste de fluorescence est bien de 0.
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Figure I11- 25 : &) Histogramme représentant ['intensité de fluorescence des cycles révélation
successifs de la biotine greffée sur diamant hydrogéné, pour les cycles 6 et 13 [’échantillon n’a pas été
soumis a l’étape de régénération par la trypsine et pour le cycle 17 il n’a pas été couplé a la SAPE. b)

Histogramme représentant l'intensité de fluorescence des cycles de révélation successifs de la biotine
greffée sur diamant hydrogéné auquel a été soustrait les cycles 6, 7 et 13.

Nous avons ensuite retiré ces 3 cycles et tracé un nouvel histogramme (Figure IlI-
25.b.) A partir de ce nouveau graphique nous avons calculé le contraste de fluorescence
moyen. Celui-ci est de 11,5 avec un écart type de 2,2 et un écart moyen de 1,7. On remarque
que la valeur de I’écart type reste faible devant le contraste de fluorescence moyen. Les
fluctuations observées sont inhérentes a la technique de microscopie de fluorescence. Il faut
tout d’abord noter que 1’ensemble des révélations s’est étalé sur une période d’un mois et
demi. Sur un laps de temps aussi grand, de nombreux facteurs sont a prendre en compte
(Pintensité de la lampe fluctuant d’une expérience a 1’autre, le vieillissement des solutions de
BSA dans le temps engendrant un blocage moins efficace des zones non greffées...). Il faut
également prendre en compte ’utilisation de différents lots de SAPE, pouvant engendrer une
variation de la concentration en fluorophore. Enfin, le parameétre crucial est lié a la
régénération de la surface. Le temps de traitement ainsi que les solutions de trypsine ont varié
durant cette expérience entrainant donc des fluctuations sur I’état de surface apres

régéneration.

En 2002, Hamers et al. [33] ont mis au point une biopuce & ADN en utilisant la
méthode de fonctionnalisation des alcénes par photochimie. lls ont ensuite caractérisé la
stabilité de la liaison par microscopie de fluorescence, en procédant a trente cycles de
révélation basés sur 1’hybridation-déshybridation de I’ADN. Bien que [’outil de

caractérisation soit similaire, et comme nous 1’avons abordé dans la partie I11.C.3, il est
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impossible de tirer une quelconque conclusion en utilisant des valeurs brutes de spectroscopie
de fluorescence. Ils se sont donc intéressés a 1’évolution de la fluorescence en fonction du
nombre de cycles pour conclure a la stabilité de la liaison. Ils ont constaté des fluctuations de
I’intensité autour d’une valeur moyenne et ont pu conclure que la liaison formée lors de la
fonctionnalisation des alcénes par photochimie est stable. Méme si cette méthode
expérimentale n’apporte pas d’indication sur la nature de la liaison, elle permet d’écarter de
nombreux cas de figure comme les interactions électrostatiques ou encore les liaisons datives.
Les observations faites dans notre cas sont similaires a celles faites par Hamers. On peut donc

en déduire que la liaison formée est stable.

I11.C.5.b Corrélation entre temps de greffage et quantité greffée

Cette partie est axée sur I’étude de la cinétique du greffage. Une premiére partie sera

basée sur le suivi du greffage de I’héxylamine en temps réel par Solution Gate Field Effect
Transistor (SGFET). Ces travaux se sont déroulés a l’universit¢ de Munich au Walter
Schottky Institute dans 1’équipe de Jose Garrido. Les FETs ont été réalisés par Mortiz Hauf
qui est Doctorant au sein de cette équipe. Cette expérience nous renseignera sur la cinétique
de notre greffage. La seconde partie sera basée sur I’immobilisation puis la détection d’une
molécule sonde éléctrochimiquement active. A partir de la caractérisation électrochimique,
une estimation de la quantité greffée pourra étre déduite. En fonction de cette quantité, nous
pourrons envisager la possibilité que cette technique de greffage conduise a la formation

d’une monocouche.

5.b.1  Suivi cinétique du greffage par FET

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre I, les transistors a effet de champ sont basés
sur les proprietés de conduction surfacique du diamant intrinséque hydrogéné. Kobayashi et
al. [43] ont été les premiers a mettre en évidence ce phénoméne sur diamant. L’équipe de
kawarada a ensuite poursuivi les travaux jusqu'a la conception du premier SGFET en 2001
[44]. Dans le cas de diamant intrinseque hydrogené, une région positivement chargée (de type
p) se crée en sub-surface. Dans ce cas, la densité surfacique de porteurs devient supérieure a
10*%/cm2. Elle a alors un ordre de grandeur supérieur & celle des Metal Oxide Semiconductor
FET (MOSFET) sur silicium. Les porteurs présents en sub-surface constituent donc le canal
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(Figure 111- 26.a). On place ensuite 1’électrolyte en contact avec le dispositif (Figure 111- 26.b)
pour constituer le SGFET. L’¢lectrode de référence en contact avec la solution électrolytique,
qui est Ag/AgCl dans notre cas, constitue la grille. C’est pour cette raison que 1’on parle de
Solution (électrolyte) Gate FET. Le diamant hydrogéné induit donc tous ces effets de charge
et permet 1’apparition de la couche conductrice de type p en sub-surface. On peut voir qu’une
modification de charge a proximité de la surface modifiera la quantité de porteur et donc la
conductivité du canal. De la méme maniere, si la quantité de C-H surfacique varie on

observera également un changement de la conductivite.
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Figure I11- 26 : a) Schéma représentant le canal conducteur apparaissant en sub-surface des
échantillons diamant intrinseques hydrogénés plongés dans une solution électrolytique, b)
Représentation schématique d’'un SGFET diamant.

La caractéristique d’un transistor est donnée par la courbe Ids-Vds. Cette courbe
montre 1’évolution du courant transitant entre le drain et la source lorsqu’on fait varier le
potentiel entre ces bornes, pour un potentiel grille-source donné. Il faut garder a 1’esprit que la
conductivité du canal, donc le courant drain-source, est modulée par le potentiel appliqué
entre la grille et la source. Le FET a une surface de 9 mm? et le volume de la solution en
contact avec la surface est de 1ml. La solution utilisée pour les caractérisations est une
solution de KCI 0,1M contenant 10mM de tampon phosphate a pH 7,4. La Figure 1lI- 27.a
montre les courbes Ids-Vds pour une tension grille comprise entre +0,4V et -0,7V. On
remarque pour des tensions de drain comprises entre 0 et -0,1V, que le courant de drain est
proportionnel a cette derniére. C’est dans cette partie, ou le transistor adopte un
comportement ohmique, que nous nous positionnerons lors de nos études. Pour avoir la
sensibilité la plus grande tout en restant dans la zone linéaire nous choisirons une tension

drain-source de -100mV.
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Figure Il11- 27 : a) Caractéristique I(drain source) —V(drain source) du transistor avant
fonctionnalisation pour une tension de grille comprise entre +0,4V et -0,7V vs Ag/AgClI, b)
Caractéristique -V (drain-source) du transistor aprés fonctionnalisation pour une tension de grille
comprise entre +0,4V et -0,7V vs Ag/AgCl, c) Caractéristique I(drain source) — V(grille) du transistor
avant (en rouge) et aprés (en noir) greffage.

Apres avoir caractérisé notre FET avant fonctionnalisation, nous avons procéde au
suivi de I’immobilisation de 1’héxylamine en temps réel. Le suivi consiste a appliquer une
tension drain-source de -100mV et une tension de grille de -300mV et d’enregistrer le courant
drain-source en fonction du temps. Nous injectons ensuite des concentrations différentes
d’héxylamine dans la solution de greffage. La solution de greffage utilisée est du phosphate
de sodium dibasique a 0,2M ajustée a un pH de 9,6. Avant de procéder a la premiére
injection nous avons laissé le courant se stabiliser pendant quelques heures. Nous effectuons
une premicre injection d’héxylamine de 2uM en solution, puis nous laissons le courant
évoluer pendant deux heures. La seconde injection porte la concentration de la solution a
800uM et la troisieme a 17,5mM. Le temps total de fonctionnalisation est de 16 heures. La
Figure I1I- 28 montre les injections ainsi que la variation de l’intensité drain-source en

fonction du temps. La variation du courant est positive car le courant drain-source est négatif
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mais cela correspond bien a une baisse du courant. Comme nous 1’avons vu au chapitre I,
seules les molécules chargées négativement peuvent influer sur la conductivité du canal du
fait de la charge positive des hydrogenes de surface. Or la molécule introduite en solution est
chargée positivement car I’amine est majoritairement protonée pour cette valeur de pH. Elle
ne peut donc pas modifier la conductivité du transistor. De plus elle n’aura pas tendance a
s’adsorber sur la surface du fait de la charge positive de la surface. Cette variation implique
qu’il y ait une diminution de la quantité de C-Hx en surface mettant clairement en évidence la
disparition de C-H en surface.

05-
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Figure 111- 28 : Variation du courant drain-source en fonction du temps lors des injections successives
d’héxylamine dans une solution de phosphate de sodium dibasique 0,2M ajustée a pH 9,6 a des
concentrations successives de 2, 800uM et 17,5mM. La tension drain-source imposee est de -100mV et
la tension de grille de -300mV vs Ag/AgCl.

L’utilisation d’une fonction exponentielle permet d’accorder les données
expérimentales aux calculs théoriques. L’ajustement des parametres montrent qu’il s’agit
d’une exponentielle du deuxiéme ordre pour les deux premicres injections et du premier ordre
pour la derniere. Cela signifie que deux parametres rentrent en compte dans la cinétique de

greffage. Nous aborderons plus en détails ce point dans la partie suivante.

Aprés 14 heures de fonctionnalisation, le transistor a été caractérisé par la mesure Ids-
Vds dans les mémes conditions qu’avant I’immobilisation de 1’héxylamine. La Figure IlI-
27.b montre les courbes obtenues. A partir des courbes Ids-Vds, nous avons tracé pour le
transistor, avant et apres le greffage, le courant drain-source en fonction de la tension de grille
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pour une de tension drain-source de -100mV. Les données sont reportées dans la Figure I1I1-
27.c. On peut remarquer que pour une tension de grille comprise entre 0 et -0,3V les deux
courbes affichent une partie linéaire. De plus il y a un décalage en intensité entre le FET avant
et aprés greffage qui met en évidence une variation du nombre de C-H de surface. Or
I’intensité du drain est directement proportionnelle au nombre de porteur. La baisse de
I’intensité observée fait apparaitre une diminution de la conductivité qui correspond a une
diminution moyenne du nombre de porteur par rapport au transistor non modifié de 10%.
Hamers et al. [45] ont évalué la quantité d’atomes de carbone présent sur diamant hydrogené
(111) est de 1,8.10" atome/cm2. Dans le méme temps ils ont montré qu’une monocouche
compacte conduit & I'immobilisation de 4.10* molécule/cm?2. Cela signifie donc que lors du
greffage d’une monocouche compacte sur diamant hydrogéné, seul un atome de carbone sur
10 est lié¢ a une molécule appartenant a la monocouche. C’est ce qui explique que méme apres
fonctionnalisation sur diamant hydrogéné il existe toujours ces phénomenes de conduction
surfacique. Dans notre cas la diminution de I’intensité et donc de la conductivité du canal de
10% semble correspondre a la disparition d’une liaison C-H sur un atome de carbone sur 10
et corréle les observations faites par Hamers. Dans la partie 111.C.4.a, nous avons caractérise
par FTIR un échantillon greffé dans les mémes conditions avec I’héxylamine et nous avons
montré que la molécule était bien greffée. Méme s’il est pour le moment impossible de statuer
sur la nature de liaison, si on correle les résultats de FTIR et ceux du SGFET, on peut affirmer
que la fonctionnalisation a lieu sur les CH de surface, qu’il y a disparition de ces CH et

greffage de la molécule.

Le greffage de I’héxylamine sur SGFET, nous a permis de mettre en évidence la
spécificité du greffage sur les liaisons C-H de surface du diamant hydrogéné. En dépit de la
grande stabilité associee a ce type de liaison, nous avons pu montrer la disparition des
hydrogenes de surface lors de la fonctionnalisation. Ce constat implique donc la rupture de
ces liaisons durant le mécanisme de greffage. Nous avons également pu voir que la variation
de la conductivité observée semble correspondre a I’immobilisation d’une monocouhe.
D’autre part, le suivi du greffage laisse apparaitre une cinétique de greffage complexe qui
semble étre du deuxieme ordre. En revanche nous ne pouvons toujours pas affirmer que le
greffage soit équivalent sur chacune des orientations cristallines présentes. C’est ce a quoi

nous allons maintenant essayer de répondre.
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5.b.2  Etude électrochimique de I'immobilisation du ferrocene aminé

La caractérisation de la quantité de molécule fonctionnalisée est une étude nécessaire
pour différentes raisons. Tout d’abord, I’estimation du nombre de molécules greffées nous
permettra de supputer quant a la formation ou non d’une monocouche. De plus, comme nous
I’avons vu dans la partie 111.C.4.c, il y a une évolution du contraste de fluorescence et donc de
la quantité immobilisée en fonction du temps de contact entre la solution de greffage et le
substrat. Ce constat nous autorise a penser qu’il est possible de remonter a la cinétique en
calculant le nombre de molécules greffées en fonction du temps de greffage. L’électrochimie
est une technique adéquate pour calculer le nombre d’espéces présentes sur la surface de
I’électrode, lorsque celles-ci sont immobilisées. Il faut pour cela choisir un couple redox, qui
affiche une bonne réversibilité. Nous avons choisi un couple bien connu et un des plus utilisé
dans le domaine de 1’électrochimie, le ferrocéne. C’est un couple stable, affichant une bonne
réversibilité car le processus d’échange électronique est purement électrochimique. En effet,
le transfert €lectronique entre le ferrocéne et la surface s’effectue selon un processus « outer
sphere ». Contrairement aux processus inner sphere qui nécessite la formation d’une liaison
entre I’espece redox et le substrat, le transfert outer sphere s’effectue par un mécanisme de

type effet tunnel.

Cette étude a été réalisée sur une série de huit échantillons nanocristallins lourdement
dopés provenant du méme wafer d’origine. Cela nous a permis de travailler avec une gamme
d’échantillons aux propriétés électrochimiques similaires. Nous avons ensuite greffé sur ces
échantillons, préalablement hydrogénés dans les conditions standards décrites dans la partie
[11.C.4, une molécule de ferrocéne-(peg)s- aminé (Figure I11- 29).

0
@ HN\/\/O\/\O/\/O\/\/NHZ
Fe
Figure I11- 29 : Formule topologique du ferrocéne(peg); aminé.

Une seule solution mere a été preparée et utilisee pour le greffage de chaque
échantillon. Cette solution comporte le ferrocéne-(peg)s- aminée a 20 mM dans une solution
aqueuse de phosphate dibasique 0,2M, ajustée a un pH de 10,6. La solution a ensuite été
fractionnée et chaque échantillon a été immergé dans cette derniére avec des temps de contact
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différents de : 30 sec, 1 min, 30 min, 1h30, 3h30, 8h, 14h et 24h. Les échantillons ont ensuite
¢été rincés, puis séchés avant d’étre caractérisés par électrochimie. La solution é€lectrolytique
support utilisée est une solution de Perchlorate de lithium 0,2M. Pour chaque échantillon,
I’acquisition des voltampérogrammes a différentes vitesses de balayage a été effectuée. La
Figure I11- 30.a montre les voltampérogrammes du ferrocéne correspondant a 1’échantillon qui
est resté en contact 3h30 avec la solution de greffage. On peut voir que le potentiel standard
du couple est de + 0,38 V par rapport a 1’¢électrode de référence Ag/AgCl. Cela correspond
aux valeurs rapportées dans la littérature [46], [47]. L’équation de Randles-Sevcik (1) relie
I’intensité recueillie a 1’¢lectrode en fonction du coefficient de diffusion de 1’espéce D, de sa
concentration C, du nombre d’électrons impliqués dans le transfert n, de la surface de

I’¢électrode A, de la vitesse de balayage v et de la constante de Faraday F.

0,4463nFACYDnFv
I= (1)
VRT

L’équation présentée ici décrit 1’évolution du courant dans le cas d’un régime diffusif,
c'est-a-dire dans le cas ou I’espéce est en solution. Le transport de matic¢re jusqu’a 1’électrode
est donc soumis a la diffusion. Dans ce cas, la loi de Randles-Sevcik montre que ’intensité

sera proportionnelle a la racine carrée de la vitesse de balayage.

Une espéce immobilisée sur la surface de I’¢électrode ne sera en revanche pas soumise
au phénomene de diffusion. L’intensité enregistrée a 1’électrode peut alors étre exprimée

comme :
I = 0,25 NFAC.l.a

ou | est I’épaisseur de la couche réservoir, C la concentration en espece dans le volume de la

couche réeservoir (A.l) et a = nFv/RT.

Cela signifie donc que pour toute espece immobilisée sur la surface de 1°¢électrode,
I’intensité des pics d’oxydation et réduction recueillie sera donc proportionnelle a la vitesse
de balayage. Nous avons reporté 1’intensité des pics d’oxydation et de réduction en fonction
de la vitesse de balayage (Figure Il11- 30.b). L’évolution linéaire de 1’intensité des pics en

fonction de la vitesse de balayage, implique donc que I’espéce est bien immobilisée sur le
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Figure 111- 30 : a) Voltampérogrammes réalisés sur une électrode diamant restée en contact avec la
solution de greffage contenant le ferrocéne aminé pendant un temps de 3h30. Solution électrolytique
de LiClO,4 0,2M dans I’eau, Serectrode - 0,12 cm2. b) Graphique montrant [ ’évolution de la densité de
courant des pics anodiques et cathodiques en fonction de la vitesse de balayage des
voltampérogrammes représentés.

Il est également possible grace aux voltampérogrammes d’évaluer la quantité
d’espéces immobilisée a la surface de I’électrode. Pour tout phénoméne faradique il est
possible de remonter a la charge qui a transité par 1’électrode a partir des voltampérogrammes.
Pour cela il suffit d‘intégrer 1’aire sous le pic d’oxydation ou de réduction. La loi de
I’électrolyse de Faraday (2) permet de relier la charge (Q), la quantité d’espéces qui a échangé
des é€lectrons avec 1’électrode ©, le nombre d’électrons impliqués dans le transfert (n) et la

constante de Faraday (F).
Q = FCr (2

Nous avons ainsi pu pour chaque temps de greffage évaluer la quantité de ferrocéne
immobilisée sur la surface. Toute les quantités greffees on été calculées pour une vitesse de
balayage de 250 mV/s. Nous avons ensuite tracé la quantité greffée en fonction du temps de
contact de 1’échantillon avec la solution de greffage (Figure Ill- 31.a). La Figure Ill- 31.b a

quant a elle été tracée sous forme d’histogramme et selon une échelle de temps non linéaire.
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Figure 111- 31 : a) Evolution de la quantité de ferrocéne immobilisée sur des électrodes diamant
restées en contact des temps différents (30s, 1, 30, 90 210, 840, 1440 min) avec la solution de greffage
contenant le ferrocene aminé en fonction du temps, b) Histogramme montrant [’évolution de la
quantité de ferrocénes immobilisée sur des électrodes diamant en fonction d’une échelle de temps non
linéaire.

On remarque tout d’abord la diminution apparente de la quantité greffée pour le
dernier point correspondant au temps de 24 heures. Le cas particulier de cet échantillon sera
traité ultérieurement et nous nous intéresserons uniquement aux six premiers points dans un
premier temps. La Figure Il1- 31.a représentant 1’évolution de la quantité greffée en fonction
du temps nous renseigne donc directement sur la cinétique du greffage. En nous intéressant de
plus prés a la vue d’ensemble de la Figure Ill1- 32.a on constate que le greffage semble
présenter deux phases cinétiques différentes. Les gammes de temps correspondant a ces deux
cinétiques ont été entourées par des cercles. La premiére phase cinétique représentée par la
courbe bleue est rapide, alors que la deuxieme illustrée par la courbe rouge est lente. Cela
confirme les observations relatives aux différentes techniques de fonctionnalisation non
radicalaire aboutissant a la formation de monocouche. Nous nous plagons dans la
configuration ou la quantité d’especes a immobiliser en solution n’est pas limitante. Dans la
premiere étape, la quantité de molécules déja immobilisées a la surface est faible, elles n’ont
donc & ce moment la pas encore d’interactions entre elles. Les sites de greffage potentiels en
surface sont par conséguent majoritairement non occupés et tout se passe comme si les
molécules a greffer en solution ne voyaient pas les sites déja fonctionnalisés. On peut voir que
cette étape est relativement courte et correspond a une gamme de temps comprise entre 0 et
une dizaine de minutes. Il a été établi expérimentalement que la quantité immobilisée durant
cette étape correspond a la formation de 40 a 80 % de la monocouche. Cette valeur dépend en

majeure partie de la molécule immobilisée.

112



2,5¢10™ 7 1,5¢10™ 1

& 40 &
E 2,010 A _g_ u
E,'LSXWO‘C- -{;1.0)(10 4
b b
o e
o 1.0010™ @ =
2 £ "
g " T 510 A
g 5,010 + €] [ ]
0,0 4
]
T —T— 7 0045 T T T T v T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 10 20 30
a) Temps de greffage (minute) b} Temps de greffage (minute)

Figure I11- 32 : a) Evolution de la quantité de ferrocénes immobilisée en fonction du temps de greffage
mettant en évidence deux phases cinétiques distinctes, b) Zoom sur les quatre premiers temps de
greffage (30s, 1, 30 et 90 min) de la courbe illustrant [’évolution de la quantité de ferrocenes
immobilisée en fonction du temps de greffage.

Il est admis que le greffage d’une molécule peu encombrante correspond a une
quantité d’espéces immobilisée de 1’ordre de 10™° mole/cm2. Dans notre cas la quantité
maximale immobilisée est de 2,2.10™° mole/cm?2 pour un temps de 14 heures. Cette quantité
est de 1,3.10™° mole/cm? pour un temps de 30 min. On a donc formation de 60% de la
monocouche apres seulement 30 min de greffage. Au vue des quantités greffées, rien ne
semble indiquer la formation de multicouches, il semblerait méme que cette technique de
greffage aboutisse a la formation d’une monocouche. Il est a ce stade impossible de conclure
qu’il y ait formation d’une monocouche, nous essaierons de répondre a cette question dans la
partie 111.D lorsque nous traiterons la partie axée sur le mécanisme de greffage. A la suite de
cette étape rapide, apparait la deuxieme étape beaucoup plus lente. La diminution de la
cinétique est due a I’encombrement surfacique généré par les molécules déja immobilisées. La
quantité d’espéces greffée sur la surface augmente et les sites de greffages potentiels restant
sont maintenant moins nombreux et moins accessibles. Les molécules présentent en surface
sont orientées de maniere aléatoire, encombrant donc les sites de greffage disponibles restant.
Pour que le greffage de nouvelles espéces soit possible, il doit maintenant y avoir un
mouvement des chaines alkyles des molécules immobilisées permettant de libérer un nouveau
site de greffage. Il n’existe en réalit¢ aucune délimitation précise séparant ces deux étapes
mais il s’agit plutét d’une diminution progressive de la vitesse de greffage. Ceci est
clairement mis en évidence si on effectue un zoom sur les quatre premiers points Figure I11-

32.b, on remarque qu’en réalité la courbe a un comportement exponentiel. L’analyse de cette
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courbe sera abordée dans la partie 111.E qui sera consacrée a I’analyse détaillée de la cinétique

du greffage.

Nous allons maintenant tenter d’expliquer la raison de la diminution apparente de la
quantité greffée pour le temps de greffage de 24 heures. Sur la Figure IllI- 33.a sont
représentés les voltampérogrammes correspondant a différents temps de greffage pour une

vitesse de balayage de 300mV/s.
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Figure I11- 33 : @) voltampérogrammes réalisés sur des électrodes diamant restées en contact avec la
solution de greffage contenant le ferrocéne pendant 1, 30, 210, 840 et 1440 minutes, b) Evolution de
la largeur & mi-hauteur des pics d’oxydation, ainsi que de la différence de potentiel entre les pics
d’oxydation et de réduction des différents voltampérogrammes (Figure I11- 33.a) en fonction du temps
de greffage.

Nous avons pour chacun de ces voltampréogrammes calculé la différence de potentiel
séparant le pic d’oxydation et le pic de réduction (notée AE), ainsi que la largeur a mi-hauteur
de ces mémes pics. Les valeurs obtenues sont reportées dans la Figure I11- 33.b . On remarque
que I’évolution des valeurs du AE et de la largeur a mi-hauteur en fonction du temps de
greffage est la méme. La loi de Nernst (3) définit le potentiel d’équilibre de 1’électrode par
rapport au potentiel standard du couple redox.

oX
E=go+ "0 | 2
nF ared

©)

Pour un couple redox parfaitement réversible en solution, la valeur du AE doit donc
étre de 30 mV. Dans notre cas, I’espéce étant immobilisée au voisinage de la surface, il ne

devrait y avoir en théorie aucune différence de potentiel entre le pic d’oxydation et de
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réduction. Dans la pratique, cette valeur est supérieure a OV. On constate pour les temps
inférieurs a 14 heures que la valeur du AE est de 1’ordre de 25mV pour les premiers temps de
greffage et qu’elle augmente pour les points correspondant a 14 et 24 heures de greffage
(Figure 11I- 33.b). De plus si I’on regarde ’allure des voltampérogrammes de la Figure 1lI-
33.a, on peut voir I’élargissement, ainsi que 1’écrasement des pics d’oxydation et de
réduction. Les valeurs des largeurs a mi-hauteur des voltampérogrammes affichent un
comportement similaire a celles de 1’évolution AE et mettent en évidence cet écrasement. Il
faut tout d’abord rappeler que le AE est une valeur thermodynamique directement reliée a
I’enthalpie libre du systéme. Le potentiel E appliqué a 1’¢électrode représente 1’énergie que
I’on met a disposition des espéces redox pour échanger des électrons avec 1’électrode de
travail. Dans notre cas 1’augmentation du AE correspond a une dissipation d’énergie. On peut
modéliser I’interface de 1’électrode de diamant par le circuit équivalent de Randles [4, 48]
représenté sur la Figure I11- 34.a.
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Figure I11- 34 : a) Schéma du modele de Randles, décrit par un circuit électrique équivalent, associé
au comportement électrique d’une électrode diamant, b) Schéma de la modélisation par un circuit
électrique équivalent d'une électrode diamant fonctionnalisée par une couche de ferrocene-(peg)s.

Le courant total enregistré a I’¢lectrode provient de processus faradiques et non-
faradiques. Les processus faradiques proviennent du transfert de charges entre la sonde
électrochimique en solution et 1’électrode et les processus non faradique de la capacité double
couche. Pour une sonde électrochimique donnée et un matériau non fonctionnalisé,
I’impédance dépend uniquement des propriétés de 1’¢lectrode. Lorsque 1’on fonctionnalise un

matériau, la contribution de la couche immobilisée modifie considérablement les processus
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faradiques et capacitifs et donc I’'impédance (Figure Ill- 34.b). Quand la couche
fonctionnalisée est compacte, les propriétés électrochimiques de 1’électrode vont étre
modifiées. Le groupement ferrocéne situé au dessus de cette couche ne verra plus le potentiel
Vpot imposé par le potentiostat, mais un potentiel apparent Vapp inferieur a ce dernier
(Figure I1l- 34.b). Une des modifications du comportement eélectrochimique est
I’augmentation de la capacitance avec le temps de greffage. Ainsi C; devient C;” avec C;’ >
C:;. Quand la couche greffée devient compacte, la densité des chaines ralentit
considérablement la diffusion des ions a I’intérieur de la couche. On observe donc une
augmentation de la capacité double couche. Il est possible a partir des différents
voltampérogrammes d’évaluer le courant non-faradique (ou capacitif) (Figure 111- 35.a). Ces
valeurs ont été reportées sur la Figure I11- 35.b. II faut noter qu’il s’agit d’une estimation des
valeurs et en aucun un calcul formel mais cela nous donne néanmoins des informations sur
son évolution en fonction du temps de greffage. L’autre modification est liée a la difficulté
gu’a le groupement ferrocéne a atteindre la surface. Pour que le transfert électronique soit
possible, cela nécessite une certaine mobilité des chaines. Or le groupement est maintenant
éloigné de la surface et I’encombrement di a la densité de la couche rend difficile 1’approche
du groupement redox vers la surface. Cela se traduit par une augmentation de la résistance de
transfert de charge et R; devient R;” avec R;” > Ry (Figure 1l1- 34). Ces deux phénoménes
impliquent d’augmenter 1’énergie, et donc le potentiel appliqué a I’électrode, nécessaire au
processus redox. Dans le cas extréme correspondant a 1’échantillon greffé pendant 24 heures
et pour une vitesse de balayage ¢levée, il n’est donc plus possible d’échanger des électrons
avec tous les groupements ferrocene de la couche. Cela implique donc une baisse apparente

de la quantité immobilisée.

La caractérisation du greffage du ferrocéne aminé par électrochimie nous a permis de
mettre en évidence I’influence du temps sur la quantité greffée, ainsi que les phénomenes de
densification de la couche. Cela nous a également permis de remonter a la cinétique de
greffage. Le calcul des quantités immobilisées pour les temps de greffage longs semble
indiquer que cette méthode permet d’obtenir une monocouche sans toujours en avoir la
preuve. Nous allons maintenant caractériser notre greffage par MEB et voir s’il est possible
de conclure quant a la formation d’une monocouche et a I’homogénéité du greffage sur

chaque orientation cristalline.
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Figure - 35 : a) Hlustration de la méthode d’évaluation du courant capacitif a partir d’un
voltampérogramme, b) Variation de l'intensité du courant capacitif en fonction du temps de greffage
du ferrocene.

I11.C.5.c Caractérisation MEB

Hamers et al. [49] ont utilisé la technique MEB pour caractériser le greffage d’une
monocouche qu’ils ont immobilisée par la méthode de photochimie des alcénes. Ils ont pu
observer une différence de contraste entre les zones greffées qui apparaissent plus sombres et
les zones non greffées. Cette observation peut étre reliée au fait que les électrons secondaires
émis (<50eV) par le substrat diffusent au travers de la couche organique aprés leur émission.
Le niveau de gris d’un pixel de ’image observé lors des expériences MEB en électrons
secondaires peut étre globalement reliée au nombre d’électrons (secondaires) récoltés dans la
partie de 1’échantillon correspondant au pixel. Un niveau de gris clair correspond a un grand

nombre d’électron recueilli au détecteur.

Agnes et al. [50] ont étudié le greffage des sels de diazonium par voie électrochimique
sur des électrodes diamant. Ils ont caractérisés les couches par AFM et ont montré que cette
technique conduisait a la formation de multicouches. lls ont également procédé a des
observations MEB de leurs fonctionnalisations. La Figure Ill- 36.a montre une image d’un
plot du film de nitrophényles immobilisé. Nous avons greffé par drop casting la biotine-
(peg)s-NH2 par la méthode de greffage des amines sur diamant hydrogéné dans les mémes
conditions que 1’étude menée dans la partie 111.C. La solution est composée de biotine aminée

2mM dans une solution de phosphate de sodium dibasique 0,2M contenant du glycérol a 20%
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en volume et ajustée a pH 10. La solution est restée une heure en contact avec 1’échantillon.

Nous avons ensuite caractérisé le greffage par microscopie électronique a balayage (MEB).

Figure I11- 36 : Images MEB en électrons secondaires : a) d 'un plot de nitro-phenyles greffés par
réduction électrochimique des sels de diazonium, b) d’un plot de biotine immobilisée par la méthode
de greffage spontanée des amines sur diamant hydrogéné. Tension d’accélération : 2keV

La Figure 111- 36.a. montre I’image MEB en électrons secondaires d’un plot de biotine
greffé par drop casting. On observe qu’une tache sombre d’un diamétre de 320 uM apparait
au centre de I’image. Elle correspond parfaitement a la taille des plots observés en
microscopie de fluorescence. Nous pouvons donc affirmer qu’il s’agit de notre plot de biotine.
Si I’on compare notre plot a celui observé par Agnes et al. [51], on remarque que dans leurs
cas le contraste entre la zone greffée et non greffée est plus marqué. Bien qu’il ne soit pas
encore possible de conclure, il semblerait encore que notre greffage ne conduise pas a la
formation de multicouches. Il n’a en revanche pas été possible dans ces conditions de
déterminer si le greffage est efficace sur chacune des orientations cristallines présentes dans
les échantillons polycristallins.

Pour tenter de mettre en évidence si le greffage est spécifique a une orientation
cristalline particuliere, nous avons utilisé une solution de streptavidine fonctionnalisée avec
des billes d’or d’un diamétre de vingt nanometres et cherché a les localiser en MEB. Nous
avons fonctionnalisé un échantillon microcristallin avec la biotine-(peg)s-NH; selon le méme
protocole que précédemment. Il a ensuite été placé dans la solution de BSA a 10 mgr/ml
pendant 20 minutes, puis mis en contact avec la solution de streptavidine-bille d’or pendant
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deux heures. La mesure de la Densité Optique (D.O) a permis 1’estimation de la quantité de
billes d’or en solution. Cette valeur est de Iordre de 10° billes. L’échantillon a ensuite été
rincé au PBS puis a I’eau ultra pure et enfin séché. Les Figure I11- 37.a, ¢ montrent les images
MEB en électrons secondaires de 1’échantillon couplé avec la streptavidine-bille d’or. La
Figure I11- 37.b est une image en électrons rétrodiffusés. Le contraste de phase observé entre
le matériau foncé et les particules brillantes nous indique qu’il s’agit bien de particules
métalliques. Le phénomene de réetrodiffusion est lié au numéro atomique. En effet, plus un
atome est lourd, plus la quantité d’électrons rétrodiffusés est importante. De plus le diamétre
des nanoparticules d’or utilisées est de 20nm, il correspond bien a la taille des objets

observées sur la Figure 111- 37.c.

EHT = 500KV Signal A = ESB
WD = 40mm wrebreo gt L

Figure I11- 37 : &), c) Images MEB en électrons secondaires de I’échantillon greffé avec la biotine,
puis couplé a la solution de streptavidine-bille d’or, b) Image MEB en électrons rétrodiffusés du méme
échantillon.

L’observation de la Figure Ill- 38, montre que les particules d’or sont aléatoirement
réparti sur I’ensemble de 1’échantillon. On en retrouve sur tous les types de grains présents sur
la surface du diamant. Cela montre clairement que le greffage n’est pas dépendant d’une
orientation cristalline particuliere. On peut penser que la faible quantité de bille d’or observée
est due a la faible quantité de greffage, or nous verrons dans la partie I11.D, que cette

technique de greffage conduit a la formation d’une monocouche.
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Figure l1- 38 : Image MEB en électrons secondaires de I’échantillon greffé avec la biotine puis
couplé a la solution de streptavidine-bille d’or

La quantité de biotine immobilisée est donc bien supérieure a la quantité de bille d’or
observées. A travers un comptage statistique du nombre de billes d’or, on trouve une quantité
de 5 billes d’or par um?. La taille de I’échantillon est de 6x6mm?, soit 0,36 cm?. On peut en
déduire que le nombre de billes d’or total immobilisées sur 1’échantillon est de I’ordre de
2.10% billes et nous avions initialement une quantité de 10° billes en solution. Plusieurs raisons
lies au mode opératoire peuvent expliquer cette différence. Premiérement, il est peu probable
que toutes les molécules de streptavidine-bille d’or présentes en solution puissent se coupler
avec une molécule de biotine en surface. Deuxiémement, 1’analyse en MEB de 1’échantillon
implique qu’il soit rincé et séché avant caractérisation. Cette étape de séchage peut avoir

engendré une dénaturation des protéines et le décrochage d’une partie des billes d’or.

Jusqu’ici nous avons mis en évidence par FTIR, le greffage de I’hexylamine sans
toutefois pouvoir deduire la nature du lien entre le substrat et cette derniére. Les expériences

de fonctionnalisation de la biotine et sa caractérisation par microscopie de fluorescence ont
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permit de trouver les conditions de greffage optimum, ainsi que l’effet des parameétres de
greffage sur la quantité immobilisée. Nous avons également montré la stabilité de 1’accroche
entre les molécules greffées et le substrat. Grace aux caractérisations électrochimiques du
ferrocéne greffé, nous avons vu que la quantité immobilisée est de 1’ordre de celle d’une
monocouche. Enfin nous avons recueilli des informations concernant la cinétique de greffage.
Nous allons maintenant a partir de ces différentes observations étre en mesure de formuler des
hypotheses sur le mécanisme de greffage. Nous allons également approfondir 1’étude de la

cinétique de la réaction et voir si elle valide ou non le mécanisme proposeé.

[11.D. Mécanisme de greffage

Deinhammer et al. [52] ont été les premiers a mettre en évidence le greffage des
amines par voie électrochimique sur carbone vitreux. Cette technique est basée sur
I’oxydation électrochimique d’une amine aliphatique induisant la création d’un radical sur
cette derniére. Ce radical réagit ensuite sur la surface de 1’électrode. Il se forme donc une
liaison C-N avec la surface. Il faut noter que le potentiel d’oxydation d’une amine aliphatique
primaire se situe autour de +1,3V vs Ag/AgCI. Par la suite Adenier et al. [53] ont montré que
I’on pouvait étendre cette technique a un grand nombre de métaux tels que le Platine et I’Or et
le Fer. Enfin Pinson et al. [54] ont mis en évidence une méthode de greffage spontanée
d’amines sur les mémes matériaux que ceux utilisés pour le greffage électrochimique. La
réaction se déroule dans I’acétonitrile par une simple mise en contact des échantillons avec la
solution. Dans cette méthode, 1’amine réagit donc sous sa forme déprotonée. Le mécanisme
est décrit comme étant radicalaire et il aboutit a la formation d’une liaison C-N, comme dans
le cas du greffage ¢lectrochimique. Le mécanisme de formation de ce radical en solution n’y

est pas détaillé.

A ce stade, nous avons vu que la technique n’est efficace que sur diamant hydrogéné,
que le seul solvant utilisable est I’eau et que le pH joue un rdle crucial. Pour étre en mesure de
formuler des hypotheses viables sur le mécanisme de greffage mis en jeu, il faut connaitre
I’état de la liaison entre le diamant et la molécule immobilisée. Vis-a-vis des travaux
antérieurs, on pourrait penser a la formation d’une liaison C-N entrainant la formation d’une
amine secondaire apreés le greffage. Des caractérisations en XPS ont été menées pour mettre
en évidence la présence d’azote apres la fonctionnalisation. Une des limites rencontrées

provient du fait que 1’azote présente une faible section efficace en XPS. De plus on retrouve
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toujours la signature de ce dernier, en raison de la présence d’azote résiduel sur les
échantillons. Il n’a donc pas été possible par les analyses XPS, de conclure quant a la
formation ou non d’une liaison C-N. La caractérisation Infrarouge du greffage de
I’hexylamine ne permet pas non plus de tirer de conclusion univoque quant a la présence
d’une liaison C-N apres le greffage. Les signatures principales des amines secondaires en
Infrarouge est I’étirement (stretch) et [’agitation (wagg) des N-H qui apparaissent
respectivement & 3300-3500 cm™ et 700-750 cm™. Nous n’avons pas accés a ces parties du
spectre. 1l y a également une bande lié au stretch C-N-C comprise entre 1170 et 1190 cm™. En
se reportant au spectre infrarouge relatif au greffage de ’héxylamine sur diamant hydrogéné
(Figure I11- 19) traité dans la partie 111.C.4.a de ce chapitre, on peut voir que cette bande est
absente. Cela ne permet pas de conclure de maniére explicite a I’absence d’amine. En nous

reportant aux conditions de greffage, nous allons essayer de proposer un mécanisme adapté.

Si I’on considere les conditions de greffage abordées dans la partie 111.C.4, on constate
que, hormis le temps, le parametre critique de cette méthode de fonctionnalisation est le pH.
La Figure 111- 39, montre 1’évolution du contraste de fluorescence en fonction du pH pour les

différents temps de greffage.
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Figure I11- 39 : Graphique présentant I’évolution du contraste de fluorescence associé aux différents
temps de fonctionnalisation de la biotine aminée en fonction du pH des solutions de greffage.
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On y voit une augmentation du contraste de fluorescence jusqu'a un optimum se
trouvant entre pH 9,5 et 10,5, puis une diminution pour les valeurs de pH supérieures a 10,5.
Il faut rappeler que les amines sont des bases faibles, elles possédent donc un caractére
accepteur de proton. La Figure IlI- 40 représente le diagramme pH unidimensionnel mettant
en évidence les formes prédominantes de 1’amine en fonctions du pH. Le pKa de la biotine
aminée utilisée est 10, cela signifie donc que la concentration de 1’amine sous sa forme
déprotonée est de plus en plus importante. Or le contraste diminue lorsque la forme
déprotonée de I’amine devient prépondérante. 1l diminue également lorsque le pH diminue et

donc que la forme protonée devient prédominante.

Tout semble indiquer qu’un autre parameétre rentre en compte. Il s’agit en fait des ions
hydroxydes. Nous avons donc tracé le graphique représentant la concentration en ions

hydroxydes, parallelement a celle en amine déprotonée, en fonction du pH.

pKa
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a) 1 I I I I I t— pH
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Figure I11- 40 : Diagrammes unidimensionnel pH : a) indiquant les zones de prédominances des
formes protonées et déprotonées de [’amine en fonction du pH, b) Comparant les quantités en amines
protonées et en ions hydroxydes en fonction du pH.

Si I’on compare la quantité en ions hydroxydes a celle de la forme prédominante de
I’amine on observe que pour des pH trés inférieurs au pKa la quantité d’amine protonée est
importante mais la quantité d’ions hydroxydes est faible. A ’inverse pour les pH supérieurs
au pKa, la quantité d’amine protonée est faible mais la quantité d’ions hydroxydes est grande.
Enfin pour les valeurs de pH voisines de 10, la quantité d’amine protonée et déprotonée est
importante et la quantité d’ions hydroxydes est du méme ordre de grandeur. Les conditions,
en terme de concentration, utilisées pour I’immobilisation de la biotine-aminée utilisée était
de 3mM. Nous avons a partir de cette valeur, tracé le graphique (Figure Il1- 41) représentant
1I’évolution de la concentration en ions hydroxydes et en amine déprotonée. La courbe montre
que la valeur de pH pour laquelle les concentrations des deux especes est maximale est de

10,5. Si les ions hydroxydes sont impliqués dans le greffage, il semble donc que I’amine ne
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réagisse pas sous sa forme déprotonée car sinon le contraste augmenterait pour des valeurs de
pH supérieur au pKa. Cela confirme donc les observations de microscopie de fluorescence et
indigue que les ions hydroxydes n’ont pas pour role de déprotoner 1’amine car c¢’est sous cette
forme qu’elle semble réagir. Tout cela semble indiquer la présence d’un mécanisme lié¢ a la
présence des ions hydroxydes en solutions, en paralléle a celui de la réaction de I’amine sur

le diamant.
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Figure I1- 41 : Graphique illustrant I’évolution de la concentration de la forme protonée de ’amine
et de celle en ions hydroxydes en fonction du pH pour une solution de greffage contenant 3mM de
biotine-(peg)s-NH,.

Dans les réactions classiques issues de la chimie organique, 1’amine est
majoritairement utilisée sous sa forme déprotonée. Sa forme protonée est inerte car c’est a
travers son doublet libre que I’amine est réactive et que la plupart des réactions usuelles ont
lieu. Le seul mode de réaction possible des amines protonées est décrit par la chimie
organique. Elles constituent dans ce cas un groupement partant. Elles sont impliquées dans
des réactions de type substitution nucléophile. Si une réaction similaire est a 1’origine de la
fonctionnalisation, cela implique la présence d’un groupement nucléophile sur la surface du
diamant. Si on s’intéresse a la propriété réductrice du diamant décrite dans la partie 111.B.4, il
est possible d’envisager sous certaine condition, la présence d’un groupement de ce type a la
surface du diamant hydrogéné. En effet, les hydrogenes de surfaces du diamant hydrogéné

sont polarisés positivement et les carbones liés a ces derniers négativement (Figure 111- 42.a).
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L’¢électronégativité de 1’atome d‘hydrogeéne de 2.5 et celle du carbone est de 2.1 sur 1’échelle
de Pauling. La polarisation positive de 1’atome d’hydrogéne est donc minime mais suffisante
pour augmenter 1’affinité de la surface vis-a-vis des ions chargés négativement [55]. De plus
nous avons vu que les ions hydroxydes semblent étre impliqués dans le mécanisme de
greffage. Si on se réfere aux observations faites lors du greffage de I’hexylamine par FET, il y
a disparition d’hydrogene de surface lors du greffage. Or les OH™ sont de trés bons accepteurs
de proton et la seule voie possible d’interaction entre ces ions et la surface ne peut se faire
qu’a travers les atomes d’hydrogénes. Il est en effet concevable que dans des conditions
basiques en milieux aqueux, I’on puisse former des carbanions sur la surface du diamant
hydrogéné (Figure I1I- 42.b). Une telle espéce en solution aqueuse n’est bien sir pas stable,
elle ne constitue donc qu’une espéce transitoire (Figure I11- 42.¢) représenter par 1’équilibre

de I’équation (1) :
CHy+ OH =(CHx41) +H,O (1)

Il est méme probable que cette espece n’existe pas réellement mais qu’il s’agisse
plutdt d’une interaction faible entre les ions hydroxydes et ’hydrogene renfor¢ant d’avantage
la polarisation négative de 1’atome de carbone Figure 1l1- 42.d. Qu’il y ait formation ou non
d’un carbanion, on peut d’un point de vue cinétique associer une vitesse de formation a cette
espece transitoire. La vitesse de formation de ce carbanion sera d’autant plus grande que la
quantité d’ions hydroxyde en solution sera importante. En paralle¢le, comme 1’amine réagit
sous sa forme protonée, lorsque le pH augmente la quantité d’amine protonée diminue. Cela
implique donc la présence d’un pH de greffage optimum et confirme les observations

expérimentales de la partie I11.C.4.c.

Il apparait alors que la molécule comportant le groupement aminé sous sa forme
protonée, peut réagir par 1’intermédiaire du carbone en alpha de 1’amine. Par analogie avec la
chimie organigque ce groupement est considéré comme électrophile. De fait, il en résulte un
dégagement d’ammoniac en solution. D’un point de vue de I’encombrement surfacique,
I’attaque du carbanion sur le carbone en alpha de I’amine ne peut se faire que par le coté

opposé du groupement partant.
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Figure I1l- 42 : a) Polarisation de la liaison C-H du diamant hydrogéné, b) Apparition du carbanion
(ou espéce transitoire) sur un atome de carbone de la surface du diamant hydrogéné, c) reformation
de la liaison C-H du diamant par réaction du carbanion avec I’eau, d) état transitoire illustrant
[’augmentation de la polarisation négative de I’atome de carbone de surface du diamant.

La Figure I11- 43 illustre le schéma réactionnel décrit précédemment, appliqué au cas
de I’héxylamine. La quantité d’ammoniac dégagé en solution a la suite de la réaction est trop
faible pour pouvoir étre détectée par les méthodes de chimie analytique classiques. De plus, il
est impossible de détecter les changements de pH dus a la consommation d’ions hydroxydes
car I’apparition de la base faible qu’est I’ammoniac compense leur disparition. Nous avons
constaté que la réaction de greffage est optimale avec des amines primaires et ne semble
pouvoir étre possible avec des amines tertiaires. En se référant a la chimie organique et
I’influence du groupement alkyle porteur du nucléofuge, il semblerait qu’il s’agisse dans
notre cas d’une substitution nucléophile d’ordre 2 (SN2). En effet, les groupements alkyles
primaires favorisent les SN2 et les tertiaires les SN1. Un mécanisme réactionnel de type
substitution nucléophile explique également I’impossibilité de fonctionnaliser les amines
aromatiques en raison de la délocalisation du doublet de I’amine sur le cycle qui rend
impossible le départ de cette derniére. Néanmoins, 1’utilisation d’un solvant polaire protique
n’est pas favorable a ce type de réaction. Nous expliciterons ce point lorsque nous traiterons
de la cinétique réactionnelle. A ce stade, le mécanisme proposé semble expliquer tous les

points d’ombre rencontrés jusqu’ici.
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Figure I11- 43 : Schéma de la réaction entre le carbanion formé sur la surface du diamant et le
carbone situé en alpha du groupement partant aminée.
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Au regard des hypothéses précédemment formulées, il est possible de confirmer le
mécanisme de greffage proposé en utilisant d’autres types de groupements partant dans le

méme type de solution aqueuse. Sur le tableau de la Figure I11- 44 est présentée une liste de

groupements partants organisés en fonction de la labilité de chacun.

R-N," Sels de diazonium

R-OR'," lons oxonium

R-OS0O,C,F, Nonaflates

R-OSO,CF; Triflates

R-OSO,F Fluorosulfonates

R-OTs, R-Oms... Tosylates, mesylates et similaire
R-I lodures

R-Br Bromures

R-OH," Acides conjugués des alcools
R-CI Chlorures, et chlorure d’acyles quand ils sont liés a un carbonyle
R-OHR"™ Acides conjugués des ethers

R-ONO,, R- OPO(OH),

Nitrates, phosphates et esters inorganiques

R-SR',"

Thioethers

R-NR';" Sels de tetraalkylammonium

R-F Fluorures

R-OCOR Esters et anhydrides d’acide quand ils sont liés a un carbonyle
R-NH5" Sels d’ammonium

R-OAr Phenoxides

R-OH Alcools et acides carboxyliques quand ils sont attachés a un carbonyle
R-OR Ethers et esters quand ils sont liés & un carbonyle

Figure I11- 44 : Liste des groupements partants classés par ordre de labilité décroissante.
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On peut remarquer qu’ils ne peuvent pas tous étre utilisés en solution aqueuse
basique ; certain n’y sont pas solubles et d’autres n’y sont pas stables. Nous avons donc
procédé au greffage de deux molécules comportant chacune un groupement partant différent
dans une solution de phosphate dibasique 0,2M a un pH de 10, sur des substrats
monocristallins (100) CVD Element-Six« optical grade » hydrogénés. La premiére molécule
utilisée est le fluoropentane & une concentration de 3mM, le deuxiéme est le phenoxybutane a
une concentration de 1 mM. Le premier groupement partant est I’ion fluor, le deuxieme est le

phénolate ; les Figure 111- 45.a et b illustrent respectivement les deux réactions.

Figure 111- 45 : Schéma réactionnel illustrant la réaction entre le carbanion formé sur la surface du
diamant et des molécules contenants des groupements partant différents : a) Le fluorpentane
(groupement partant : fluor), b) Le phénoxybutane (groupement partant : Phénolate).

La caractérisation de la fonctionnalisation a été effectuée par spectroscopie infrarouge
en ATR selon le méme mode opératoire que dans les parties précédentes. Le spectre de
I’échantillon greffé avec le phenoxybutane est représenté sur la Figure I11- 46.a et celui greffé

avec le fluoropentane sur la Figure 111- 46.b.

128



a) b)
0,025 0,025
0,020 0,020 4
© ©
3 001 3
© 0,015 g 0,015
(= c
© ©
g g !
5 0,010 5 0,010+
3 a
< <
0,005 j 0,005
0,000 0,000
T - T x T . T ¥ T T . T . T b T hd T
3000 2500 2000 1500 1000 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm'w) Nombre d'onde (cm™)
Vas,s CHs v C=C (aromatique)
Vas,s CH, &6 CH;,CH,
vC=0 80HvCO
v C=C (Alceéne) v C-0

Figure I11- 46 : Spectres infrarouges réalisés en ATR avec un cristal germanium, d 'un échantillon
diamant hydrogéné mis en contact avec :a) la solution de greffage de phénoxybutane pendant 14
heures, b) la solution de greffage de fluoropentane pendant 14 heures.

On remarque que les deux spectres sont quasiment équivalents, et si I’on se reporte au
spectre correspondant au greffage de 1’hexylamine représenté sur la Figure I11- 19 de la partie
I11.C.4.a de ce chapitre ; on peut constater qu’ils sont en fait tous les trois équivalents. Les
pics observables sont les mémes sur les deux spectres et on peut voir les pics associés aux
stretchs asymétriques des CHz & 2960 cm™ et & ceux asymétriques et symétriques des CH,
situés respectivement a 2927 et 2857 cm™. 1l est possible de voir que le ratio CH,/CHs est
supérieur dans le cas du fluoropentane. On peut ensuite voir un Iéger pic situé autour de 1720
cm™ qui est la signature des C=0. On voit ensuite un pic centré a 1650 cm™ mettant en
évidence la présence de phase sp? non conjugué. On observe un pic & 1455 cm™ avec un
épaulement & 1440 cm™, que ’on peut corréler respectivement au mode bascule des CH, et
CHs, et a I’agitation des CH; en alpha des liaisons C-O et sp?. On remarque aussi un pic
centré & 1265 cm™ qui est la signature des éthers cycliques de type époxy et enfin un dernier &
1110 cm™ qui montre la présence d’éthers non cycliques. La présence des chaines alcanes en
surface est donc clairement mise en évidence. Cela montre bien que le greffage a fonctionné
et cela valide le mécanisme réactionnel proposé. On notera qu’a la différence des amines, les
conditions de greffage optimales dans le cas de 1’utilisation de groupement partant fluor ou
phénolate sont différentes. En effet, au plus la quantité d’OH" présents en solution sera grande

au plus le greffage sera rapide car il n’influe pas sur le groupement partant. Dans le cas des
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amines le pH optimum est un compromis qui vise a maximiser les quantités d’ions

hydroxydes et d’amines protonées en solution.

Il faut noter que les pics observés sont les mémes que ceux présents lors du greffage
de I’hexylamine. Bien que des pics associés aux liaisons spz, ainsi qu’aux liaisons C-O
apparaissent, la signature des CHx reste largement majoritaire. En comparant les spectres
associés au greffage a celui montrant I’effet de la solution de greffage ne contenant pas
d’amine sur le diamant hydrogéné représenté sur la Figure Ill- 21 de la partie 111.C.4.b, on
retrouve des signatures équivalentes. Ce sont celles associées aux liaisons C=C non
conjuguées et aux liaisons C-O a I’exception de celle associée aux ponts éthers (1265 cm™)
que I’on ne retrouve que dans le cas du greffage. En se référant aux mécanismes réactionnels
proposés, il est tout a fait envisageable d’imaginer une série de réactions paralléles
aboutissant aux fonctions oxydées (Figure 111- 47.b) ou & la formation de liaison sp? (Figure
I1l- 47.c). 1l est également possible d’imaginer un mécanisme justifiant la formation des
éthers cycliques dans le cas du greffage (Figure Ill- 47.a). Ces schémas illustrent des
exemples de réactions pouvant se produire, des lors que I’on envisage I’hypothése qu’il puisse
apparaitre, sous certaines conditions, une espéce transitoire réactive de type carbanion sur la
surface du diamant. Il ne s’agit pas d’une liste exhaustive au vue de la grande diversité de

mecanismes étant susceptibles d’intervenir.

Nous avons donc pu montrer que les hypotheses apportées quant au mécanisme de
greffage, nous permettent d’expliquer les observations tirées des spectres infrarouges relatifs
aux différentes fonctionnalisations, ainsi qu’a I’effet de la solution de greffage sur le diamant.
Nous allons dans un dernier temps nous intéresser a la cinétique de greffage et voir s’il est

possible de la corréler au mécanisme réactionnel proposé afin de le valider.
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Figure 111- 47 : Schéma réactionnel illustrant : c), b) les réactions annexes entre le carbanion formé
sur la surface du diamant et /’oxygeéne dissous entrainant respectivement la formation d’éthers
cycliques et d’alcools, a) la formation de liaison sp? en surface du diamant.

I11.LE. Cinétique de greffage

Nous nous intéressons maintenant a la Figure 1ll- 31.a de la partie 5.b.2, illustrant
I’évolution de la quantité de ferrocene aminé greffée en fonction du temps. Si on trace le
méme graphique mais en fonction du logarithme du temps, nous obtenons la courbe
représentée sur la Figure I11- 48. On constate que cette opération conduit a la linéarisation de
la courbe de greffage et le coefficient de régression linéaire obtenu est de 0,99. Ce constat
signifie que I’évolution de la quantité greffée en fonction du temps est donc de type
exponentiel du premier ordre et ne dépend, dans les conditions de greffage précédentes, que

de la concentration d’une seule des especes impliquées.
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Figure I11- 48 : Quantité de ferrocéne fonctionnalisé en fonction du logarithme du temps de contact
entre la solution de greffage et le diamant hydrogéné.

Comme nous I’avons vu précédemment, le mécanisme de greffage proposé
s’apparente a une réaction de type substitution nucléophile. La fonctionnalisation sur surface
(2D) engendre un encombrement et impose une attaque du groupement nucléophile a I’opposé
du groupement partant. La chimie organique décrit ce type de réaction comme étant une
substitution nucléophile d’ordre 2. L ordre 2 signifie que la cinétique réactionnelle dépend de
la concentration en nucléophile mais également de la concentration de I’espéce porteuse du
groupement partant. Dans le cas d’une SN1, la cinétique est d’ordre 1 et n’est limitée que par
la vitesse de formation du carbanion, c’est une réaction lente et réversible qui constitue 1’étape
limitante de la réaction. Or lors du greffage de ’hexylamine par FET, nous avions vu que la
guantité immobilisée évoluait selon une cinétique de type exponentielle du second ordre. En
revanche la chimie organique décrit les solvants polaires protiques comme non favorable aux
réactions SN2 car ils stabilisent le doublet non liant du nucléophile en solution. Dans notre
cas, le nucléophile est généré in situ sur un atome de carbone n’ayant pas de doublet libre
avant d’étre « activé » par les ions hydroxydes. Il n’y a donc pas d’effet de stabilisation du
solvant sur le nucléophile mais un effet de désactivation (1). Nous allons exprimer la

cinétique réactionnelle en fonction du mécanisme propose.

Les réactions en jeu sont : CHy+ OH™ «—— (CHy.1) +H,O (1) ou
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k-1
CHy+ OH —L 5 (CHw) +H,0 et CHy+OH < (CHy.) + H,0

(CHxt) + R-X —X2 5 [CHu-RX] — 5 CHuR + X (2)

On note (CHy.1) = CHy

L’équation (2) est I’expression typique d’une SN2 (substitution nucléophile d’ordre 2),
la cinétique réactionnelle est connue et s’exprime comme v = k4 [R-X] [CHy ]. Elle est donc
dépendante de la concentration en nucléophile mais également de la concentration de 1’espece

portant le nucléofuge.

Cinétique de formation du carbanion sur la surface du diamant :

d[(CHX : :
[(—t)]: k1 [CHy ] [OH]- k=1 [CHyx] - k4 [CHx][R-X] (3)

(CHy.1) ou CHy est un intermédiaire réactionnel ; il n’est généralement pas détectable
in situ. La cinétique d’un tel mécanisme est décrite par le principe des états stationnaires
initialement introduits par Chapman en 1913. Ce principe suppose que la vitesse absolue de

formation de la réaction intermédiaire est nulle. On a donc :

W = k1 [CH,] [OH] ~ k =1 [CHy] - k4 [CHc] [R-X] =0
. . _ KI[CHX][OH-]
Soit, [CHy] = K11 K4R-X] (4)
d[CHX-R ] :
De plus, T: k4 [CHy] [R-X], or d’aprés (4) :
d[CHX-R] _ , _ kIK4[CHX][OH-]
© g e lCHdIRXI= 27 k4[R - X] [R-X]

A ce stade il reste a voir laquelle des deux étapes est limitante. Si la majorité des
intermédiaires issus de 1I’étape 1 se dissocie suivant I’étape -1, cela implique que k-1 << k.
Dans ce cas de figure, tout se passe comme si le carbanion CHX n’existait pas. La
comparaison de k4 et k1 ne peut s’effectuer indépendamment de la concentration en R-X.
Nous nous placerons donc dans le cas ou la concentration en espéces a greffée est grande. Le
cas ou k4[R-X] << k. ne peut étre considéré indépendamment de celle de [R-X]. Cette
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hypothése signifie que la durée de vie du CHx est courte par rapport & la vitesse de réaction
avec R-X, la vitesse de formation du carbanion est donc limitante. En revanche si les
intermédiaires formés lors de la réaction 1 réagissent majoritairement selon 1’étape 2 au

dépend de la réaction -1, cela signifie que k.; << k4 et donc :

d[CHX-R]

o = KICHXI[OH ]

Dans ce cas de figure la cinétique dépend de la concentration en ions hydroxydes et de

celle des CHx de surface.

Il faut tout de méme prendre en compte qu’a la différence de la chimie en solution ou
I’on a une approche 3D des phénomenes diffusifs, nous sommes ici dans une configuration
2D. Le gradient d’espéces est donc surfacique et non plus volumique. Dans ce cas, la
cinétique réactionnelle pourrait dépendre uniguement des phénomeénes diffusifs. Si tel était le

cas la cinétique de la réaction serait donc régi par la loi de Fick :

X
Ainsi le profil de diffusion est donné par : C(x,t) = C(0) erffc ———,
2*.,/(DY)

ou C(x.t) = C(0) (1 - 2*(WXDM))).

Si ¢’était le cas, cela impliquerait une évolution de la cinétique de greffage en E Or si

’on applique la fonction carré a la variable temps de la Figure 111- 31.a de la partie 5.b.2
illustrant 1’évolution de la quantité de ferrocéne aminée greffé en fonction du temps, nous
n’obtenons pas un comportement linéaire. Cela montre que les phénomenes diffusifs ne
limitent pas le greffage et n’ont pas de conséquences majeures sur la cinétique chimique de la
réaction. Au regard de ce constat nous pouvons désormais analyser la quantité des différentes

especes disponibles lors de la fonctionnalisation.

Si I’on considére [CHp] comme la quantité maximale de site de greffage disponible, il

vient qu’a tout instant t le nombre de site disponible restant s’écrit :

(6)

- d[CHX-R
[CHy]= [CHo] - [CHx’-R], de plus : KIKA[CHX][OH ] — d[CHXR]

1 +k4 at

[R-X]
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On voit donc que la cinétique de greffage est fonction des concentrations de [OH],
[CHy] et [R-X]. 1l s’agit donc d’une cinétique d’ordre 3. Il est néanmoins possible d’envisager

quelques approximations.

Le taux de couverture surfacique lors de I’obtention d’une monocouche compacte par
greffage d’une molécule simple et peu encombrante correspond a I’immobilisation d’environ
10%mole/cm?. Le pH de la solution de greffage est de 10, ce qui correspond & une
concentration en ions hydroxydes de I’ordre de 10 mol/l. En ce qui concerne I’espéce
greffée, sa concentration est de 1’ordre du milli molaire et on peut évaluer que la quantité de
R-NHs" est de 1’ordre du millimolaire. La variation de la quantité en espéce aminée et en ions
hydroxydes entre le début et la fin du greffage est négligeable, on peut donc estimer ces

concentrations comme constante et simplifier 1’équation (6).

d[CHX-R]  Kk5[CHX]

Onadonc: —————= ————— = Ky [CHX] (7)
at k-1 +k4
[R-X]
ou k5 = k1k4 [OHT] et Kapp = K
k-1
+k4
[R-X]

Si I’on considére [CHg] comme la quantité maximale de site de greffage disponible, on
peut alors considérer qu’a tout instant t le nombre de site disponible restant s’écrit : [CHy]=
[CHq] - [CHx -R].

d[CHX-R] d[CHx R]

Il vient que : it = Kapp ([CHo] - [CHx’-R]) et TCHOJ CHx: F Kapp dt

L’intégration des deux cotés donne : -In ([CHo] - [CHx’-R]) = Kypp*t + constante
A t=0,[CHx’-R] = 0. On a donc constante = -In ([CHo]).

o [CHO]
Ce qui implique : In ([ CHG[ CHx - F) = Kapp™*t

Et enfin : [CHx -R] = [CHo] * (1- exp(-Kapp*t))
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Les conditions expérimentales choisies lors du greffage du ferrocéne nous ont permis
de procéder a certaines approximations, qui une fois apportées a 1’équation font apparaitre une
cinétique du premier ordre (6). Dans ce cas, la vitesse de greffage dépend uniquement de la
quantité de CHx disponible sur la surface du diamant. Cette conclusion corréle les résultats
expérimentaux obtenus lors du greffage du ferrocene (Figure I11- 48) qui font apparaitre un
comportement cinétique du premier ordre. Comparons maintenant ces calculs théoriques aux
résultats expérimentaux de la partie 111.C.5.b. Dans le paragraphe 5.b.1 de ce chapitre, nous
avons abordé le suivit du greffage de ’hexyalmine par FET en fonction du temps. Dans cette
expérience, nous avons fait varier la concentration d’hexylamine et observé une diminution de
la quantit¢ de CHx de surface en fonction du temps. L’ajustement des parameétres
expérimentaux montre que la courbe est une exponentielle du second ordre. Cela montre que
le greffage dépend dans ce cas de deux parameétres distincts que sont la concentration de la
molécule aminée et en ions hydroxydes. Evaluons maintenant la quantité des différentes
espéces préesentes lors du greffage. La solution de greffage était constituée de carbonate 0,2M
ajustée a un pH de 9,6, la surface de 1’échantillon était de 0,1 cm? et le volume de solution de
1 ml. Les concentrations d’hexylamine introduites en solution étaient de 2.10‘3, 0.8 et 17,5
MM. Sachant que le pKa de I’héxylamine est de 10.6, cela correspond a des quantités
molaires d’hexylamine présentes en solution de 2.101° 8.10® et de 1,75.10° moles et une
quantité¢ d’ions hydroxydes de 4.10"® moles. Hormis la concentration finale d’hexylamine,
toutes les autres concentrations ne peuvent pas étre considérées comme en exces Vis-a-vis de
la quantité de sites de greffage disponibles sur la surface du diamant hydrogéné. En
considérant le mécanisme réactionnel précédemment décri (Figure 111- 42 et Figure I1I- 43),
nous avons montré que I’équation décrivant la cinétique de greffage est d’ordre trois. Les
paramétres qui régissent la cinétique sont la quantité de CHx en surface, la quantité d’ions
hydroxydes et la quantité en espéce aminé. Cela correspond bien a 1’évolution du greffage en
exponentielle du second ordre observée par SGFET. Dans la partie 11.5.b.2, traitant du
greffage du ferrocéne-aminé, nous avons observé 1’évolution de la quantité greffée pour une
concentration en espece aminé pouvant étre considérée comme constante. La solution était
composée de ferrocéne-(peg)s aminée a 20 mM dans une solution agqueuse de phosphate
dibasique 0,2M, ajustée a un pH de 10,6. Les échantillons avaient une taille de 0.4 cm? et la
solution de greffage un volume de 10 ml. Le nombre de moles de ferrocéne et d’ions
hydroxydes étaient donc respectivement, de 1.10™ et de 4.10°° moles. Nous voyons donc dans

ce cas que les quantités des especes impliquées dans le greffage présentes en solution sont en
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exceés vis-a-vis du nombre de sites disponibles. Cela explique donc pourquoi dans ce cas

I’application du logarithme sur le temps de greffage, a rendu linéaire la quantité greffée.

Nous avons réussi a mettre au point une technique de greffage directe, rapide et
spontanée, permettant I’ immobilisation d’une monocouche de molécules d’intéréts biologique
en une seule étape sur diamant hydrogéné. Cette méthode consiste en la mise en contact d’un
composé comportant un groupement partant dans une solution aqueuse basique avec un
échantillon diamant hydrogéné dopé ou non. Cette voie de fonctionnalisation permet de gérer
la quantité d’especes immobilisées au travers du temps de contact entre la solution de greffage
et I’échantillon. Nous avons mis en évidence la formation d’une liaison C-C stable. Parmi les
groupements partants qu’il est possible d’utiliser, les amines restent le plus intéressant et ce a
plusieurs titres. C’est un des groupements qui est le plus largement répandu dans le
commerce. On trouve en effet un grand nombre de molécules organiques ou inorganiques
modifiées par une amine aliphatique. C’est également une des fonctions présente sur
I’enveloppe protéique de la plupart des especes biologiques. De plus nous avons vu que le
greffage est possible a des pH doux (8). On peut donc envisager I’immobilisation directe de

molécules biologique (peptides, protéines, enzymes...) au travers de ce groupement.
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IV : Applications

L’un des axes de recherche principaux de ma thése est de concevoir des dispositifs en
diamant pour le domaine de la bioélectronique. Nous allons mettre en évidence dans ce
chapitre toutes les applications que la nouvelle méthode de greffage des amines, détaillée
préecédemment, rend possible. Nous verrons au travers des différents exemples, les

potentialités industrielles qu’offre cette nouvelle technique de fonctionnalisation.

I1l.F. Greffage de molécules d’intérét biologique

Comme précédemment montré dans le chapitre |, différents dispositifs
bioélectroniques ont d’ores et déja été congus tels que des biopuces [1], des biocapteurs
enzymatique [2] ou des BIioFET [3]. Plus particuliérement, si 1’on se focalise sur la
conception de biopuces a ADN, différents dispositifs ont été réalisés sur Diamant, [4-6].
Ainsi, la biopuce a ADN réalisée par Christiaens et al., la plus simple a élaborer, nécessite pas
moins de deux étapes de greffage et 26 heures de réaction au total pour un seul brin ODN
sonde immobilisé et sans localisation du greffage. Sur ’ensemble des biopuces réalisées sur
diamant, seules celles mises au point par les équipes de Hammers et Kawarada ont permis de
détecter simultanément deux brins cibles différents. La méthodologie la plus couramment
mise en ceuvre est celle de Hammers qui nécessite quant a elle trois étapes, quarante heures de
réactions et plusieurs étapes de lithographie rédhibitoires pour un multiplexage de
I’information biologique immobilisée. Et, au final, ce constat peut étre étendu aux autres
dispositifs bioélectroniques reportés dans la littérature. Dans la suite de ce chapitre nous
allons ainsi montrer les apports de la nouvelle technique de greffage des amines, rapportée
dans la partie I11.C, pour la réalisation de biopuces, de biocapteurs de troisieme génération ou
encore pour la capture et I'immobilisation de neurones. Enfin ce chapitre se cloturera par la
démonstration des potentialités de notre nouvelle méthodologie en termes de structuration/

localisation des zones biofonctionnelles.
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I11.F.1. Biopuce a ADN

En utilisant la méthode de greffage des amines présentée dans le chapitre 111.C, , nous
avons mis au point au laboratoire, comme preuve de concept, une biopuce simple (2
informations biologiques différenciées) en utilisant des brins d’ODN commerciaux
(GENSET) présentant en position 5’ terminale une amine primaire. Nous avons choisi deux
brins d’ADN dont les séquences, ainsi que celles de leur brin complémentaire respectifs
biotinylé, sont rapportées dans le Tableau V- 1. Notons ici que les séquences choisies sont
calculées afin de ne genérer aucune structure secondaire (auto-complémentarité impliquant la
formation de boucles). D’un point de vue méthodologie de greffage, chaque brin est solubilisé
a une concentration de 10uM dans une solution aqueuse de phopshate de sodium dibasique
0,2M pH 9 (ajusté a la soude 0.2M) contenant 20% de glycérol (permettant d’éviter une
évaporation trop rapide de la goutte en cours de dépdt). Nous avons ensuite dépose par drop-
casting, a I’aide d’une aiguille de 300 pm de diamétre, sur diamant hydrogéné chacune des
solutions, sous forme d’une goutte de 1’ordre de la dizaine de nanolitres. La solution de
greffage est laissée en contact avec le substrat pendant 30 min afin de générer I’accroche

covalente des brins cibles.

Représentation Nom Séquence
AVAVAS Zip9-NH, | 57-NHy~(CHp)e-T1p-GAC-CAT-CGT-GCG-GGT-AGG-TAG-ACC-3’
AVAV A Zip6-NH, | 5°-NH-(CH,)e-T1-GAC-CGG-TAT-GCG-ACC-TGG-TAT-GCG 3’
N c-Zip9-Biot 5*-Biotine-GGT-CTA-CCT-ACC-CGC-ACG-ATG-GTC-3’
N\ c-Zip6-Biot 5°-Biotine-CGC-ATA-CGA-GGT-CGC-ATA-CCG-GTC-3’

Tableau 1V- 1 : Séquences ODN utilisées pour la fabrication d'une biopuce ADN sur diamant
hydrogéné par dépbt de goutte.

Aprés ringage a 1’eau ultrapure, les échantillons sont séchés. La caractérisation du
greffage est alors effectuée par microscopie de fluorescence, a 1’aide d’un brin
complémentaire biotinylé, la biotine permettant de révéler le greffage par couplage avec un
fluorophore marqué par la streptavidine. Le processus de révélation schématisé sur la Figure
IV- 1 a été mis au point au laboratoire dans le cadre de la mise en ceuvre des biopuces
MICAM [7]. Il sert maintenant de méthode de routine pour la validation de nouvelles

méthodologies de greffage. Typiquement la phase d’hybridation consiste en la mise en
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contact avec le substrat fonctionnalisé d’une solution appelée Tampon d’Hybridation (TH)
contenant le brin complémentaire-biotynilé (100 nM). Cette solution complexe a pour but
d’éviter ’adsorption non spécifique de I’ADN complémentaire et du fluorophore (via la
saturation de la surface par I’ADN de saumon et la BSA contenue dans le Denhart) et
d’assurer ainsi une reconnaissance spécifique idéale entre les brins d’ODN. Cette solution est
laissée en contact avec le substrat durant 15 min. L’échantillon est ensuite rincé avec une
solution appelée Tampon de Ringage qui évite la déshybridation des brins appariés et
I’élimination des brins non spécifiquement adsorbés ou surnuméraires présents en solution.
Dans un second temps la révélation est opérée par mise en contact de la SAPE (fluorophore
protéique conjugué streptavidine-R-Phycoérythrine) avec 1’échantillon hybridé durant 15 min
puis par rincage avec le TR. Enfin, le processus de dénaturation habituel des brins d’ADN
consiste en la mise en contact de 1’échantillon hybridé avec une solution fortement basique

(pH 9-10) afin de rompre les liaisons hydrogénes et d’ouvrir le double brin par répulsion

S

Figure IV- 1 : Représentation schématique du processus de révélation par microscopie de
fluorescence de I'immobilisation du brin d’ODN cible par hybridation avec le brin sonde immobilisé.

électrostatique.

La Figure IV- 2 illustre le processus de réveélation et présente les images de
fluorescence associées a 1’hybridation et la révélation d’une biopuce modele contenant deux
informations biologiques paralléles : Zip6 et Zip 9. Les Figure IV- 2.a, b et ¢ montrent
respectivement les images de fluorescence de la puce lors de sa mise en contact et de
I’hybridation avec des brins de c-Zip9, de c-Zip6 et de c-Zip6 et c-Zip9 additionnés. Chaque
étape d’hybridation-révélation est suivie de la dénaturation des plots. Ainsi ces images de
fluorescences démontrent la spécificité de reconnaissance du brin immobilisé avec son brin
cible. La Figure IV- 2.b nous montre par ailleurs qu’il n’y aucune rémanence de la
fluorescence d’une étape de révélation a ’autre ainsi que la stabilité du lien entre sonde et

diamant au travers de conservation du contraste de fluorescence d’une expérience a I’autre.
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Figure 1V- 2 : Schéma de principe de la révélation et images de fluorescence de la biopuce a ADN
correspondantes.

Au travers de 1’expérience précédente, nous avons donc vu qu’il est possible via
I’utilisation de notre nouvelle technique de greffage, de concevoir de maniére rapide, simple
et en une seule étape une biopuce a ADN. Bien que nous n’ayons utilis¢é que deux brins
d’ODN différents, on peut augmenter le nombre de brins sondes immobilisés, et donc la
complexité de la biopuce, sans allonger de maniére significative son temps de conception.
Toutefois, dans le cadre d’une parallélisation massive de I’information biologique ou
chimique, la taille des plots réalisés ici demeure trop grande. La méthodologie de greffage par
dépot de goutte a partir d’une micropipette n’est alors pas adaptée a la conception de la
biopuce et d’autres outils devront étre utilisés comme nous le verrons dans la suite de ce

manuscrit.

[11.F.2. Capture de double brin d’ADN par un « hamecon »

intercalant

Nous avons vu précédemment que les biopuces permettent la détection d’un brin
d’ODN cible en solution. Il n’est en revanche pas possible avec ce type de dispositif de

détecter la présence d’un brin d’ADN quelconque. L’¢électrochimie permet de détecter et
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méme éventuellement de quantifier ’ADN en solution par oxydation des bases azotées
(purines). Cette oxydation nécessite I’application de potentiels supérieurs a +0,9 et a +1,5V vs
Ag/AgCl, respectivement pour la guanosine et I’adénosine. Le diamant apparait alors comme
une électrode idéale de part sa fenétre de potentiel étendue. La détection de guanosine et
d’adénosine en solution sur diamant a été étudiée par Fortin et al. [8], des concentrations
limites de 10 uM ont pu étre décelées. Cette limite de détection élevée montre les limites de
cette voie de détermination. De plus au vue des potentiels trés anodiques requis, la sélectivité
de la mesure n’est pas garantie. En effet, il est trés difficile de travailler directement dans des
milieux biologiques complexes car ils contiennent un grand nombre d’espéces électroactives
pouvant interférer avec le signal analytique. Enfin il n’est pas possible avec cette méthode de
différencier des bases libres en solution d’un brin d’ADN, pas plus qu’il n’est possible de
différencier deux brins dont la sequence est différente. Afin de s’affranchir de ces limitations
sans pour autant passer par une matrice d’immobilisation complexe, il existe un moyen qui
consiste a utiliser des agents intercalants de I’ADN immobilisés sur 1’électrode [9]. En effet,
de par leur interaction avec I’ADN double brin, ces agents peuvent alors servir d’hamegons
permettant de pécher/capturer des fragments hybridés en solution. Cette méthode de détection
présente plusieurs avantages: D’une part les agents intercalants de par leur affinité avec le
double brin permettent de s’assurer qu’il s’agit d’ADN et non de bases libres ; d’autre part,
I’hybridation et donc la sélectivité de la capture des ADN simple brin cibles par un ODN
sonde est assurée en phase homogéne. Cela permet une capture plus efficace de cibles
présentes en faible concentration en limitant 1’impact néfaste de la diffusion. De plus il est
également possible de marquer la sonde par un agent de contraste (sonde redox, enzyme,
fluorophore..) sans étre obligé de passer par une étape de marquage, puis éventuellement de
révélation, de la cible qui pourrait s’avérer dénaturante. Dans cette optique, en tant que preuve
de concept, nous avons ainsi utilisé une pyridoacridone (PyA) modifiée par un bras présentant
une amine terminale et immobilisée sur diamant pour étre utilisee comme hamecon. Cette
molécule, présentée Figure IV- 3, a été synthétisée par L. Bouffier (ISM Bordeaux) et M.
Demeunynck (DPM, Grenoble).

HN\/\/NHZ

Figure IV- 3 : Formule topologique de la pyridoacridone aminée
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Comme tout agent intercalant, la PyA interagit sélectivement avec les doubles brins
d’ADN. De plus cette molécule est électrochimiquement active au travers de son couple redox
de type quinone-imine (Figure 1V- 4.a). Bouffier et al. [10] ont caracterisé la réponse redox de
cet intercalant (Figure IV- 4.b) ainsi que son affinité pour I’ADN double brin et son utilisation
comme marqueur de I’hybridation d’ADN sur biopuce. Ainsi apreés hybridation d’une sonde
immobilisée et donc formation du double brin, I’intercalant est ajouté en solution puis piégé
par le duplex. Sa détection électrochimique met alors en évidence la présence du double brin.
IIs n’ont détecté I’intercalant que sur les substrats modifiés avec les doubles brins. Cependant,
méme si la différentiation doubles/simple brin est trés sélective, 1’interaction non spécifique
de ce marqueur avec la matrice d’immobilisation génére un biais relativement important sur la
mesure. Il n’en va pas de méme avec la méthodologie dite de I’hamecon pour laquelle la non

spécificité est annulée par I’immobilisation de 1’intercalant.

Y N
Ao e P
a) [ Ry W
o \N [/ +Z2e + a N \N ‘/

HN. A~ _NH, HN_ A~ _NH,

VpA
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Figure IV- 4 : a) Mécanisme d’oxydoréduction de la PyA, b) Voltampérogrammes de la PyA (1mM)
dans LiCIO, 0,1M en solution aqueuse désaérée sur une électrode de platine, vitesses de balayage
comprise entre 25 et 200 mV/s, référence SCE.[11]

Ainsi, nous avons tout d’abord immobilisé la PyA sur diamant pour tenter de détecter
un double brin d’ADN en solution. L’intercalant (Figure 1V- 3) a été dissout dans une solution
de phosphate de sodium dibasique 0,2M a une concentration de 150M, puis immobilisé par
dépdt de goutte en utilisant la technique de greffage des amines sur diamant hydrogéné. Deux
échantillons diamant microcristallin ont été fonctionnalisés en paralléle et laissés au contact
de la solution pendant environ 30 minutes. La caractérisation électrochimique du greffage a

été effectuée par voltammetrie cyclique dans une solution électrolytique de perchlorate de
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lithium 0.2M avec une pseudo-électrode de reférence en platine sur 1’un des échantillons. Les
voltampérogrammes associés sont présentés Figure 1V- 5.a. Pour nous assurer que la molécule
est bien immobilisée sur le substrat, nous avons tracé I’évolution de 1’intensité des pics
d’oxydation et de réduction en fonction de la vitesse de balayage (Figure 1V- 5.b.)
L’évolution linéaire de I’intensité en fonction de la vitesse de balayage, signature d’un
comportement électrochimique temporel, montre que la molécule est bien immobilisée sur la
surface du diamant. La stabilité des signaux obtenus montre qu’il s’agit bien d’un greffage et
non d’une adsorption. Enfin, I’intégration du courant sous les pics d’oxydation et de réduction

permet d’estimer la concentration surfacique greffée qui est estimée & 8,5.10™** mol.cm™.
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Figure IV- 5 : a) Voltampérogrammes de la PyA (vs Ag/AgCI) greffée sur une électrode diamant,
solution électrolytique de LiClO4 0,2M.. b) Courbe illustrant I’évolution de la densité de courant des
pics anodiques et cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.

Aprés avoir Vérifié I’immobilisation effective de I’intercalant, nous avons ensuite
utilisé le second échantillon pour la capture d’ADN double brin. De maniére préliminaire a
cette capture, afin de se premunir de toute adsorption non spécifique de doubles brins cibles,
la surface de 1’échantillon est saturée dans une solution de BSA (Img.mL™ dans le PBS pH
7,4) pendant 15 minutes. Pour 1’étape de capture des doubles brins d’ADN, 1’échantillon est
mis en contact avec une solution de PBS a pH 7,4 contenant le double brin d’ADN (Zip6,
Tableau 1V- 1) a une concentration de 1puM. Nous avons laissé la solution en contact une
heure avec I’échantillon fonctionnalisé par I’intercalant, puis, I'un des deux brins étant
biotynilé, I’échantillon a été caractérisé par microscopie de fluorescence en suivant le

protocole détaillé dans la partie I11.F.1 de ce chapitre.
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Comme le montre la Figure 1V- 6, on distingue une fluorescence ténue au niveau de la
surface fonctionnalisée par ’intercalant. Malgré cette image peu contrastée, cela montre que
le double brin d’ADN ne s’est immobilis¢ sur la surface que par I’intermédiaire de
I’intercalant. La faible fluorescence observée est relative a une faible quantité d’ADN double
brin capturée du fait probablement de la longueur du bras espaceur liant I’intercalant a la
surface. Cette proximité entre le PyA et la surface, géne la mobilité de I’intercalant et donc
son interaction avec le double brin. Un bras espaceur plus grand pourrait résoudre ce
probleme mais cela nécessiterait tout de méme I’utilisation d’un primaire d’arrimage car un
bras plus long rendrait insoluble 1’espéce dans les solutions aqueuses. Par ailleurs, la densité
de surface de I’intercalant joue un r6le majeur et pourrait donc étre optimisée afin de favoriser
la capture. 1l serait également possible d’utiliser ce protocole original de détection en visant
une lecture électrique plus simple a implémenter sur un systeme de type « lab-on-chip ».
Ainsi, bien que la technique de fluorescence soit extrémement sensible, 1’utilisation de
transistors en diamant de type SGFET (cette structure ayant fait la preuve de sa compatibilité
avec la nouvelle méthodologie de fonctionnalisation rapportée dans ce travail) permettrait de
mettre au point un systéme intégré permettant une mesure électrique in situ sans marquage de
la sonde ou de la cible. Notamment, I'un des points intéressant de cette technique,
contrairement & une hybridation sur sonde immobilisée, réside dans une variation de densité
¢électronique et de pH accru du fait de I’absence de brin sonde au voisinage de la surface

(apportant ses propres acidité et densité électroniques).

Figure IV- 6 : Image de la fluorescence du double brin d’ADN immobilisé sur le substrat par
intercalation de la PyA.

Cette partie a mis évidence 1’intérét d’utiliser la technique de greffage des amines pour
la détection de I’ADN. Le caractére spontané et mono-étape simplifie considérablement la
conception d’un tel dispositif. Toutefois, de nombreux dispositifs bioélectroniques utilisent
des protéines en tant que biorécepteur (enzymes redox, anticorps...). Ainsi, dans le
paragraphe suivant nous allons nous intéresser a 1I’immobilisation de ces biomolécules mais

aussi pour les protéines redox a leur connexion électrique directe avec la surface du diamant.
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I11.F.3. Cytochrome c

Le Cytochrome c (Figure IV- 7.a) est une hémoprotéine que 1’on trouve sur la
membrane interne des mitochondries. Elle permet le transfert d’électron entre différentes
especes de la chaine respiratoire. Le centre prosthétique de cette protéine est un heme (Figure
IV- 7.b) ; il s’agit d’un atome de fer complexé par quatre atomes d’azote appartenant a une
porphyrine. Cet heme constitue un couple redox, on le retrouve dans 1’hémoglobine ou il se
lie avec I’oxygéne. Le Cytochrome c, a I’inverse de I’hémoglobine, ne forme aucune liaison
avec 1’oxygene. Hormis son rdle primordial de relais d’électron, il est impliqué dans le
mécanisme de mort cellulaire, 1’apoptose. C’est pour cette raison qu’il fait ’objet d’un grand
nombre d’étude. Le Cytochrome ¢ initie le mécanisme d’apoptose [12] lorsqu’il est relargué
dans le cytosol [13, 14]; de fait sa concentration diminue dans la mitochondrie.
Paradoxalement il présente une activité enzymatique similaire a celle des peroxydases, il peut
ainsi réduire les nitrites [15] et le peroxyde d’hydrogeéne [16]. Plus prosaiquement, I’héme du
cytochrome est accessible électrochimiquement par transfert direct avec une électrode [17,
18] du fait de la petite taille de la protéine et de la proximité du centre héme avec la surface de
I’enveloppe protéique. Cette propriété est mise a profit dans ce travail afin de démontrer,
d’une part, la possibilit¢ d’immobiliser une protéine catalytique sans perte de ses
caractéristiques rédox et, d’autre part, I’existence d’un transfert électronique direct avec le

diamant permettant d’envisager 1’élaboration de biocapteurs de troisiéme génération.

a)

Figure IV- 7 : a) structure du cytochrome c, b) Centre héminique du cytochrome c.
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Il existe différentes voies pour immobiliser une protéine, elle peut étre fonctionnalisée
ou adsorbée sur la surface. L’adsorption présente des problémes de reproductibilité et de
désorption incontr6lée des espéces, de plus le diamant hydrogéné ne permet pas 1’adsorption
directe de protéine du fait de son caractére hydrophobe. Yang et al. [16] ont montré qu’il n’est
pas possible d’adsorber directement le cytochrome sur diamant hydrogéné, ils ont donc
préparé la surface du diamant par oxydation de la surface par plasma 0,, suivie d’un
traitement acide HNO3/H,SO4. Comme nous 1’avons vu au chapitre 1, les diamants oxydés
affichent des propriétés électrochimiques bien moins intéressantes que les hydrogéneés. Ainsi,
on remarque une diminution de la surface électroactive ainsi qu’un affaissement du
coefficient de transfert de charge concomitamment a une large augmentation de la différence
de potentiel pic a pic AE en voltamétrie cyclique [19]. Dans ce contexte, nous avons donc
opté pour I’immobilisation du cytochrome c par greffage covalent. Pour la plupart des
enzymes, et notamment pour celles de petites tailles ou le centre prosthétique est proche de
I’enveloppe extérieure, il n’est pas envisageable de les immobiliser directement sur une
surface. Le changement d’état redox de la protéine entraine une modification de la
conformation de cette derniére, qui est rendue impossible si la protéine est immobilisée trop
proche de la surface. De plus, si la protéine trouve plusieurs points d’accroche sur la surface,
cela peut entrainer une dénaturation de leur structure tertiaire et donc dans le cas des enzymes,
une perte de leur activité enzymatique.

De ce fait, nous avons choisi d’immobiliser le cytochrome ¢ par I’intermédiaire d’un
bras espaceur, le 6-aminohexanoique acide ou acide aminocaproique (ACA). L’acide a été
greffé par la méthode de fonctionnalisation directe des amines. Nous avons utilisé une
solution de phosphate de sodium dibasique 0,2M ajustée & pH 10 contenant 10mM d’ACA.
Comme il est impossible de caractériser le greffage sur les électrodes diamant par FTIR, nous
avons procédé en paralléle a la fonctionnalisation dans les mémes conditions d’un échantillon
intrinséque et d’une électrode. Les deux échantillons ont été placés en contact avec la solution
de fonctionnalisation pendant 30 min, puis nous avons procédé a la caractérisation par
spectroscopie infrarouge a 1’aide d’un accessoire ATR. Le spectre infrarouge de I’ACA apres

greffage est présenté sur la Figure 1V- 8.
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Figure IV- 8 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal Germanium, d’un substrat diamant
CVD intrinseque (100) fonctionnalisé avec I’ACA.

On peut voir que la majeure partie du spectre est équivalente a ceux observes pour les
greffages précédents. Tout d’abord la signature de I’élongation asymétrique et symétrique des
CH, & 2925 et 2860 cm™ respectivement, ainsi que leurs cisaillements & 1460 cm-1, mettant
en évidence la présence des chaines alcanes de I’ACA sur le substrat. On note en revanche
I’absence de bande significative a 2960 cm™, indiquant I’absence de groupement méthyle sur
la surface du diamant. Les bandes situées entre 1680 et 1660 cm™ sont la signature des
alcenes non conjugués dont on retrouve des traces lors de chaque greffage. On peut également
remarquer la présence de la bande située & 1260 cm™ qui révéle la présence de ponts éthers.
On remarque ensuite la présence d’une bande large 4 1590 cm™. Cette bande est la signature
de I’¢longation asymétrique des fonctions COO™ mettant en évidence la présence de sels
d’acide. Cette bande est corrélée a 1’¢élongation symétrique d’intensité beaucoup plus faible de
cette méme fonction, que 1’on peut voir a 1420 cm™. Le greffage s’effectuant a pH basique,
les fonctions acides sont alors déprotonées. On peut donc s’attendre a trouver la signature des
des sels d’acide en surface du diamant. On remarque néanmoins un épaulement 31580 cm™ et
une autre bande a 1550 cm™ qui peuvent représenter la signature des liaisons sp® conjuguées.
On remarque ensuite une autre bande d’intensité moyenne bien définie & 1720 cm™. 11 s’agit
de I’¢longation des C=0 des groupements acides. Cette bande peut étre reliée a celle située a
1300 cm™, ainsi qu’a la large bande centré sur 1100 cm™, résultant de la déformation des OH
et de I’élongation des C-O respectivement. La présence de groupements carboxyliques peut

étre expliquée par 1’étape de ringage a I’eau ultrapure durant laquelle une partie des sels ont
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pu étre protonés. Enfin la bande large centrée & 1100 cm™ laisse apparaitre plusieurs
composantes qui sont la signature du stretch des C-O, des alcools secondaires, des éthers non
cycliques et des acides carboxyliques. Nous avons pu mettre en évidence 1’immobilisation de
I’ ACA sur la surface du diamant, grace aux signatures des chaines alcanes et des groupements
carboxyliques. Ce sont ces groupements qui vont étre utilisés dans une deuxieme étape pour
immobiliser le cytochrome ¢ sur le diamant au travers d’un bras espaceur suffisamment court,

pour assurer une connexion directe I’héme du cytochrome ¢ avec 1’¢lectrode (Figure 1V- 9).

Q. OH
O OH Q. NH
-e” + e
H2 @
u u —

EDC + NHS

Figure IV- 9 : Schéma de principe du greffage du cytochrome c sur un échantillon diamant modifié
fonctionnalisé avec I’ACA.

Le couplage de la protéine a été réalisé suivant le procédé décrit par Rubio-Retama et
al. [20] selon un procédé classiquement utilisé en biochimie. Briévement, celui-ci consiste en
I’activation des fonctions carboxyliques de I’ACA immobilisées sur la surface conduisant a la
formation d’esters activés, puis en la réaction de ces derniers avec une amine primaire
(généralement portée par une fonction lysine) présente sur 1’enveloppe protéique de la
protéine pour former une liaison peptidique. La formation de 1’ester activé sur la surface du
diamant est réalisée par un procéde classique basé sur 1’utilisation 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) et de N-hydroxylsuccinimide (NHS) [21]. En
solution aqueuse ’ester activé s’hydrolyse rapidement, en particulier & pH basique. Pour cette
raison nous utilisons une solution tamponnée a pH légérement acide avec du 2-(N-
morpholino)ethanesulfonique acide (MES) 0,2M dans laquelle sont introduits 200 mM I’EDC
et 50 mM de NHS. L’échantillon est alors immergé dans cette solution durant deux heures,
puis rincé a I’eau ultrapure et séché. Enfin, la surface ainsi activée est mise en contact pendant
six heures a une température de 4°C avec une solution de PBS ajustée a pH 8 contenant 1

mg.mL™ de cytochrome c. Le diamant ainsi modifié est alors abondamment rincé au PBS
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avant de procéder a sa caractérisation électrochimique par voltammeétrie cyclique dans une
solution de PBS (Figure V- 10).
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Figure IV- 10 : a) Voltampérogrammes du centre héminique du cytochrome c (vs Ag/AgCl) greffé sur
une électrode diamant, solution électrolytique de PBS, b) Courbe illustrant I’évolution de la densité de
courant des pics anodiques et cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.

Les voltamperogrammes de la Figure 1V- 10.a illustrent le transfert direct entre I’héme
du cytochrome c et 1’électrode diamant. Nous avons reporté sur la Figure 1V- 10.b, I’intensité
des pics d’oxydation et de réduction des voltampérogrammes en fonction de la vitesse de
balayage. Comme nous 1’avons vu dans la partie 5.b.2, I’évolution linéaire de Ipic en fonction
de la vitesse de balayage montre que 1’espece est immobilisée sur la surface de 1’¢électrode.
L’intégration de I’aire sous les pics d’oxydation ou de réduction et I’application de la loi de
Faraday nous permet d’appréhender la concentration de surface en cytochrome ¢ immobilisé
qui est de I’ordre de 3.10™2 mol.cm™. Ceci est en accord avec les résultats reportés dans la
littérature pour I’'immobilisation d’une monocouche de proteéines de taille équivalente
[16],[22]. Le potentiel demi-vague du couple redox afférent au cytochrome ¢ immobilisé par
notre méthode est de + 0,265V vs Ag/AgCl. Or, le potentiel redox formel du cytochrome ¢ en
solution est de + 0,265V vs NHE soulignant ainsi un décalage de + 0,26V dans notre cas. En
fait, il s’avére que le potentiel standard du cytochrome ¢ est extrémement sensible a son
environnement : force ionique de la solution d’analyse mais aussi nature des groupements de
surface du matériau support et type d’interaction entre le cytochrome et la surface (adsorbé ou
greffé) [23]. Ainsi, Whitesides et al. [24] ont évalué I’influence sur le potentiel redox du

greffage ou de D’adsorption du cytochrome ¢ sur des SAMs comportant différents
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groupements terminaux. Son potentiel peut varier alors entre - 0,35 et + 0,4V vs Ag/AgCl en
fonction du type de terminaison par lequel il est lié (adsorption ou greffage) a la surface. Dans
certain cas, bien que le cytochrome ¢ soit immobilisé, il n’est pas possible de coupler son
centre redox avec la surface. L’héme de cette protéine redox est situé sur un coté et a
I’extréme périphérie de la protéine (Figure IV- 7), c’est pour cette raison qu’il est si sensible a
son environnement. Cela implique également que 1’orientation selon laquelle il est immobilisé
influence directement la distance entre le centre prosthétique et la surface, ce qui impacte
directement la réversibilité du couple redox. On remarque que dans notre cas la différence de
potentiel interpic AEp est de 65mV et n’augmente pas pour la gamme de vitesse de balayage
étudiées, ce qui dénote une bonne réversibilité du transfert électronique impliquant que
I’héme du cytochrome est bien orienté et proche de la surface.

Le cytochrome c sous sa forme native ne présente aucune activité catalytique de type
réductase. Kagan et al. [12] ont montré que lors du processus d’apoptose le cytochrome ¢
adopte une activité de type peroxydase. Ils ont mis en évidence que I’héme est encapsulé par
une chaine peptidique dans une poche le protégeant du solvant. Lors de la dénaturation
partielle mais irréversible de la protéine, cette chaine est déplacée et le solvant rentre en
contact avec contact I’héme. Waldeck et al. ont [22] mis en évidence qu’une baisse du pH
jusqu’a des valeurs de 3-4, permet de dénaturer la protéine et d’amorcer son activité
enzymatique. lls ont également montré que dans le cas ou le cytochrome c est greffé sur
surface il est beaucoup moins stable qu’en solution et que la diminution de pH implique une
dénaturation totale de I’enzyme. C’est également ce que nous avons pu observer dans notre
cas.

En conclusion, cette étude sur I’immobilisation du cytochrome ¢ nous a permis de
mettre en évidence I’existence d’un couplage électrique direct entre le centre prosthétique
d’une protéine redox et I’¢électrode diamant. L’emploi de bras espaceur de longueurs
différentes avec d’autres groupements terminaux pourrait rendre possible la dénaturation
partielle de I’enzyme et donc I’utilisation de son activité de type réductase. Toutefois, le
cytochrome c était utilisé ici comme protéine redox modele afin de vérifier ce couplage direct
qui peut étre alors mis a profit pour la conception de biocapteurs de troisieme génération.
Ainsi, nous allons utiliser maintenant cette propriété pour élaborer un biocapteur sensible au
peroxyde d’hydrogéne via I’utilisation de la peroxydase immobilisée selon une voie

différente.
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I11.G. Biocapteur au peroxyde d’hydrogeéne

Le champ d’applications associées a la peroxydase fait de cette enzyme 1’une des plus
étudiée. On trouve des applications dans le diagnostic et I’analyse [25], dans le domaine des
biocapteurs [26], dans la dépollution de I’eau [27], dans la synthese de polymeres [28] ou
encore dans de nombreux procedés de synthese biotechnologique [29]. En 2007, Ruzgas et al.
[26] ont immobilisé I’enzyme sur substrat et ont proposé un mécanisme réactionnel validant
I’activité catalytique de cette protéine envers les peroxydes et les phénolates. La méme année
Dong et Li [30] ont immobilisé la peroxydase et réalisé le premier biocapteur au peroxyde
d’hydrogéne sur Or. Cette realisation représente le premier biocapteur de troisieme génération
basé sur le couplage électrique direct de la peroxydase avec 1’électrode. Les études
fondamentales sur le mécanisme réactionnel menées par Savéant et al. [31], Ferapontova et al.
[32] et Kubota et al. [33] ont abouti a une compréhension totale des mécanismes en jeu. Ces
travaux ont significativement élargi les voies d’applications potentielles des peroxydases.
Paradoxalement peu de travaux axés sur I’immobilisation de la peroxydase sur diamant ont
été menés. Ainsi, Rubio-Retama [20] et al. et Hernando et al. [34] ont connecté la Peroxydase
de raifort ou Horseradih Peroxidase (HRP) de maniére directe sur électrode diamant et ont
réalisé un biocapteur au peroxyde d’hydrogene de troisiéme génération. La mise au point d’un
biocapteur de troisiéme génération sur diamant basé sur I’utilisation d’une peroxydase a un
double intérét. Le premier concerne le domaine de 1’analyse et des biocapteurs, les propriétés
électrochimiques couplées aux caractéristiques anti-fouling du diamant peuvent permettre
d’abaisser les seuils de détection et la durée des vies des capteurs. De plus le peroxyde
d’hydrogene n’est pas détectable par voie électrochimique directe sur diamant a des potentiels
n’impliquant pas d’interférences électrochimiques [35]. Le centre prosthétique de cette
protéine est un heme (Figure IV- 11.a); il s’agit d’un atome de fer complexé par quatre
atomes d’azote appartenant a une porphyrine. Le mécanisme réactionnel de 1’action
catalytique de la HRP sur I’H0, est schématisé sur la Figure 1\VV- 11.b . La premiére étape est
rapide et consiste au transfert d’un atome d’oxygéne du peroxyde d’hydrogene vers la Ferri-

" pour former le composé E1 (Fe") : [Fe'V=0].*. Dans un second temps le

porphyrine E (Fe
cation radical porphyrine E1 est réduit par un donneur d’electron Q pour former
I’intermediaire oxyferryl E2 (Fe'Y). Dans la derniére etape, ’intermediaire E2 est réduit par
un nouveau donneur Q produisant une molécule d’eau et régenrant la ferri-porphyrine E.

Ainsi, il a été montré qu’une électrode polarisée a un potentiel suffisament réducteur,
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typiquement - 0,2 V/ECS pouvait jouer le role des donneur d’électron Q via un transfert

electronique directe entre I’héme de I’enzyme et le substrat [36].
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Figure IV- 11 : @) centre héminique de la HRP, b) Schéma du mécanisme réactionnel de [’action
catalytique de la HRP sur I’H,0,.

Pour mettre en ceuvre un tel capteur nous avons travaillé sur la base d’une
immobilisation via I’utilisation du lien générique avidine-biotine préalablement utilisé comme
systeme modele pour la biofonctionnalisation du diamant. Cette méthodologie nous permet
d’utiliser une enzyme commerciale préalablement modifiée par I’avidine sans risque de
dénaturation lors de 1’étape de greffage comme nous 1’avons montré pour le cytochrome c.
Nous avons ainsi greffé la biotine sur le substrat comme précédemment introduit puis
immobilisé le conjugué Avidine-HRP via la formation du complexe biotine-Avidine (Figure
IV-12).
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Figure IV- 12 : Schéma illustrant 'immobilisation de la HRP sur l’électrode diamant a travers le
couple biotine-avidine et le principe de fonctionnement du biocapteur.

La premiére étape de la conception du capteur a consisté en le greffage de la biotine-
(peg)s-aminée (Figure 1V- 12) directement sur diamant hydrogéné en utilisant la méthode de
greffage des amines précédemment décrite. Le choix de la biotine a été conditionné par la
taille du bras espaceur. En effet le processus d’échange électronique nécessite que le substrat
et ’enzyme soit a proximité 'un de 1’autre. Nous avons montré expérimentalement que
I’utilisation de la biotine-(peg)s-amine, ou d’une biotine sans bras espaceur ne permettait pas
de coupler électriqguement la peroxydase et 1’¢électrode. Dans le premier cas 1’¢loignement
entre la HRP et le substrat ne permet probablement pas de coupler le centre redox de la
protéine et dans le second, la trop grande proximité entre la biotine et le substrat rend
impossible la reconnaissance entre cette derniére et I’avidine du conjugué enzymatique. Le
greffage de la biotine a été effectué dans une solution de phosphate de sodium ajustée a un pH
de 10, le temps de contact entre I’échantillon diamant polycristallin et la solution est de 6
heures.

Suite au greffage de la biotine, nous avons caractérisé le substrat biofonctionnalisé par
spectroscopie d’impédance. La Figure IV- 13.a montre le spectre d’impédance de 1’électrode
de diamant nue avant fonctionnalisation et la Figure 1V- 13.b montre celui de 1’électrode
fonctionnalisée par la biotine. Les mesures d’impédance ont été effectuée dans une solution
de ferri/ferro cyanure 2mM contenant comme électrolyte support le Perchlorate de Lithium a
0,2M. La consigne en potentiel est alors modulée en fréquence (entre 100kHz et 200mHz)
autours du potentiel de circuit ouvert (amplitude du signal 10mV rms) fixé par le potentiel

standard du couple redox ferri/ferrocyanure 2 mM dissout en solution qui est de +0,18 V vs
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Ag/AgCl. Le modele le plus simple et le plus naturel pour étudier la cinétique d’un transfert
¢électrochimique se produisant a I’interface d’une électrode est le circuit de Randles [37]

(Figure 1V- 14.a). Les circuits équivalents correspondant a 1’électrode de diamant nu et a la

biotine fonctionnalisée sont reportés sur la Figure 1V- 14.a et b respectivement.
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Figure IV- 13 : a) Spectre d’impédance représenté dans le plan NYQUIST de [’électrode diamant,
réalisé au potentiel standard du couple Fe'/Fe" du ferri/ferrocyanure 2mM (+0,2V vs Ag/AgCl) dans
une solution aqueuse de LiClO, 0,2M. b) Spectre d’impédance représenté dans le plan NYQUIST de
[’électrode diamant fonctionnalisée par la biotine, réalisé dans les mémes conditions que a).

Dans le cas du diamant nu, la capacité de double couche, Cq, peut étre modélisée par
un élément capacitif pur dans le circuit équivalent de Randles, [38]. Aprées fonctionnalisation,
cette capacité a été remplacée par un élément a phase constante, CPE. Il est classique
d’introduire cet ¢lément pour modéliser des spectres issues de matériaux fonctionnalisés. 11
modélise le comportement capacitif imparfait de 1’¢lectrode, du fait de D’existence
d’hétérogénéités de surface, qui induit un décentrage du demi-cercle résonant Rer-Cqy par
rapport a I’axe réel de 1’impédance. Les spectres obtenus pour chacune des surfaces de
diamant, Figure IV- 13.c pour I’électrode diamant nu et Figure 1V- 13.d pour 1’échantillon
modifié avec la biotine, ont été ajustés par simulation numérique, sur 1.10° itérations selon la
méthode d’échantillonnage aléatoire, via 1’utilisation du logiciel EC-Lab (Bio-Logic) afin de

quantifier les valeurs caractérisant chacun des éléments du circuit équivalent.
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Figure IV- 14 : @), b) circuits équivalents de Randles associés a I’électrode de diamant nu et
fonctionnalisée par la biotine, valeurs des composants électriques issus de I’ajustement analytique du
modele associé avec les données expérimentales : ¢) de [’électrode diamant nu, d) de [’électrode
fonctionnalisée par la biotine.

Les valeurs issues de la simulation dans le cas de I’¢lectrode de diamant nu sont
caractéristiques de ce type de matériau [39]. Les valeurs d’intérét sont la résistance de
transfert de charge (Rct), notée R2 et la capacité double couche C1 dont on remarque la trés
faible valeur. Si I'on s’intéresse aux valeurs des simulations obtenues dans le cas de
I¢lectrode modifiée par la biotine, on peut remarquer une augmentation de la Rct et de la
capacitance noté Q1. En se référant a la partie 111.G, ou nous avions décrit I’effet des couches
immobilisées en surface sur les phénomeénes ¢lectrochimiques intervenant a I’interface,
I’augmentation de la capacité double couche est due a la difficulté qu’ont les especes a
diffuser a I'intérieur de la couche greffée. La Rct est reliée a la constante de vitesse de
transfert de charge ko selon 1’équation :

1 n2F%ySCy,

Re  RT

; 0U n est le nombre d’électrons échangés, co la concentration des

especes redox a 1’électrode et S la surface électroactive disponible, les autres composantes
ayant leur signification classique. Durant le greffage, une partie de ces sites électroactifs de
surface disparaissent, ce qui implique une diminution de la surface spécifique et donc une
augmentation de la Rct. Ces augmentations signent clairement 1’immobilisation de la biotine
sur la surface de notre électrode. De plus, les valeurs obtenues sont en accord avec celles
rencontrées dans la littérature pour I’immobilisation d’une monocouche aliphatique sur

diamant via la photochimie des alcenes [20].
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Suite a la caractérisation de la monocouche biotynilée déposée sur le diamant,
I’élaboration du capteur a éeté finalisée par le couplage du conjugué HRP-Avidine avec la
biotine. Ce dernier est effectué en deux étapes. Tout d’abord la surface de 1’échantillon est
saturée par la BSA via la mise en contact de la surface avec une solution & 10 mg.mL™ de
protéine pendant 20 min a température ambiante. Cette étape vise a limiter 1’adsorption non
specifique du conjugué. Au cours de la seconde étape, une solution de HRP-Avidine a 0,1
mg.mL™ dans du PBS est mise en contact avec la surface préalablement biotinylée et saturée
pendant deux heures a une température de 4°C. En parallele nous avons soumis un échantillon
diamant non modifié au méme traitement afin de I’utiliser comme négatif. Les deux
échantillons sont alors caractérisés par voltammeétrie cycliques dans une solution de PBS. Les
voltampérogrammes de 1’échantillon fonctionnalisé avec la biotine sont présentés sur la
Figure 1V- 15.a et ceux de I’échantillon non modifié sur la Figure 1\VV- 15.c. Pour ce dernier,
excepté un fort courant capacitif, émanant probablement de I’adsorption de la BSA sur le la
surface diamantée, aucun signal redox n’est détecté. A contrario, dans le cas de 1’échantillon
fonctionnalisé avec la biotine, on observe clairement un couple redox dont le potentiel de
demi vague, égal a + 0,1 V vs Ag/AgCl, est en accord avec celui observé pour la peroxydase
immobilisée sur diamant [20]. Ces résultats mettent en évidence, d’une part le rdle du
couplage avidine-biotine dans I’immobilisation de la protéine et, d’autre part, le transfert
électronique direct entre I’héme de I’enzyme et 1’électrode. A partir des voltampérogrammes
de la Figure 1V- 15.a, nous avons ensuite tracé I’évolution de I’intensité des pics d’oxydation
et de réduction en fonction de la vitesse de balayage (Figure I\V- 15.b). L’évolution linéaire du
courant de pic avec la vitesse de balayage démontre un comportement temporel de I’interface
et donc ’immobilisation de la HRP sur I’¢électrode de diamant. En intégrant 1’aire sous le pic
et en utilisant la loi de Faraday, nous avons pu estimer que la quantité d’HRP immobilisée sur
la surface est de 1’ordre de 8.10™'mol.cm™. Cette valeur est en accord avec celles reportées
dans la littérature [40] et met en évidence la formation d’une monocouche de peroxydase.
Notons enfin le comportement capacitif de I’interface modifi¢ par I’enzyme. Ce phénoméne
peut étre attribué a la formation de 1’assemblage moléculaire complexe formé a la surface de
1‘électrode.

Les voltampérogrammes de la Figure IV- 15.a démontrent la présence du centre
héminique de I’HRP a la surface de I’¢lectrode. Toutefois, il est important de caractériser le
comportement catalytique de la protéine redox afin de vérifier sa non-dénaturation par la
procédure de fabrication et donc les capacités de biodétection du biocapteur ainsi élaboré.

Pour ce faire, nous avons utilisé ce dernier pour la détection ampérométrique du substrat de la
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HRP, le peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, le biocapteur a été calibré via des injections de
peroxyde d’hydrogéne successives permettant de balayer sa gamme dynamique par incrément
de la concentration en analyte. L’échantillon a été caractérisé dans une solution de PBS ajusté
a pH 6,2 (correspondant a un pH optimal de fonctionnement de la HRP) mise en convection
par un agitateur magnétique afin de travailler dans des conditions stationnaires d’apport en

H,O, vers la surface de 1’électrode biologiquement modifiée.
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Figure IV- 15 : a) voltampérogrammes du centre héminique (vs Ag/AgCI) de la HRP immobilisée sur
une électrode diamant via le couple biotine-avidine, solution électrolytique de PBS. b) Courbe
illustrant I’évolution de la densité de courant des pics anodiques et cathodiques en fonction de la
vitesse de balayage. ¢) Voltamperogramme d’une électrode diamant non fonctionnalisé par la biotine
mais mis en contact avec la solution d’HRP-Avidine, solution support de PBS, électrode de référence
Ag/AgCl.

Durant la mesure ampérométrique un potentiel constant de - 0,05V est appliqué a
I’électrode correspondant a 1’état réduit, et donc catalytiquement actif des biomolécules de
peroxydase. Consécutivement a I’injection d’H,0, en solution, les peroxydases réduisent le
peroxyde d’hydrogene en solution et sont portées a leur état oxydé. Dans un contexte
d’utilisation normal de la HRP, un substrat carboné donneur d’électron permet la régénération
de ’enzyme. Dans le cas d’un biocapteur de troisieme génération, 1’¢lectrode joue le réle de

donneur d’électrons. On devrait alors observer une augmentation du courant cathodique
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enregistré li¢ a la régénération de I’enzyme par connexion directe avec 1’électrode. Ce
phénomeéne se traduit sur le chronoampérogramme de la Figure 1V- 16 par 1’obtention d’un
nouveau palier de courant d’amplitude plus grande consécutif a chaque injection
supplémentaire d’H,O, en solution Ainsi, chaque marche illustre le courant enregistré pour

une concentration donnée d’H,0O, en solution. .
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Figure IV- 16 : Chronoampérogramme réalisé sur I’échantillon modifié par la HRP-Avidine durant
injection successive d’H,O, dans la solution de PBS ajustée a pH 6,2. Le potentiel appliqué est de -
0,05V vs Ag/AgCI. La concentration en solution lors des différentes injections est de :
0,1/1/10,1/20,1/30,1/39,9/137,9/235,9/333,9/638,9/756,9 mM.

A partir du chronoampérogramme, on reporte les valeurs du courant cathodique de
chaque palier en fonction de la concentration en peroxyde d’hydrogeéne associée pour obtenir
la courbe d’étalonnage du biocapteur Figure IV- 17. Les cinétiques enzymatiques sont
décrites en premiére approximation par le modéle de Michaelis-Menten : v = VmaX—x[S]

Ky +[S]

v est la vitesse de la réaction enzymatique, Vmax €st la vitesse maximale pour la
concentration saturante en substrat et S la concentration en substrat. L’apport de peroxyde
étant stationnaire, le flux de courant géneré par le transfert électronique lors de la régénération
du centre enzymatique de la HRP suit de maniere homothétique la vitesse réactionnelle.
L’équation de Michaelis-Menten peut alors étre écrite sous la forme d’un courant :

_ o [S]

K, +[S]
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On remarque que 1’évolution de notre courbe d’étalonnage suit globalement 1’équation
de Michaelis-Menten. Ainsi, une partie linéaire est observée pour les faibles concentrations en
H,0,, il s’agit de la gamme dynamique de notre biocapteur qui s’étend entre 1 et 40 uM
(Figure IV- 17). Notons cependant que pour une cinétique Michaelienne pure, donc obtenue
en phase homogeéne, cette premiere partie du graphe se réfere a une limitation par 1’équilibre
de complexation. Ceci n’est pas le cas ici du fait du fonctionnement du biocapteur en phase
hétérogéne, la gamme dynamique étant alors globalement limitée par le transport de matiere a
faible concentration en peroxyde. On peut également noter I’apparition du régime de
saturation pour les valeurs de concentration importantes. L’autre caractéristique principale
d’un biocapteur est sa sensibilité ; elle calculé dans la partie dynamique. Elle vaut dans notre
cas 2 uA.mM'l.Cm'z. A titre d’exemple, les caractéristiques du biocapteur de troisiéme
génération du méme type réalisé par Rubio-Retama et al., affichent une gamme dynamique
supérieure (0,1 et 30 mM) mais une sensibilité inférieure (0,5 pA/cm?). Bien que les
peroxydases soient dédiées a la décomposition de 1’H,0,, il reste tout de méme un agent
toxique du fait de sa grande reactivité. A forte concentration il va endommager de maniére
irréversible les peroxydases, induisant une baisse de [’activité catalytique globale. La
dénaturation des enzymes se manifeste a travers la dérive du courant cathodique observée

pour les fortes concentrations.
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Figure IV- 17 : Courbe d’étalonnage du biocapteur représentant /’évolution de la densité du courant
cathodique, associée aux plateaux observés sur le chronoampérogramme, en fonction de la
concentration en H,O, en solution.
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Nous avons donc réussi a procéder a I’immobilisation de la HRP-Avidine au travers
du couplage spécifique biotine-Avidine. Malgré I’utilisation d’un complexe enzymatique
conjugué, nous sommes parvenus a coupler de maniere directe la peroxydase avec I’¢électrode.
La configuration de ce capteur présente un réel avantage en termes de durée de vie. A la
différence des capteurs basés sur I’'immobilisation d’enzymes de maniére covalente, dont la
durée de vie est limitée par le vieillissement de ces derniéres, la base du capteur (diamant
fonctionnalisé avec la biotine) peut étre réutilisée un grand nombre de fois suite a la
dénaturation de I’avidine (digestion par de la trypsine, destruction des structures secondaires
et tertiaire par des tensioactifs...) et au relargage de I’enzyme désactivée. La biotine étant tres
résistante et la nature du lien avec le diamant tres robuste, il est alors possible de reconstituer
le capteur par simple couplage avec 1’¢lectrode. Cela confére également une trés bonne
reproductibilité au biocapteur en termes de quantité d’enzyme immobilisée. La base diamant-
biotine représente alors une voie générique élégante pour la fabrication de divers capteurs
enzymatiques basés sur une connexion directe ou sur la détection d’un produit diffusif.
Toutefois, comme nous I’avons vu sur les votampérogrammes de la Figure V- 15.a, cette
immobilisation indirecte implique un comportement capacitif marqué et peut générer une
géne au transfert électronique. Dans ce contexte, il peut étre intéressant d’immobiliser les
protéines au plus proche de la surface de diamant comme nous I’avions présenté pour le

cytochrome c ou alors par couplage directe sans adjonction d’un bras espaceur.

I11.H. Immobilisation directe de protéine

Il n’existe a ma connaissance aucun exemple d’immobilisation directe de protéine sur
substrat. C’est pourquoi dans ce chapitre nous avons tenté d’arrimer des protéines sans étape
intermédiaire chimique sur substrat diamant en utilisant la technique de fonctionnalisation des
amines.

Dans ce contexte, nous nous sommes attachés a la fonctionnalisation du diamant par
des anticorps. En fait, I’immobilisation de telles protéines est un enjeu majeur dans le cadre
de I’étude des mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse immunitaire ou encore la
différentiation des cellules souches [41]. De tels dispositifs ciblant I’analyse de cellules
vivantes adhérentes ont déja été réalises [42], en revanche 1’étude de cellules non adhérentes
ou de neurones présents dans des milieux complexes nécessite 1’utilisation de protéines telles

que les immunoglobulines (Ig) ou les intégrines. La realisation de biopuces permet alors le tri,
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I’identification et le comptage cellulaire [41]. L’utilisation de notre technique de greffage
implique la présence d’une amine aliphatique située sur I’enveloppe externe de la protéine.
Comme nous 1’avons vu précédemment, les amines proviennent la plupart du temps de la
lysine que 1I’on retrouve en surface de la quasi-totalité des protéines. C’est donc au travers de
la lysine que nous tenterons de mettre en ceuvre le greffage des anticorps. Nous nous
intéresserons dans un premier a temps a I’anticorps anti-CD90 ou anti-Thy1. Il reconnait et se
lie spécifiquement au CD90 ou Thyl. Ccette protéine est une glycoprotéine de la famille des
immunoglobulines liée a la membrane plasmique de certaines cellules. Dans un deuxieme
temps nous tenterons d’immobiliser la molécule d’anticorps la plus abondante dans le corps
humain, I’Immunoglobuline G (IgG).

Nous allons tout d’abord détailler succinctement la structure générale des anticorps qui
est représentée sur la Figure 1V- 18. On peut déecomposer les anticorps en deux domaines
distincts, un domaine constant et un domaine variable (Figure 1V- 18.b). Le domaine constant
est constitué des fragments notés CH et CL, il est caractéristique de 1’espéce et I’isotype. Il
permet a I’Ig de se lier aux cellules possédant un récepteur dédié¢ a la reconnaissance de ce
fragment. Le fragment variable est composé de deux sites de reconnaissance antigénique
identiques ou paratopes constitués eux méme de fragments lourds VH et légers VL. Ces
paratopes reconnaissent une zone spécifique de leur antigene dédié appelée épitope.

b) Site de reconnaissance
antigénique
/ (Paratope) \ -
% L
//( Qv L Fab
Fragment, antigen
o binding
< » R O
e =
e M)
Fc
Fragment,
cristallizable

Figure 1V- 18 : a) structure d’un anticorps, b) représentation schématique d’un anticorps mettant en
évidence le paratope.

Il est possible de différencier les anticorps monoclonaux et polyclonaux. Les premiers
ne reconnaissent qu’un seul type d’épitope sur un antigéne donné alors que les polyclonaux

sont un mélange d’anticorps qui reconnaitront différents épitopes sur un méme antigene.
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Les processus de couplage spécifique dans lesquels sont impliqués les
immunoglobulines sont dépendants de la conformation de ces protéines. Une dénaturation de
ces dernieres empéchera toute reconnaissance. Nous allons donc voir s’il est possible de
greffer des anticorps de maniére spontanée sur substrat diamant en utilisant la technique de
greffage des amines. Puis nous essaierons également d’évaluer si ’immobilisation affecte leur

activité de reconnaissance.

1.H.1.Thyl

Chez ’homme, le CD90 est exprimé, entre autre, sur les fibroblastes, les neurones ou
encore les cellules sanguines souches. Il est impliqué dans 1’activation des lymphocytes T, les
phénomenes d’adhésion cellulaire, la croissance tumorale et neuronale. Dans notre cas nous
avons utilisé 1’anticorps anti-CD90 (ou Thyl) issu de la souris. Nous avons préparé cing
solutions de Phosphate de sodium 0,2 M a différents pH, contenant 25% de glycérol en
volume. Nous avons ensuite introduit ’anticorps anti-CD90 a une concentration de 0,1
mg.mL™ dans chaque solution. Le dépdt a été effectué par drop-casting et les solutions ont été
laissées en contact une heure avec 1’échantillon diamant nanocristallin intrinséque hydrogéné.

La Figure 1V- 19.a représente schématiquement la matrice associée au dépét, les plots
noirs symbolisent les solutions déposées qui contiennent le Thyl et les plots rouges la
solution de greffage ne contenant pas ce dernier (faux négatif). Aprés greffage, I’échantillon a
été rincé au PBS puis nous avons procedé a la révélation par microscopie de fluorescence.
Pour cela, I’échantillon a été¢ immergé dans une solution de BSA 10 mg.mL'1 pendant 20 min,
puis rincé au PBS. Nous avons ensuite mis 1’échantillon en contact pendant 20 min avec une
solution d’anticorps monoclonal anti-souris biotinylé. Aprés avoir rincé 1’échantillon au PBS,
nous I’avons placé en contact avec une solution de SAPE 0,1 mg.mL™ pendant 15 min, puis
apres ringage nous avons procédé a la révélation par microscopie de fluorescence. La Figure
IV-19.c est une image de la matrice observée en microscopie de fluorescence et la Figure 1V-
19.b I’évolution du profil 1D de I’intensité de fluorescence en fonction du pH des solutions de
dépéts.
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Figure IV- 19 : a) Schéma de la matrice de dépdt du CD90, le pH des solutions de greffage est de
7,5/8/8,5/9/9,5. b) Profil 1D de I'intensité illustrant I 'effet du pH, c) image de fluorescence de la
matrice présentée en a).

Afin d’interpréter correctement la Figure 1V- 19.c, il faut garder a I’esprit qu’un grand
nombre de lysines sont accessibles sur la périphérie de I’anticorps et réparties en différentes
positions sur les fragments constant et variables. De fait, il est donc impossible avec notre
méthode de choisir 1’orientation de la protéine lors de son immobilisation. Toutefois, il faut
relativiser cette limite sachant qu’il en est de méme lors des étapes de couplage peptidiques
classiques visant a modifier les immunoglobulines. Ces couplages sont statistiques et font
ainsi intervenir les amines appartenant a ces mémes lysines sans possibilité de sélectionner
une zone de couplage précise (fragment constant ou paratopes). C’est en fait ce qui se passe
lors de notre greffage, certains CD90 seront immobilisés par le fragment constant et d’autres
par les paratopes. Dans notre cas ce sont les fragments variables (paratopes) de I’IgM anti
souris qui reconnaissent les fragments constants de 1’anticorps CD90, utilisés ici comme
épitopes sondes. Notons ici que le cas contraire, c'est-a-dire 1’utilisation des fragments
variables de I’anti-CD90 comme sonde, n’aurait pas changé diamétralement les observations
que nous allons faire ici.

Les contrastes de fluorescence sont présentés dans le Tableau IV- 2. On peut tout
d’abord noter I’absence totale de fluorescence émanant des plots exposés aux differentes
solutions de greffage ne contenant pas d’anti-CD90. Les valeurs élevées du contraste de
fluorescence dénote la trés bonne spécificité de la reconnaissance entre le fragment constant
de I’anti-CD90 immobilisé et I’IgM anti souris. On peut également constater la faible valeur

de I’écart type du contraste de fluorescence sur une ligne de plots élaborés dans les mémes
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conditions (Tableau 1V- 2) mettant en évidence la reproductibilité de la technique. On
remarque aussi que 1’évolution du contraste est similaire a celle observée lors du greffage de
la biotine (cf. partielll.C.4.c) avec des valeurs de contraste maximales pour les pH 9 et 9,5. Ce
qui impliqgue que mémes pour ces valeurs de pH élevées, les protéines n’ont pas été
dénaturées et conservent leurs propriétés de reconnaissance. Toutefois, il n’est pas possible de
tirer de conclusion générale pour les protéines, chaque type n’affichant pas la méme
sensibilité vis-a-vis des variations de pH. Toutefois, le parametre pH peut étre efficacement
pondéré par le temps durant lequel la protéine est en contact avec la solution (ainsi, plus ce
temps sera court, moins il y aura de chance pour que la protéine soit dénaturée).
Parallélement, nous avons vu qu’il existe une corrélation temps-pH et plus le pH sera éleve,
plus le greffage sera rapide. Enfin, notons que la large gamme de pH exploitable pour le
greffage qui rend notre méthode d’immobilisation assez générique. Ainsi, il est important de
rappeler que méme pour des valeurs de pH proche du pH physiologique, le greffage est
efficace. Cela signifie qu’il sera également possible d’immobiliser des protéines sensibles qui

nécessitent 1’utilisation de solutions dont le pH est proche de la neutralité.

pH 7,5 8 8,5 9 9,5
Contraste 10+0,2 11+0,2 20+0,2 25+0,3 24+0,2

Tableau IV- 2 : Evolution du contraste de fluorescence en fonction du pH utilisé pour le greffage du
CD90.

A la suite de ces travaux préliminaires, de nouveaux échantillons ont été préparés pour
effectuer des tests de capture cellulaire visant des cellules non adhérentes. Dans ce contexte,
j’ai préparé des échantillons de diamant présentant des plots anti-CD90, les expériences de
capture cellulaire ayant été réalisées par Amel Bendali, doctorante a I’institut de la vision
(Inserm) dans 1’équipe de Serge Picaud a Paris. Les cellules ciblées lors de cette étude sont les
cellules ganglionnaires rétiniennes du rat qui exprime la protéine CD90. Les cellules ont été
marquées au 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) qui est un marqueur fluorescent nucléaire
se liant a I’ADN afin de caractériser la capture cellulaire par microscopie de fluorescence. Ces
expeériences ont été menées sur la base de la technique d’immunopanning [43, 44], technique
effectuée sur un milieu cellulaire complexe provenant directement de la rétine du rat. Cette
derniere a initialement été développée pour effectuer du tri cellulaire ; elle permet a partir
d’un organe ou une biopsie, d’isoler un type cellulaire particulier dans un milieu complexe.

La Figure IV- 20 est une image de microscopie de fluorescence réalisée apres purification et
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capture des cellules ganglionnaire. On remarque une zone circulaire contenant une forte
densite cellulaire mise en évidence par le grand nombre taches fluorescente. Le périmétre
circulaire décrit par les cellules est identique en taille et en position a celle des plots d’anti-
CD90 déposés par drop-casting. Notons la faible densité de cellules capturées
aspécifiqguement a I’extérieur de ce plot et démontrant la sélectivité de la capture. Ce résultat
démontre encore une fois la possibilité d’immobiliser des anticorps pour la capture d’antigéne
sans dénaturation de la protéine. Au dela de cette conclusion purement analytique, cette
capture sélective, bien que non optimisée, pourrait étre utilisée pour le design de réseaux

artificiels de neurones.

Figure IV- 20 : Image de fluorescence, centrée sur un plot d’anti-CD90, réalisée apres [’expérience
d’immunopanning.

La technique de greffage des amines primaires aliphatiques sur diamant hydrogéné
nous a permis d’immobiliser de manicre directe un anticorps non modifié. Au travers des
caractérisations par microscopie de fluorescence, nous avons pu mettre en évidence que
I’anticorps n’est pas dénaturé et conserve ses propriétés de reconnaissance. Nous avons
également pu montrer qu’il est possible de greffer le Thyl a des pH proches du pH
physiologique (plus généralement, ce constat peut étre étendu a la majeure partie des
protéines). Nous avons également pu montrer I’intérét de cette immobilisation pour la capture
des cellules neuronales suite a I’immobilisation de 1’anti-CD90. Toutefois, il demeure
important de tenter une immobilisation parallélisée de plusieurs anticorps afin de démontrer la
possibilit¢ de multiplexer I’information biologique sur un méme support diamant pour le

design de biopuces a protéines.
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[11.H.2. Immunoglobuline G

Maintenant que nous avons vu que la technique de greffage des amines nous a permis
d’immobiliser de maniére directe du Thyl, nous allons tenter d’étendre le procédé aux
immunoglobulines, et de fait & la majeure partie des protéines, au travers de la conception

d’une biopuce a protéines.

Les immunoglobulines sont des protéines d’adhérence que I’on trouve dans les fluides
corporels et qui ont une activité anticorps. Elles sont largement répandues dans le domaine de
I’analyse pour la détection et/ou la quantification de diverses substances (cellules, bactéries,
protéines...) dans des milieux physiologiques complexes avec une grande spécificité [25].
Afin de généraliser notre méthodologie de greffage aux protéines au sens large et de
démontrer la possibilité de créer une biopuce a protéine, nous avons immobilisé des Ig de
différentes espéces (lapin, humain, souris) et la biotine-(peg)s-NH, (utilisée ici comme
contréle positif) en utilisant la technique de fonctionnalisation des amines sur diamant
hydrogéné. Les Ig ont été introduites & une concentration de 0,1mg.mL™ dans une solution de
phosphate de sodium dibasique 0,2M contenant 25% en volume de glycérol et ajustée a un pH
de 8,5. Le greffage a été mené par la mise en contact des différentes solutions d’Ig par drop-
casting selon le plan de dép6t présenté sur la Figure 1\V- 21. Les solutions ont été laissées en
contact avec le substrat pendant 30 min. Notons que pour cette biopuce, nous avons utilisé le
fragment constant des immunoglobulines comme sonde, la Figure IV- 21 n’est alors que
schématique et d’autres orientations sont bien sur disponibles sur le diamant.

Apres greffage I’échantillon a été rincé abondamment au PBS avant d’étre immergé
dans une solution de BSA 10 mg.mL™ pendant 20 min, de maniére & saturer la surface et a
éviter toute adsorption non spécifique lors des étapes postérieures. L’échantillon a ensuite été
mis en contact avec une solution d’IgG biotinylé anti-lapin & 0,1 mg.mL™ pendant 20 min.
L’IgG anti-lapin devrait reconnaitre spécifiquement le fragment constant de I’IgG lapin.
Enfin, afin de révéler cette reconnaissance spécifique théorique, on procéde au couplage de la
biotine et de I’IgG anti-lapin avec le fragment sterptavidine du conjugue fluorescent SAPE en
recouvrant ’échantillon avec une solution de fluorophore & 0,1 mg.mL™ durant 15 min.
Notons que I’échantillon est rincé abondament au PBS entre chaque étape et en fin de
protocole. La représentation schématique de ce protocole de révélation est illustrée sur la
Figure IV- 21.
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Figure V- 21 : Schéma du plan de dépdt des IgG et de la biotine, associé au schéma de principe de la
révélation par microscopie de fluorescence du greffage.

Suite a I’action de 1’IgG de lapin, nous avons ensuite procédé a la réveélation par

microscopie de florescence. Cette image est présentée sur la Figure V- 22.

Figure IV- 22 : Image de fluorescence illustrant le greffage de ['IgG de lapin.

On peut voir sur la Figure IV- 22 que seuls deux plots sont fluorescents : il s’agit des
plots élaborés a partir d’IgG de lapin et de biotine. L’absence totale de fluorescence sur les
plots d’IgG humain et souris met en évidence la bonne spécificité de la reconnaissance entre
IgG lapin et anti-lapin. Ce résultat trés encourageant confirme que la structure de la protéine
demeure intacte.

Cette étude a permis de montrer qu’il est possible d’immobiliser en une seule étape, de
maniere spontané et dans des conditions proches de celles des milieux physiologiques des
protéines. De plus les protéines immobilisées ne sont pas dénaturées et conservent leur

activité biologique aprés immobilisation. Bien que 1’étude ait été axée sur la réalisation de
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biopuces, ce procédé de greffage peut étre étendu a tous les dispositifs existants sur diamant
tels que les FETs et les microleviers. Nous avons également montré que la réalisation de
biopuces a rendu possible la capture d’un type de cellule contenu dans un milieu complexe.
La simplicité et la rapidit¢é de I’immobilisation constituent un réel avantage pour les

applications en diagnostic médical.

[11.1.  Structuration du greffage

Les coups de fabrication des couches diamant par CVD est relativement faible, ce qui
en fait un matériau particulierement compétitif et attractif. Mais pour le domaine de
I’industrie, la structuration et la densification des dépots pour la conception de dispositifs
miniaturisés s’averent nécessaire. Pour les applications en diagnostic ou comme capteur,
I’économie sur la taille des substrats, le temps de greffage, le cot de la technique, ainsi que le
contréle des dépobts est nécessaire. Il existe un large panel de technique permettant de réaliser
des dépdts structurés a des tailles micrométriques et nanométriques [45]. On trouve entre
autre : le dépot a I’aide d’aiguille [46], le pcontact printing [45]; I’impression par jet d’encre
[47], la photolithographie [48], I’electrospray [49], les microleviers [50], le nanofountain pen
[51] ou encore le dip-pen nanolithography [52]. La comparaison entre ces différentes

techniques est présentée dans le tableau ci-dessous.

Technique Aiguille Jet d’encre Microleviers | Photolithogravu
Type Contact Non-contact Contact Non-contact
Surface de dépdt > 10cm? > 10cm? > 1cm? > 1cm?
Vitesse de dépdt Lent Treés rapide Lent Trés rapide
résolution 100 pm > 20pm 10 pum 10 um
Technique Electrospray nCP Nanofontaine Dip-pen
Type Non-contact Contact Contact Contact
Surface de dépdt > 1cm? > 1cm? ~ mm? ~ mm?
Vitesse de dépdt rapide Trés rapide Tres lent Tres lent
résolution 5 um <100 nm 100 nm 15 nm

pour différents techniques.

Tableau 1V- 3 : Comparaison de la vitesse de la vitesse, de la surface et de la résolution des dépots
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Nous avons vu que le temps de greffage associé a notre méthode d’immobilisation est
tres rapide. De plus, travailler en solution aqueuse, sans apport d’énergie extérieure constitue
un avantage supplémentaire. Cette technique, du fait du panel de groupements fonctionnels
greffables, donne également accés a un grand choix de molécule commerciale. Nous allons
voir dans ce chapitre les potentialités qu’offre cette technique en termes de méthodologie de
dépdt ou encore de résolution. Ainsi différentes techniques permettant soit une
fonctionnalisation rapide et collective du support comme le microcontact printing, soit le
dépdt parallélisé de microplots tels que les réseaux de leviers (bioplumes) ou encore une
résolution extréme comme le DPN ont été mise a profit afin de repousser les limites de la
nouvelle méthodologie de greffage présentée dans ce manuscrit.

[11.1.1. Micro-contact printing

Le micro-contact printing (LCP) est une technique mise au point par Whitesides dans
les années 90 pour la fonctionnalisation de surfaces métalliques par les alkane-thiols. Cette
methode permet, a I’aide d’un tampon structuré et par simple contact, de pouvoir immobiliser
de maniére locale et rapide une molécule d’intérét sur un substrat. En outre ce procédé, trés
peu couteux, permet en une seule étape de décorer un substrat avec des motifs de taille micro
a nanométriques et ce de maniere collective (toute les zones modifiées le sont avec la méme
molécule). Cette méthode a suscité un énorme engouement dans le domaine des
biotechnologies [53] mais aussi dans le domaine de 1’¢électronique et des semi-conducteurs
[54] du fait de ses capacités a immobiliser de fagon extrémement rapide une monocouche
organisée de molécule d’intérét. Le tampon utilisé est en régle général fabriqué avec un
élastomére comme le polydimethylsiloxane (PDMS) mais peut aussi étre congu en
Polymethylmethacrylate (PMMA) pour plus de durabilité, ces polyméres étant peu couteux et
trés faciles a structurés. Le tampon est généralement mis en forme par simple coulage dans un
moule en silicium sur lequel est gravé le motif a répliquer, mais pour des résolutions plus
fines, les techniques de lithographies optique usuelles ou encore les techniques de
lithographies électroniques, permettant d’atteindre des tailles de dépot inferieures a 5 nm [55],
peuvent étre utilisées. Pour effectuer le transfert, la surface du tampon est imbibée de la
solution a déposer puis, apres un léger séchage permettant de conserver une bonne résolution
du dépdt, placé en contact avec le substrat. Dans notre cas les tampons ont été confectionnés
par Sébastien Dumenil, technicien au CREAB. Le motif du tampon choisi est une matrice de

173



plots de 250um de diamétre espacés de 500um. L’éthanol constitue un solvant de choix pour
les dépdts par uCP car il diffuse dans le polymére et est ainsi relargué lentement lors du
contact entre le tampon et une surface. Pour les dép6ts de trés petites tailles, inférieure a
500nm, il est méme obligatoire d’utiliser des solvants avec des poids moléculaire élevés
(isopropanol) pour limiter la diffusion. Il est également possible d’utiliser un solvant aqueux
lorsque la résolution des motifs n’est pas inférieure @ 500nm. Dans le cas présent, notre
méthode de greffage exclue 1’utilisation d’un alcool comme solvant. Nous avons donc utilisé
la solution de greffage habituelle (solution aqueuse de phosphate de sodium dibasique 0,2M
ajustée a pH 10). Afin de valider la possibilité de structurer des surfaces diamantées par
microcontact printing, nous avons procédé au greffage d’un brin d’ADN dissout a une
concentration del0 uM dans la solution précedemment citée. La révélation du motif ainsi
transféré a été menée par hybridation avec un brin complémentaire biotynilé et révélation par
microscopie de fluorescence en utilisant la SAPE. L’ODN immobilisé est le Zip9, sa
séquence ainsi que le protocole de révélation ont été décrits en détail dans la partie 111.F.1 de
ce chapitre. La Figure 1V- 23 montre I’image de microscopie de fluorescence du brin d’ADN

immobilisé par LCP sur un substrat diamant polycristallin hydrogéné.

Figure 1V- 23 : Image de fluorescence d’une matrice de plot d’ODN greffés par microcontact printing.

Il faut noter que la rugosité de surface du substrat est un facteur essentiel influant sur
I’homogénéité des dépots. En effet la technique de micro-contact printing consiste a poser le
tampon imbibé de la solution de greffage sur le substrat pendant quelques secondes, voir
quelques minutes. Si 1’échantillon est trop rugueux, le contact du tampon sur ce dernier ne se

fera pas de facon homogene comme cela s’est produit dans notre cas (la rugosité des
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échantillons microcristallins utilisés est de 1’ordre de 200 nm RMS). Cette valeur est
relativement élevée pour les dép6ts par HCP et nous avons donc du exercer une légeére
pression sur le tampon pour permettre a toute les zones protubérantes d’étre en contact avec le
substrat. Cette contrainte appliquée sur le tampon implique un élargissement, ainsi qu’une
inhomogeéneité de certains plots. On peut remarquer sur la Figure 1V- 23 une disparité de la
taille des plots et une déformation de certains d’entre eux. Néanmoins les plots sont bien
discernables et le contraste moyens est de 5+2. L’hétérogénéité des plots explique valeur de
I’écart moyen du contraste soit élevée.

Le but de ce dépbt par micro-contact printig n’était pas de chercher a optimiser les
conditions expérimentales mais simplement de montrer que la méthode de greffage des
amines permettait d’utiliser la technique de pCP. La mise en ceuvre d’échantillons
nanocristallins, présentant des rugosités trés en deca de 1’ordre de 20-40 nm RMS, assurerait
probablement de meilleures homogénéités et résolutions des dépéts. La formulation d’un
mélange de solvants plus visqueux devrait également permettre d’améliorer la régularité du

dépot.

[11.1.2. Bioplumes

Nous allons dans cette partie traiter de I’immobilisation d’ADN et de protéines en une
seule étape par une méthode de dép6t par contact voisin de la technique du drop-casting
utilisée précédemment. L’outil de dépot est une série de dix micro-leviers, alignés
parallelement a 1’image d’un peigne (Figure 1V- 24.b), et manipulés par un systéeme de
moteurs trois axes. Cet appareil a ét¢ mis au point par 1’équipe de Christian Bergaud au
Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systémes (LAAS) de Toulouse [50] pour la
fabrication de biopuces. Ces peignes sont constitués d’un réseau de douze microleviers en
silicium, chacun des leviers mesure 2 mm de long, 210 pm de large et 5 pm d’épaisseur et est
sépareé de ses voisins d’une distance de 450 um. Il posséde un canal intérieur ouvert servant de
réservoir, que I’on rempli par capillarité, et qui se termine en bout de plume dans une zone ou
la taille de ces derniére est affinée jusqu’a une largeur de 6 pm. Une fois le peigne aligné
parallelement a la surface, les microleviers sont portés au contact de cette derniére pendant un
temps déterminé (ajustement en altitude par un moteur piézoélectriqgue monté en série sur le
moteur pas a pas de micropositionnement). Lors du retrait du peigne de la surface, une ligne
de douze gouttes d’un volume variant entre le femto et le picolitre est déposée sur le substrat
(la taille de la goutte étant fixée par le temps de contact, 1’angle de contact et les énergies de

175



surface du levier et du support & modifier). Par la suite les microleviers ont été modifiés pour
pouvoir effectuer des dépots par electrospotting, le canal a été recouvert d’or pour étre utilisé
comme contre électrode (Figure 1V- 24.a). Ces microleviers ont été utilisés pour la mise au
point de biopuces a ADN [56]. Dans le cadre de ma thése 1’utilisation des peignes a été dédiée

a la miniaturisation des dépots d’ODN et d’anticorps.

Figure IV- 24 :a) Image MEB du systéme de microleviers, b) Image optique du réseau de
microleviers.[56]

I11.1.2.a  Greffage de ’ADN

Les procédés expérimentaux, ainsi que les parametres de greffage sur lesquels sont
basés la mise au point de la biopuce a ADN a ’aide des microleviers, sont identiques a ceux
détaillés dans la partie I11.F.1. Nous avons donc procédé a I’immobilisation du Zip9 aminé et
a la révelation par microscopie de fluorescence dans les mémes conditions que celles de la
partie I11.F.1. Le temps de contact entre la solution de greffage et le substrat était dans ce cas
de 10 min. Notons par ailleurs que le dépot d’un réseau de plots de 6 par 6 comme ceux
représentés Figure IV- 25 (multiplié par 12 plumes...) prend moins d’une minute.

La Figure 1V- 25 présente les images obtenues lors de la révélation du greffage par
microscopie de fluorescence a différents grossissements (x4, x10, x20, x40). On remarque sur
les Figure 1V- 25.a et b. la présence de cométes émanant des plots d’ADN. Nous les avons

observées a plusieurs reprises lors de différentes expériences de fonctionnalisation. Elles se
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forment lors de 1’étape de ringage de 1’échantillon et t¢émoignent de la rapidité du processus de

greffage.

c)

Figure IV- 25 : Images de fluorescence d’une matrice de plot d’ADN déposée avec le systéme de
microleviers a différents grossissements.

La taille des plots est ici de I’ordre de la dizaine de micromeétres ; elle varie en
fonction de la viscosité de la solution mais également en fonction de 1’état de surface du
matériau. Nous n’avons pas dans cette étude cherché a réaliser une biopuce & ADN en
immobilisant différents brins d’ADN en paralléle, la preuve de concept a été établie dans la
partie 111.F.1. Cette expérience montre que 1’on peut utiliser la technologie des microleviers
pour réaliser une biopuce a ADN, pouvant contenir jusqu’a 10 000 plots/cm? (les dépbts
pouvant étre encore densifiés comme le montre la Figure IV- 25.d). La limite de cette
méthodologie tient essentiellement a la recharge des plumes et a leur nettoyage entre chaque
depots.

Nous avons vu qu’il était possible de densifier le greffage d’ADN et rendre possible la
miniaturisation des biopuces ADN. Nous allons maintenant tenter de voir s’il est possible

d’en faire de méme avec les protéines.
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I11.1.2.b  Immobilisation de [’anticorps CD90

Au vu des résultats obtenus lors du greffage du Thyl dans la partie 111.H.1, nous avons
donc tenté de fonctionnaliser le diamant avec ce méme anticorps en utilisant les microleviers.
Nous avons suivi le méme mode opératoire et les mémes parametres expérimentaux que ceux

détaillés dans la partie 111.H.1.

c)

Figure IV- 26 : Images de fluorescence d’une matrice de plot de I’anti-CD90 déposée avec le systeme
de microleviers

Le protocole de révélation est également le méme que celui détaillé dans la partie
I11.H.1. La taille, ainsi que I’homogénéité des dépodts est similaire a celle observée lors du
greffage de I’ADN. Bien que le contraste moyen soit de 1’ordre de 10, on remarque que le
taux de fluorescence des zones non greffées est relativement élevé. Cela est dd a un mauvais
blocage de la surface par la BSA. La taille des plots est de I’ordre de la dizaine de microns, ce
qui correspond a la taille d’une cellule. Au vue des expériences préliminaires de capture de
cellule que nous avons abordées dans la partie 111.H.1, on peut imaginer pouvoir capturer des
cellules uniques, puis y coupler de la détection de sécrétion en temps réel [41].

Nous avons montré dans cette partie qu’il est possible avec la méthode de
fonctionnalisation des amines primaires sur diamant hydrogéné de densifier et structurer les
dépots a 1’échelle micrométriques. Qui plus est, I’utilisation d’un solvant aqueux dont on peut

augmenter la viscosité permet d’utiliser tout les types d’outils de densification de dépot a
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notre disposition. Nous allons donc dans la partie suivante voir s’il est possible d’utiliser la

méthode permettant d’obtenir les dépots les mieux résolus, le Dip-Pen Lithography.

[11.1.3. Dip pen lithography

Le dip pen lithography a initialement été développé par H.J. Butt de I’Université de
Mayence. La technique a été reprise et améliorée par Mirkin [52], [57], de I’Université de
Northwestern puis rapidement employée par de nombreux groupes. Cette technique permet
de déposer de maniéré localisée a 1’échelle nanométrique tous types d’objets organiques ou
inorganiques. Mirkin et al. ont déposé des silanes sur silicium [58] et de I’ADN sur silicium
et or [59]. Liu e al. ont déposés des nanoparticule d’or sur des substrats modifiés par des
alcanethiols [60] et Pena et al. de la biotine sur silicium [61]. Mirkin et al. [62] ont utilisé
des pointes conductrices afin d’effectuer des désorptions de thiols localisées. Il est méme
possible de déposer des peptides ou protéines [63], [64].. Une des limites du DPN est la
vitesse d’écriture, qui rend impossible toute application industrielle de cette technique. Mais
en 2006 1’équipe de Mirkin a réussi & mettre au point un dispositif de 55 000 pointes en
paralléles, permettant d’augmenter considérablement la vitesse des dép6ts. La technique du
DPN consiste au trempage (dipping) d’une pointe AFM dans un réservoir contenant la
solution a déposer. Lors du retrait de la pointe de cette derniere, une couche de molécule
(encre) reste adsorbée sur la pointe alors que le solvant s’évapore. On procéde ensuite au
déplacement de la pointe sur le substrat en mode contact selon le motif prédéfini (Figure 1V-
27). Lors de toutes caractérisations AFM sous atmosphere ambiante, il se forme un
ménisque entre la pointe et le substrat lorsqu’ils rentrent en contact ’'un de 1’autre. Ce
ménisque provient de la condensation de la couche d’eau adsorbée sur les surfaces. Les
especes a déposer adsorbées sur la pointe peuvent alors diffuser vers le substrat a travers ce
ménisque. La taille du ménisque dépendra majoritairement du rayon de courbure de la
pointe, de D’état de surface du substrat et de la pointe mais également du degré
d’hygrométrie. Les processus de transport des molécules déposées sur la pointe lors du
dipping dépendent de la composition chimique, de la mobilité et de la distribution de I’encre

sur la pointe, des états de surface de la pointe et du substrat et enfin de la température.
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Figure IV- 27 : Schéma de principe des dép6ts par Dip-Pen Lithography.

J’ai réalisé cette étude au Nanotechnology and Integrated BioEngineering Centre
(NIBEC) a I’université d’Ulster a Belfast dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe de
Patrick Lemoine. Afin de prendre en main cette nouvelle méthodologie de dépét, j’ai, dans
un premier temps, déposé un polymére sur silicium, puis dans un second temps, j’ai tenté

d’immobiliser de I’ADN avec notre technique de greffage des amines.

[11.1.3.a  Deépdt de PMMA sur silicium

Nous avons effectué des dép6ts de Polyméthacrylate de méthyle (PMMA) sur
silicium. Ce polymére peut étre utilisé pour le seeding de nanoparticules de diamant. Comme
nous I’avons vu au dans le chapitre I, la croissance de diamant nanocristallin nécessite
préalablement un dépot de nanoparticules (seeding) sur le substrat. 1l existe différentes voies
pour déposer les nanoparticules. On trouve la sonication, le spray-coating, le spin-coating ou
encore le dip-coating. Cette derniére méthode consiste a enduire le substrat avec une
substance qui permettra I’immobilisation ultérieure des nanoparticules. Le Silicium est chargé
négativement, le PMMA est un polymere polycationique qui se fixe donc sur le silicium par
des interactions électrostatiques. Les nanoparticules de diamants sont également négativement
chargées, elles sont donc immobilisées sur le polymere par interaction électrostatique alors
qu’elles sont repoussées par la surface de silicium non modifié. En structurant les dépéts de

PMMA sur silicium, il serait donc possible de procéder a des croissances de diamant
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localisées voir d’obtenir des objets de type nanofils. C’est pour cette raison que nous avons

choisi de déposer le PMMA sur silicium.

Il faut rappeler qu’avant de procéder a I’écriture des motifs, il faut au préalable
charger la pointe en substance a déposer. Bien que cette étape puisse paraitre triviale, elle est
cruciale et s’avére étre dans la pratique trés compliquée a maitriser. En effet lors du
remplissage, il est impératif que la pointe ne trempe pas intégralement dans la solution. Cela
induit un dépdt de molécule sur sa partie supérieure dédiée a la réflexion du faisceau laser du
systeme électronique de rétroaction. La présence de molécules sur cette partie implique une
diffusion du faisceau laser par les molécules déposées et rend la pointe inutilisable. Lors de
I’approche de la pointe vers un substrat il apparait une force d’attraction qui va I’attirer et la
mettre en contact avec le substrat. La Figure 1V- 28 présente des courbes d’approche retrait, la
Figure 1V- 28.a est celle d’une pointe classique sur une surface de diamant hydrogénée, la
Figure IV- 28.b est celle d’une pointe qui vient d’étre chargée en PMMA sur une surface de
silicium. Il y a 3 parties distinctes sur une courbe d’approche retrait. La phase A que 1’on
retrouve lors de 1’approche et du retrait et qui illustre le fait qu’il n’y a aucune interaction
entre la pointe et le substrat. La zone B correspond au moment ou la pointe est en contact
avec le substrat et le systeme piezo toujours en phase d’approche, c’est d’ailleurs dans cette
zone que 1’on calcule les caractéristiques de la pointe. On retrouve la méme partie dans la
zone de retrait, puis on rencontre une zone de déflexion négative (zone C) par rapport au
potentiel du photodétecteur. Cet effet est du aux forces d’adhésion entre la pointe et le
substrat induites notamment par ’apparition du ménisque. La valeur de cette force est de
0,3.10° nN. De nombreux facteurs sont impliqués dans ces différents phénomeénes et les
modeles physiques théoriques les décrivant sont complexes. Dans le cas de ’approche d’une
pointe chargée en PMMA sur une surface de silicium (Figure IV- 28.b), on remarque que la
courbe comporte les mémes parties a ’exception d’une nouvelle déflexion négative dans la
partie de I’approche qui précéde 1’entrée en contact de la pointe avec le substrat. Cette effet
dit de « jump to contact » est principalement du aux forces de Van der Waals et dépend de
I’état de surface de la pointe et du substrat, ainsi que du degré d’hygrométrie [65]. On
s’apergoit que cet effet est absent dans le cas du diamant, dans notre cas il est majoritairement
du aux forces électrostatiques. La pointe étant en silicium, les forces d’attractions
électrostatiques entre le PMMA et cette derniére sont donc élevées. De la méme maniére, ces
forces sont responsables de I’attraction entre le PMMA et la surface. On remarque également

une autre différence majeure dans le phénomeéne de « jump off contact » (partie C). Dans le
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cas classique de ’approche de la pointe non chargée la valeur d’adhésion était de 0,3.10° nN
alors quelle est de 1,1.10° nN dans le cas de la pointe chargée et de son approche sur
silicium. L’état de surface oxydé du silicium influe la taille du ménisque, or la force
d’adhésion dépend de la taille de ce dernier. De plus les forces €lectrostatiques entre la pointe

et la surface avec le PMMA augmentent également la force d’adhésion.
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Figure IV- 28 : Courbes AFM d’approche-retrait réalisées avec, a) une pointe seche sur un
échantillon diamant hydrogéné, b) une pointe chargée en PMMA sur un échantillon silicium.

En se référant a la description des courbes d’approche retrait, on comprend aisément
qu’il est impossible de « charger » la pointe en espéces a déposer (étape de « dipping ») en
procédant par trempage direct dans des volumes de solution importants. Les forces
d’attractions engendrées par la solution entrainent invariablement une immersion totale de la
pointe. Nous utilisons donc un systéme de puits de chargement de taille limitée qui interdisent
le trempage total de la pointe. Comme on peut le voir sur la photo présentée Figure IV- 29, la
largeur du levier est de 45 um, alors que les puits ont un diametre de 20 um pour une
profondeur de 80 um. Cela évite ainsi tout recouvrement de la pointe par la solution a
déposer. L’appareillage utilis€ impose une approche et un trempage manuel et demande
beaucoup de prudence. Cette étape demande parfois beaucoup de temps et représente une des

limitations de cette technique.
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Figure IV- 29 : Image optique de ’approche d’une pointe vers un puit de chargement.

Les paramétres qui influencent majoritairement le dépdt sont 1’état de surface du
substrat, le degré d’hygrométrie et le temps de contact entre la pointe et le substrat. Dans
notre cas, les seuls parameétres étudiés sont le temps de contact pointe-substrat et la valeur de
la force appliquée lors de 1’écriture. Nous avons constaté expérimentalement que la force
n’avait aucun effet sur les dépots, si ce n’est de détériorer la pointe et de modifier son rayon
de courbure. Nous avons donc procédé au dépdt de lignes de PMMA avec différentes vitesses
d’écriture, ces lignes mesurent 8 pm de long et sont espacées de 2 um. Il est bon de noter que
dans ce cas, I’écriture s’effectue en mode AFM contact, alors que la caractérisation du dépot
est menée en LFM. De maniére générale 1’échantillon est préalablement cartographié
relativement a des repéres réalisés par FIB, ces marques permettent alors de changer de pointe
et de retrouver aisément les zones de dépot a I’aide de la caméra. Dans notre cas nous n’avons
pas procédé au marquage des échantillons, ce qui nous a contraint a effectuer les
caractérisations avec la méme pointe immédiatement apres le dép6t (risque de sur-écriture
pouvant détériorer le dépbt lors de la caractérisation). Dans ce cas la vitesse de lecture a été
fixée a 4 um/s, de mani¢re a ne pas redéposer d’especes durant I’étape de caractérisation.
Cette vitesse de lecture tres rapide rend tres difficile la détermination de la hauteur de la
couche déposée. En effet, méme si la fréquence de lecture est moins critique dans le mode
contact que dans le mode tapping, I’ordre de grandeur utilisé ici diminue la résolution
verticale de la mesure.

Nous avons effectué des dépbts de PMMA en ligne en faisant varier la vitesse de
dép6t. La Figure IV- 30 présente I’image en LFM et le profil associé, de la caractérisation du
dépot. Les vitesses de dépdt sont décroissantes de droite vers la gauche de I’image et prennent
des valeurs comprises entre 0,5et 0,05 pm.s™.
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Figure IV- 30 : Image LFM et le profil associé d’'un dépot de PMMA réalisé sur silicium.

Dans le tableau ci-dessous sont répertoriées les largeurs des lignes de PMMA

déposées en fonction de la vitesse de dépot.

Vitesse d’écriture (um/s) 0,05 0,075 0,1 0,25 0,5
Largeur des lignes (nm) 307 341 359 466 361
Ecart type (nm) 14 20 25 23 19

Tableau IV- 4 : Tableau représentant les largeurs des lignes de PMMA déposées sur silicium en
fonction de la vitesse d’écriture.

L’évolution de la largeur des lignes observée est conforme a ce qui était attendu. Le
parameétre déterminant la largeur des lignes est la taille du ménisque, ce dernier dépendant
principalement du degré d’hygrométrie mais également du caractére hydrophyle/hydrophobe
de la surface de I’échantillon. Cependant, pour que les especes puissent se déposer il faut
qu’elles diffusent de la pointe vers le substrat a travers le ménisque. En considérant que le
coefficient de diffusion est constant pour chaque vitesse d’écriture, si le temps de contact
entre la pointe et le substrat augmente, la quantité d’espéces déposées augmente également. Si
on s’intéresse a la derniere ligne correspondant a la vitesse de dépot de 0,5 pm/s, on remarque
que la largeur est inférieure a celle de la ligne écrite a 0,25 um/s et que le contraste est plus

faible que les précédents. Il s’agit en fait d’une diminution de la quantité de PMMA présente
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sur la pointe. Bien que la pointe soit considérée comme un réservoir infini, il est possible que
pour les dépdts prolongés la quantité d’espéce vienne a manquer. Cela constitue une
limitation supplémentaire pour les applications grande échelle. 1l faut tout de méme noter que
la largeur des lignes est relativement élevée, ce qui signifie qu’une importante quantité de
PMMA a été déposée et donc un épuisement rapide de la quantité de PMMA contenue sur la
pointe.

Les principales limites la technique de Dip-Pen Nanolithography ont été mises en
évidence dans cette partie mais nous avons tout de méme montré qu’il est possible de
structurer les dépbts de PMMA sur silicium. Une diminution du degré d’hygrométrie,
associée a une vitesse d’écriture plus rapide permettrait de réduire la taille des dépots. Au
regard de ces test préliminaires, nous allons dans la partie suivante tenter de déposer des brins

d’ODN sur diamant hydrogéne.

I1.1.3.b  Dépét d’ADN sur diamant hydrogéné

Comme nous ’avons vu dans la partie I11.C.4.c, traitant des conditions de greffage, un
pH légerement basique est requis pour que la fonctionnalisation soit possible. L’ADN étant
une molécule fortement hydrophile et chargée, il parait envisageable qu’une certaine quantité
d’ions OH" puissent rester dissous dans la couche organique adsorbée apres dipping. Nous
avons utilisé une solution classique de phosphate de sodium dibasique 0,2 M contenant 25%
de glycérol en volume et dans lequel le Zip9 aminé (conf. Partie 111.F.1) a été introduit a 10
UM. Des substrats diamants monocristallins (100) Element-Six (grade optique) ont été utilisés
pour cette etude. A la différence du silicium, qui est parfaitement plan, ces échantillons
affichent une rugosité RMS de 1,2 £ 0,6 nm. Cela représente une réelle limitation pour les
caractérisations, car la rugosité est du méme ordre de grandeur que la taille des brins d’ODN
courts non hybridés déposés sur substrat.

Comme dans le cas du PMMA, nous avons tout d’abord évalué 1’effet de la vitesse
d’écriture sur la taille des motifs. Nous avons réalis¢ des dépdts avec des vitesses d’écriture
allant de 0,5 4 0,05 pm.s™. La Figure V- 31.a présente la caractérisation par LFM du dépot.
Nous avons remarqué que contrairement au PMMA sur silicium, il n’y a aucune influence
notable de la vitesse de depdt sur la largeur des traits. La largeur moyenne des dépéts est de
95 + 24 nm, cette valeur est tres inférieure a celle relevee dans le cas du PMMA. La
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principale raison de cette différence est liée au caractére hydrophobe du diamant hydrogéné
qui rend quasiment nulle la vitesse de diffusion des especes en surface de ce dernier et qui
réduit considérablement la taille du ménisque. La Figure IV- 31.b est une image AFM d’une
ligne d’ADN déposée dans les mémes conditions & une vitesse de 0,5 um.s™. La hauteur du
dépot est évaluée a 1,1 + 0,4 nm ; cette valeur étant équivalente a celle de la rugosité du

substrat, il n’est pas possible de tirer de conclusion quant a la hauteur de la couche déposée.
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Figure IV- 31 : a) Image LFM et le profil associé d’un dépot d’ADN sur un substrat diamant
monocristallin (100), b) Image AFM et le profil associé d’une ligne d’ADN déposée a une vitesse de 1
pum/s.

Nous avons montré qu’il était possible de déposer de ’ADN de maniére localisée
grace a la technique du DPN. Bien que la présence d’un dépdt soit clairement mise en
évidence, nous ne pouvons pas affirmer que le greffage soit effectif. Des expériences
complémentaires de friction en LFM permettent d’évaluer la force d’accroche du dépét
apportant ainsi une conclusion claire quant au caractere covalent ou non de la liaison. Nous
avons ensuite procédé a la révélation par spectroscopie de fluorescence des dép6ts selon le
méme protocole que celui détaillé dans les parties I11.F.1et I11.1.2.a, une image est présentée
sur la Figure IV- 32. On peut y voir plusieurs matrices dont les plus visibles sont encadrées en
blanc, on remarque notamment la matrice notée A. Cette derniere est une matrice du méme
type que celles présentées précédemment dans cette partie, on y distingue les lignes paralleles.
On remarque que chaque matrice est noyée dans un fond fluorescent du a la caractérisation en

LFM. Les vitesses de lecture élevées que nous avons utilisées (4um/s), ne semblent pas
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totalement prévenir le dép6t des especes encore présentes sur la pointe. Le fond fluorescent
des matrices provient donc de la phase de caractérisation LFM.

Figure IV- 32 : Image en microscopie de fluorescence de différentes matrices de lignes d’ADN
déposées sur diamant monocristallin (100) hydrogéné.

Nous avons vu dans cette partie qu’il est possible de structurer les dépots grace a la
technique du Dip-Pen Lithography. Il reste toutefois des manipulations complémentaires a
effectuer pour montrer que les especes déposées sont bien greffées sur la surface. La rugosité
du substrat est un paramétre limitant de cette technique qui dans le cas des substrats diamant a
rendu difficile la caractérisation ainsi que les dép6ts. De plus la maitrise du degré
d’hygromeétrie aurait permis de moduler d’avantage la largeur des dépots. Nous avons pu voir
que la technique affiche certaines limites comme le dépdt d’espéces lors de la caractérisation
par LFM.

I11.J. Conclusion

A travers les différentes applications abordées dans cette partie nous avons mis en
évidence les potentialitées de la méthode de fonctionnalisation des amines en termes
d’applications. Elle permet la mise au point de dispositif tel que les biopuces, les biocapteurs

de maniére simple et rapide. Elle rend également possible 1’immobilisation directe de
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molécules biologiques dans des conditions douces, sans en affecter les propriétés biologiques.
Elle apparait comme une méthode de choix pour une large gamme d’application qui
s’étendent de la tribologie aux diagnostics cliniques. De plus la possibilité de contréler la
quantit¢ immobilisée par I'intermédiaire du temps de greffage permet de ne pas altérer les

propriétés électrochimiques remarquables des électrodes diamant.

Malgré ses propriétés, le diamant, comme les autres électrodes planaires, est limité par
sa surface spécifique. La détection par des méthodes électrochimiques d’une espece en
solution, nécessite un transfert électronique entre la surface et cette derniére. Accroitre la
surface de 1’¢électrode permettrai d’augmenter le nombre de sites d’échange et donc réduire la
limite de détection. La principale limite est liée a la faible surface spécifique des électrodes
planaires. Plut6t que de structurer les électrodes diamant, nous avons choisi de développer un

nouveau matériau composite a base de Nanotubes de Carbone et de Diamant.
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CHAPITRE Ill : DEVELOPPEMENT D’UN
NOUVEAU MATERIAU COMPOSITE
NANOTUBES DE CARBONE/DIAMANT
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V. Croissance de Nanotubes de carbone sur diamant

Un des axes de ma these était de concevoir un matériau fonctionnel dédié a 1’étude de
neurone unique permettant le suivi de I’activité neuronale. Cela implique que le matériau doit
étre sensible a I’activité bioélectrique générée par I’influx nerveux mais également a I’activité
biochimique au travers de la détection des neurotransmetteurs présents au voisinage des
synapses. De plus, ce dernier doit également pouvoir étre utilisé comme dispositif
biocompatible implantable pour la neurostimulation. Ce matériau doit donc étre sensible aux
signaux bioélectriques et biochimiques mais doit aussi étre biocompatible. Le diamant est un
bon candidat car il répond a la plupart des criteres requis. En effet, comme nous I’avons vu
dans le chapitre I, il offre un large panel d’applications dans le domaine de la bioélectronique.
Ses propriétés intrinséques (inertie chimique, biocompatibilité, faible courant capacitif,
conductivité de surface...) permettent I’utilisation directe d’échantillons diamant non
modifiés pour la mise ceuvre de dispositifs de détection opérationnels. De plus, nous avons vu
qu’en immobilisant des especes d’intéréts biologiques sur la surface du diamant, il est
possible d’envisager son utilisation dans le domaine biomédical, des diagnostics cliniques ou
encore de la biodétection. Bien que les propriétés électrochimiques particuliéres du diamant
lui conferent une grande sensibilité, elle est comme toutes les électrodes planaires limitée en
termes de seuil de détection par sa surface développée. Une alternative consiste a structurer la
surface de 1’¢lectrode diamant pour augmenter sa surface spécifique.

A la différence de métaux, qui pour la plupart sont sensibles aux traitements acides
mais insensibles aux gravures plasmas, le diamant affiche un comportement contraire.
L’approche « top-down » permet donc de nanostructurer des échantillons diamant, le plus
souvent en ayant recours a des techniques plasmas et des masques métalliques. L’équipe de
Fujishima [1] a réalisé des structures en nid d’abeilles, ils ont pour ce faire utilisé un masque
d’aluminium puis ont procédé a une gravure du diamant par plasma (Figure V- 1.a). Il est
¢galement possible par gravure plasma d’obtenir des nanopiliers-nanopointes de diamant en
utilisant des nanoparticules comme masque. Zou et al. ont déposé des nanoparticules d’or sur
substrat diamant pour obtenir des nanopilers [2] ( Figure V- 1.b), I’équipe de Nebel des
nanoparticules de diamant qui ont abouties a la formation de nanopointes [3] (Figure V- 1.c).
Récemment des nanofils, ainsi que des microdisques de diamant ont été réalisés a 1’institut

Néel par Etienne Gheeraert et al. suivant un procédé similaire a ceux détaillés précédemment
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[4]. Le procede permettant la formation des disques diamant consiste au dépot physique en
phase vapeur (Physical Vapor Deposition, PVD) d’un réseau de disques de Nickel d’une
¢épaisseur d’une dizaine de nanometres. Il s’en suit un traitement par plasma qui grave le
diamant situé autour des plots, le Nickel joue le rdle de masque et empéche la gravure des
zones qu’il recouvre. On retire ensuite le masque de Nickel par un traitement a 1’eau régale
pour dévoiler les disques de diamant (Figure V- 2.a). Dans le cas du réseau de nanofils, des
billes de polystyrene d’un diameétre de 1’ordre du micrométre sont déposées sur le diamant
avant le dépot PVD du Nickel. Ce dernier ne se dépose donc qu’aux espaces libres présents
entre les billes de polystyréne. Il en résulte ’apparition de gouttelettes réparties selon un
motif hexagonal (Figure V- 2.b).

Figure V- 1 : Images MEB de : @) Structure en nid d’abeilles du diamant et b), ¢) nanopiliers de
diamant

L’¢étape finale consiste a la gravure de I’échantillon par plasma et conduit a la
formation de nanofils diamant a la pointe desquels on retrouve les particules de Nickel
(Figure V- 2.c). Cette approche permet d’augmenter la surface développée des électrodes, la
sensibilité électrochimique est subséquemment augmentée d’un facteur 10. Malgré cette

amélioration, il existe peu d’applications basées sur I’utilisation de ces matériaux. La
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structuration des échantillons nécessite de nombreuses étapes et donc un temps de conception
¢élevé qui ne justifie pas le gain d’efficacité obtenu. Nous avons donc opté pour la conception

d’un matériau composite.

Figure V- 2 : Images MEB de : a) Microdisque de diamant supporté par un pilier silicium, b)
gouttelettes de Nickel réparties selon un motif hexagonal sur substrat diamant, c) réseau de microfils
de diamant apres gravure plasma.

Il a été montré que le dépdt de métaux nanostructurés sur des électrodes diamant par
voie chimique ou électrochimique modifie les propriétés des électrodes diamant en agissant
comme catalyseurs. Différents types de métaux ont été déposés (Ag, Cu, Au, Pd, and Pt) [5]
et de nombreuses applications analytiques en ont découlées. Le dépot d’or permet la détection
d’arsenic en solution [6], I’oxyde d’iridium celle du peroxyde d’hydrogéne [7] et le platine
I’oxydation des alcools [8]. Ces matériaux composites métal-diamant élargissent la gamme
des substances potentiellement détectables et améliorent la sensibilité. En revanche, ils ne
sont utiles que pour les détections électrochimiques directes et n’offrent pas d’avantage dans
le cadre de couplages enzymatiques directs. De plus ils n’augmentent pas la surface
développée des électrodes.

Nous nous sommes donc orientés vers une approche « bottom-up » en mettant au point

un matériau composite carboné diamant-nanotube de carbone. La famille des nanotubes de
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carbone peut étre subdivisée en deux groupes principaux, on trouve les nanotubes monoparois
(Single-Walled Carbon Nanotube, SWCNT) et les nanotubes multiparois (Multi-Walled
Carbon Nanotube, MWCNT). Les différences majeures entre ces deux groupes sont leurs
diameétres et leurs propriétés électroniques. Ils ont en revanche de nombreuses caractéristiques
attractives, telles que leur facteur de forme, leur conductivité, leur propriété mécanique,
chimique ou encore optique [9]. lls présentent également de grandes potentialités analytiques
en améliorant les propriétés électrochimiques des matériaux sur lesquels ils sont déposés. Un
des avantages majeurs des nanotubes est la simplicité de leurs fonctionnalisations. La majorité
des nanotubes possédent de maniére intrinseque des fonctions carboxyles qui peuvent étre
utilisées pour former une liaison amide avec toutes molécules comportant un groupement
amine. Un autre avantage est lié a leur facteur de forme qui génére un accroissement de la
surface d’échange active exceptionnel. Néanmoins leur cytotoxicité [10] impose une
immobilisation forte des nanotubes sur le diamant pour que ce matériau puisse rester un bon
candidat pour les applications in vivo.

Nous nous attacherons dans cette partie a développer et caractériser ce nouveau
matériau composite en essayant de résoudre le probléme d’accrochage des nanotubes sur le
substrat. Une des solutions aurait été de fonctionnaliser les nanotubes sur le substrat diamant.
Mais 1’accroche des nanotubes par une simple liaison covalente n’est pas suffisante pour
diminuer significativement les probabilités de décrochage des nanotubes de leurs substrats.
Aussi, depuis quelgues années, de nombreux travaux portent sur la mesure de la force
d’adhésion des nanotubes sur leurs substrat [11, 12] et on voit aujourd’hui de nombreux
groupes travailler sur I’amélioration de la force d’accroche des nanotubes [13-15]. De plus
dans un souci de simplicité et de sécurité nous avons choisi de ne pas utiliser de nanotubes en
suspension. Des lors une des voies les plus adapté est d’effectuer la croissance des nanotubes

directement sur substrat.

V.A. Nanotubes de carbone : Généralités

V.A.Ll. Propriétés

La premiere observation de nanotube de carbone par Radushkevich et Lukyanovich
remonte aux années cinquante mais la découverte de leurs structures en tube creux composés

de feuillets de graphite ne viendra qu’en 1991 [16]. Un nanotube de carbone parfait est
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constitué uniquement d’atomes de carbone hybridés sp?; il peut étre décrit comme
I’enroulement de fagon concentrique d’un (SWCNT) ou plusieurs (MWCNT) feuillet de
graphéne selon une direction donnée, formant ainsi un cylindre. L’enroulement
précédemment défini peut s’effectuer de plusieurs manieres a condition que les atomes se
superposent a la jointure des deux extrémités du feuillet. A partir du plan de graphéne, une
convention a donc été établie pour permettre de classifier les nanotubes en fonction de leur
enroulement (Figure V-3). A partir d’une base (a;, a2) des vecteurs du réseau de Bravais
hexagonal du graphéne, il est alors possible de définir le vecteur chiral Cy, reliant les atomes
de carbone situés sur des sites équivalent du réseau et qui se superposent lors de
I’enroulement du plan. Ce vecteur peut s’exprimer comme Cp = N18; + Nya,. Le couple (ng,ny)
contient toute 1’information sur la structure du nanotube de carbone et permet d’identifier

chaque nanotube sans ambiguite.

(7,10) nanotube X Y (0,10) nanotube

il (zig-z0g)

Figure V-3 : Modele de I’enroulement du feuillet de graphéne. Le vecteur chiral est le vecteur qui
relie deux atomes qui se superposent lors de l’enroulement du feuillet. Les deux directions des droites
représentées en pointillées sont particulieres : un vecteur chiral selon ['une de ces directions
correspond & un nanotube soit zigzag, soit armchair. Les trois familles de nanotubes de carbone selon
leur structure (de gauche a droite) sont : les nanotubes chiraux ou nl1# n2 et n2#0, les armchair ayant
une hélicité de type (n1,n2) ou n1=n2 et enfin les zigzag avec( n1,0).

Toutes les configurations possibles sont regroupées en trois familles de nanotube
distinctes :
o Les nanotubes armchair : ils sont définis par des hélicités telles que

Nni=nNo.
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o Les nanotubes zigzag : ils sont obtenus lorsque la valeur de ’indice
n,=0
o Les nanotubes chiraux : cette famille regroupe tous les nanotubes qui ne

font pas partie d’une des deux familles précédemment citées.

Les propriétés électriques des SWCNT dépendent de leurs hélicité. Pour qu’un
nanotube soit métallique il faut que ni=n,, si n;-ny est un multiple de 3 c’est un semi-
conducteur avec un gap tres faible [17]. Les autres nanotubes monoparois sont des semi-
conducteurs dont le gap est inversement proportionnel au diamétre du tube. Cela implique
donc que tous les armchair sont métalliques. Les MWCNT sont quant a eux connus pour étre

conducteur [18], [19] et peuvent donc étre utilisés comme « fil électrique ».

De nombreuses applications basées sur 1’utilisation de nanotubes sont aujourd’hui
envisageées et particulierement dans les domaines :

o Des supercondensateurs [20], [21]. En effet, la capacité élevée
des nanotubes, associée a la grande surface développée dans les réseaux de
nanotubes poreux et a leur conductivité, pourrait étre utilisée dans le domaine
du stockage de 1’énergie (accumulateurs) ou des applications hautes
puissances (interrupteurs hautes tensions).

o Des émissions de champs [22], pour la conception de lampe ou
d’écran plat.

o Des « drugs delivery » [23].

o De I’imageriec AFM [24], [25] a travers la croissance d’un
nanotube unique sur ’apex d’une pointe traditionnelle permet d’obtenir des
images AFM d’une grande résolution.

o De I’électronique, a travers la conception de FET [26] ou encore
de circuits électroniques nanométriques [27].

o Des (bio)capteurs [28], on trouve une large gamme de capteur
qui permettent entre autre la détection de 1’acide ascorbique et la dopamine
[29], du cytochrome c¢ [30], d’anticorps [31]. On trouve également de
nombreux capteurs réalisés a base de matériaux composites qui sont le plus
souvent composés de nanotube dispersés a ’intérieur d’un polymere. Ce type

de matériau composite a permis la détection du glutamate [32], du glucose [33,
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34] de I’europium [35], du peroxyde d’hydrogene [36], ou encore de bactéries
[31].

Ces quelques exemples n’ont pas pour but de fournir une vue détaillée de la totalité
des applications basées sur ’utilisation de nanotube mais de mettre en évidence la diversité
des domaines applicatifs potentiels. Comme nous 1’avons vu au début du chapitre, un des axes
ciblés par ce nouveau matériau composite diamant/nanotube de carbone est celui des
biocapteurs et des neurosciences. Il a été montré que les nanotubes sont des candidats de
choix pour concevoir des dispositifs adaptés a 1’étude fondamentale des interactions entre
neurones. Différentes études ont montré que les nanotubes déposés sur substrat améliorent
significativement la croissance, I’adhésion, ainsi que la durée de vie des neurones [37]. Pour
exploiter pleinement toute la surface développée par les nanotubes, il est nécessaire de ne pas
travailler avec des tapis de nanotubes alignés mais avec des nanotubes enchevétrés [38]. De
plus les nanotubes non modifiés étant tres hydrophobes, il est donc nécessaire de les modifier
avant de les placer en contact avec des neurones. Il a ét¢é montré que 1’oxydation des
nanotubes favorise la croissance des neurites [39]. On peut les oxyder, soit par voies
chimiques conventionnelles (HNOj3 et/ou H,SO,) [40] ou bien par traitement plasma [41].

En dépit de toutes les potentialités que présentent les nanotubes pour les applications
dans le domaine des neurosciences, leur potentielle toxicité interdit toute perspectives
d’applications in vivo. Les études sur la biocompatibilité des nanotubes sont légions et méme
si certains résultats sont contradictoires [42], de nombreuses études ont mis en évidence leur
toxicité [10, 43]. Cette derniere est principalement due a I’agrégation des nanotubes en
solution aqueuse, qui entraine une accumulation puis une réponse inflammatoire de
I’organisme. 11 a été rapporté que la modification (oxydation, fonctionnalisation) des
nanotubes permet de palier & ce phénoméne [44] mais n’a pour effet que de reporter le
probléme sur les organes qui jouent le role de filtres. En effet lorsque les nanotubes ne forme
pas d’agglomérat, ils s’accumulent dans les reins et la rate [45] sans que 1’organisme ne
parvienne a les éliminer. Une des solutions pour pouvoir envisager des applications in vivo
est d’éviter le décrochage des nanotubes de leur substrat. C’est pour cette raison que nous

chercherons dans cette étude a créer un lien fort entre le diamant et les nanotubes.
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V.A.2. Croissance

Les premiers nanotubes de carbone observes par S. Lijima en 1991, étaient de type
multiparois (MWCNT) et ont été obtenus comme sous produit de la synthése de fullerenes par
la technique d’arc électrique. C’est en 1993 que Bethune [46] et lijima [47] réaliserent
indépendamment la premiéere synthese de nanotubes monoparois (SWCNT) en utilisant cette
méme technique.

Les techniques de croissance par arc électrique [48] et ablation laser [49] furent les
premiéres techniques utilisées pour la synthese des nanotubes. Elles sont toutes les deux
basées sur la sublimation de carbone a partir d’une cible de graphite, a 1’aide d’un arc
¢lectrique ou d’un faisceau laser. Ces méthodes requicrent I’utilisation d’un métal de
transition (Fe, Ni, Co) jouant le role de catalyseur. Ce métal est dispersé dans le graphite
avant la croissance. Le produit de la croissance est un mélange de nanotubes le plus souvent
sous la forme de faisceaux associés a une forte quantité de carbone amorphe ainsi que des
particules métalliques. Les nanotubes sont ensuite purifiés par des traitements acides et des
bains a ultrasons visant a séparer les faisceaux, éliminer le carbone amorphe et les particules
de métal. Cependant ces traitements induisent des défauts cristallins [50] et oxydent [51] les
nanotubes. C’est pour cette raison que les techniques d’arc et d’ablation laser sont aujourd’hui
délaissées en faveur d’autres voies de synthése.

Parmi ces méthodes on trouve le procédé HiPCO (High Pressure Carbon Monoxide)
mis au point par le groupe de Smalley dans les années 2000 qui est basé sur la décomposition
du monoxyde de carbone a haute pression [52, 53]. Le procédé HiPCO constitue aujourd’hui
la principale voie de synthese industrielle des SWCNT car elle permet d’obtenir des
nanotubes d’une trés bonne qualité cristalline associée a des rendements élevés. C’est une
technique dite a catalyseur flottant car elle utilise comme précurseur gazeux un composé
organomeétallique (Fe(CO)s) qui se décompose sous haute pression et haute temperature.

On trouve également les techniques de syntheses CVD qui sont aujourd’hui les plus
largement répandues en laboratoire. La technique CVD est basée sur la réaction d’une vapeur
contenant le précurseur carboné avec un catalyseur qui joue le role de site de nucléation des
nanotubes. Il existe de nombreuses variantes qui dépendent de la nature de la source d’énergie
utilisée, de la composition de la phase carbonée (C,H,, CH,4, CO...), ainsi que de la nature et
de la forme du catalyseur. C’est en 1994 qu’lvanov et al. [54] furent les premiers a synthétiser
des MWCNT par décomposition de I’acétyléne. La décomposition des précurseurs carbonés

peut étre assistée par plasma. C’est le cas de la PECVD qui permet de déposer les nanotubes a
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plus basse température [55]. Ils peuvent également étre décomposés par voie thermique,
comme par exemple a I’aide d’un filament chaud (HFCVD) [56]. Les catalyseurs les plus
couramment utilisés sont le fer, cobalt, nickel sous forme métallique mais il est possible
d’utiliser des précurseurs organométalliques, on parle alors de MOCVD [57]. Le principal
avantage de la technique de dépot chimique en phase vapeur est qu’elle n’induit que peu de
pollution par des suies, ce qui évite les étapes de traitement (Ultrasons et chimique) et les
problemes associés. Elle permet aussi la réalisation de structures auto-assemblées a travers le
contr6le du positionnement et de 1’orientation des nanotubes [58] ou encore d’obtenir des
nanotubes isolés sur un substrat [59]. En revanche le principal défaut de cette technique réside
dans la faible sélectivité du diamétre des nanotubes synthétisés et dans la formation d’une
zone de carbone amorphe autour de la particule lors de 1’arrét de la croissance. Il a été montré
que ’ajout d’eau durant le procédé de croissance pallie a ces phénomenes. En 2004 Hata et al.
ont montré que 1’apport d’eau de manicre contrdlée durant une croissance de nanotube par
CVD augmentait la durée d’activité catalytique des particules et permettait d’obtenir des tapis
denses de SWCNT de plusieurs millimetres de longueur. L’équipe d’lijima a également
montré que 1’eau améliore la qualité cristalline des nanotubes, 1’absence de carbone amorphe
dans les particules catalytiques et permet un meilleur contréle de la taille des particules et
donc des tubes [60-62]. La technique CVD apparait donc aujourd’hui comme la meilleure
voie de synthese a 1I’échelle industrielle des nanotubes.

Dans le cadre de ma these la technique de synthese utilisée est la méthode CVD
assistée par filament chaud. Elle est utilisée pour la croissance de MWCNT [63] mais
également pour celle des SWCNT [64]. Bien que la HFCVD autorise I’utilisation de
catalyseurs flottants, nous ferons appel dans notre cas et des catalyseurs métalliques solides

qui permettent d’effectuer des croissances de nanotubes localisés.

V.A.3. La technique de croissance HFCVD

La technique HFCVD, historiqguement developpée pour la croissance du diamant,
permet d’élaborer divers types de matériaux carbonés. Le bati de synthese de dépdt chimique
en phase vapeur est constitué d’un filament de tungsténe de 0,3 mm de diamétre qui repose
sur deux arrivées de courant. Il est positionné a environ un cm au-dessus du substrat. Ce
dernier est posé sur un porte-échantillon en molybdéne chauffé par contact avec une
résistance chauffante de graphite recouverte de nitrure de bore. Le gaz précurseur est le
méthane dilué¢ dans de I’hydrogene, typiquement entre 5 et 15%. La principale différence de
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cette technique par rapport aux autres procédés CVD, est qu’il est possible de contrOler
séparément 1’étape de dissociation des précurseurs qui dépend de la température du filament
et la réaction des espéces avec la surface contr6lée par la température du substrat. En effet
dans la plupart des techniques CVD, ces deux phénomenes sont indissociables. La HFCVD
permet donc d’optimiser chacune de ces deux phases de maniere distincte [65]. Notre procédé
de synthése se déroule en trois étapes, une premiere étape de « recuit » sous hydrogene pur a
une température substrat de 400°C pendant 30 min, suivi d’une étape de carburation qui
consiste a introduire le méthane a la concentration voulue puis appliquer une température
filament de 1200°C et une température substrat de 200°C pendant une heure.

La premiére étape a pour but de retirer tous les gaz adsorbés sur le substrat et les
particules de catalyseur, mais également d’¢liminer les éventuels oxydes métalliques avant
croissance. La deuxieéme est destinée a carburer le filament. Si cette étape n’est pas effectuée,
il n’y aura pas de formation de nanotubes. En effet lors de I’introduction de carbone dans
I’enceinte, une partie de ce dernier va immédiatement étre capté par le filament qui va
carburer, ce qui impligue que la concentration de méthane dans la chambre ne sera pas celle
désirée. L’étape de carburation permet de s’affranchir de ce phénomene. Enfin vient 1’étape
de croissance. Les parameétres utilisés lors des croissances nanotubes ont été reportés dans le
Tableau V- 1, les conditions de croissance usuelles d’échantillon diamant y ont été ajoutés a

titre de comparaison.

Parameétres Nanotubes Diamant

T substrat 750-850 °C 700-900°C

T filament 1800-2000°C 2000-2200°C
% CH, dans H, 7-11% 0,5-2%

Tableau V- 1 : Tableau comparatif des paramétres de croissance des échantillons diamant et
nanotubes de carbone.

La technique HFCVD est bien connue et largement utilisée dans la production
industrielle d’échantillon diamant polycristallin. La différence majeure de la croissance de
nanotube par rapport a celle du diamant est 1’utilisation d’un catalyseur. L autre différence est
liée aux types d’especes actives que 1’on retrouvera dans la phase vapeur et qui, dans le cas de
la HFCVD sont régis par le taux de méthane et la température du filament. En effet pour la

croissance nanotube, il s’agit de favoriser la décomposition du méthane vers des especes telles
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que I’éthyléne [66] favorisant la croissance de phase sp’. Pour ce faire, on augmente le rapport
méthane/hydrogéne a des valeurs de 1’ordre de 10% pour la croissance nanotube alors qu’il
est inferieur & 1% dans le cas du diamant. De plus comme nous 1’avons vu précédemment,
I’hydrogéne atomique favorise I’apparition de phase sp® car il grave rapidement les phases
graphitiques. Or la formation d’hydrogéne atomique est liée a la température du filament ; elle
est de I’ordre 2200°C dans le cas de la croissance et de 1950°C dans le cas des nanotubes. Cet
abaissement de température permet d’éviter une gravure trop rapide des nanotubes. Cela
implique donc que le temps de croissance sera aussi un parametre a prendre en compte. Dans
le cas des croissances de nanotubes par HFCVD, la durée de vie des nanoparticules
catalytiques est relativement faible car elles sont désactivées par 1’apparition d’un amas de
carbone [67] qui indique la fin de la croissance. Nous aurons donc a partir d’un certain temps
un taux de gravure supérieur au taux de croissance qui se traduira par une disparition de la
couche de nanotube. Enfin le dernier paramétre jouant un réle sur ’apparition d’une phase

plutot que 1’autre est la pression ; plus elle sera élevée, plus elle favorisera la formation de

sp.

Il apparait donc que la technique HFCVD offre une multiplicité d’actions en termes de
parameétres ajustables et permet donc la synthese de formes variées de structures carbonées. Il
sera donc possible de moduler la synthése en modifiant les températures du filament et du
substrat, le taux de méthane dans 1’hydrogéne, la pression, la durée de croissance ou encore le
type de catalyseur utilisé. Dans le cas des techniques utilisant des catalyseurs métalliques sous
forme solide, ces derniéres sont introduites directement sous forme de nanoparticules sur le
substrat. Dans notre cas le catalyseur est déposé¢ sous forme de couche d’épaisseur
nanométrique sur le substrat, les nanoparticules sont générées in situ dans les premiers instant
de la phase de croissance. Lorsque 1’étape de dépOt est initiée, les températures substrat et
filament sont portés tres rapidement aux températures choisies pour la croissance. Aprés
quelques secondes, lorsque la temperature du substrat atteint des valeurs élevées les
nanoparticules apparaissent ; c’est I’étape de démouillage. Quant la couche de catalyseur
devient liquide, elle s’organise spontanément sous forme de gouttelette pour limiter I’énergie
de surface. Dans le cas ou le démouillage intervient lors d’une croissance la taille des
particules dépendra principalement de 1’épaisseur de la couche déposée et du type de substrat.
Les especes réactives carbonées en phase vapeur qui apparaissent simultanément, vont ainsi
pouvoir diffuser dans les particules. Ces derniéres initieront la formation des germes carbonés
puis catalyseront la croissance [68] et leurs tailles détermineront le diamétre des nanotubes. Il

existe deux modes de croissance possible. Dans le cas ou la tension de surface entre la
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particule et le substrat est élevée ou que la particule adhére peu sur le substrat apparait le
mode top-base. La particule se retrouve au sommet du nanotube et la particule s’éléve durant
la croissance [68] (Figure V- 4.b). Le deuxieme mode est le base-top ; la particule reste encrée

sur le substrat et peut étre assimilé a la racine d’un cheveu a partir duquel ce dernier croit.

[69] (Figure V- 4.a).

a) CH, b) CH,
\ C C/

CH, n ﬂ CHy  partiale U U
\ / catalytique
c C
{ S E— ——

Figure V- 4 : Modéles de croissance d 'un nanotube catalysé par une particule métallique :a)
Croissance base-top ; la nanoparticule reste au contact du substrat, b) croissance top-base, la
particule s’éleve.

Comme nous ’avons vu, les techniques de synthése CVD nécessite la présence de
catalyseurs métalliques. Dans notre cas, ces particules sont générées in situ durant les
premiers instants du processus de croissance. Le mélange gazeux présent dans la chambre a ce
moment la contient déja le taux de méthane nécessaire a la croissance des nanotubes. Nous
avons remarqué qu’en retirant le méthane du mélange gazeux, il est possible d’effectuer une
gravure du diamant catalysée par les nanoparticules métalliques. Cette gravure se caractérise
par la formation de pores dans la couche diamant au fond desquels les nanoparticules se
retrouvent enterrées a la fin du procédé. Ce phénomeéne sera 1’objet d’étude de la partie

suivante.

Dans ce chapitre nous commencerons par aborder une nouvelle méthode de gravure
localisée du diamant qui permet d’enterrer les nanoparticules de catalyseurs dans la couche.
Nous aborderons ensuite une partie basée sur la croissance de différents types de nanotubes
sur substrat diamant. Puis, nous caractériserons les differents types de nanotubes mais
également I’effet du dépot de nanotubes sur le substrat diamant pour s’assurer qu’il ne soit
pas dégradé durant le procédé HFCVD. Par la suite, nous nous pencherons sur les proprietes
électriques du matériau composite, ainsi que sur I’adhésion des nanotubes sur leur substrat. La

derniére partie sera consacrée a la mise au point d’un biocapteur.

204



V.B. Gravure catalytique du diamant assistée par filament chaud

Cette nouvelle technique de gravure est basée sur les propriétés particuliéres des
catalyseurs métalliques et en particulier celles du palladium et du nickel. Ces métaux sont
connus et utilisés depuis longtemps pour leurs propriétés réductrices dans le domaine de
I’industrie chimique au sens large (alimentation, pharmacie, savonnerie, parfumerie,
peinture...). On les connait également pour leur utilisation comme catalyseur en chimie
organique. On pense au Nickel de Raney ou au charbon palladié. Leur activité catalytique
s’effectue en phase hétérogéne et consiste souvent en une hydrogénation. Au-dela de la
chimie organique qui constitue leur domaine d’application historique en tant que catalyseur,
ils possédent également des propriétés intéressantes vis-a-vis de 1’hydrogene, du carbone et de
leurs mélanges. Ces métaux et en particulier le palladium, sont les meilleurs candidats en
termes de potentialités pour les applications dans le domaine du stockage de 1’hydrogéne et de
la dissociation du dihydrogéne en hydrogéne atomique [70, 71]. C’est sur cette propriété
commune aux deux métaux que nous avons basés les études de cette partie. On trouve dans la
littérature des exemples de gravures localisées du diamant assistées par des catalyseurs
métalliques, comme le cobalt, le platine, le fer ou encore le nickel [71]. La technique de
gravure utilisée est la méme dans tous les travaux existants. Elle consiste au dépot d’une
couche de catalyseur métallique, puis au chauffage du substrat (600-900°C) dans un mélange
gazeux contenant du dihydrogéne. Cela engendre le démouillage et la gravure catalysée du
diamant par les particules. Une image MEB de la gravure d’un échantillon monocristallin

(100) assistée par du cobalt est présentée sur la Figure V- 5.

Le mécanisme de gravure résulte de la conjonction entre deux phénomenes :

a)  C(sol)+ Ni (lig.) —2—Ni-C (diss.)

b)  Ni-C (diss.) — = Ni (Lig.) + CHx

Le premier phénomene consiste en la graphitisation des atomes de carbone de la
surface du diamant par la particule. Le carbone dissous est ensuite gazeéifié par I’action du
dihydrogéne. Dans la gamme de température utilisée, il a été montré que les particules
métalliques peuvent dissoudre les atomes de carbone du substrat (a) [72]. Les atomes de

carbone peuvent dés lors diffuser dans ou sur la surface de la particule ; la diffusion en surface
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est souvent privilégiée, car bien plus rapide. Des études ont mis en évidence que les défauts
surfaciques de la particule agissent comme centre de nucléation et engendrent la formation de
graphite sur la surface de la particule [68]. La particule se retrouve dans ce cas encapsulée
dans une enveloppe graphitique [73]. Si, dans le méme temps il y a de I’hydrogéne dans la
phase gazeuse, il sera alors dissocié en hydrogéne atomique a la surface des particules de
catalyseur [70]. Cet hydrogéne atomique pourra alors gazéifier les phases graphitiques (ou
amorphes) en surface mais également les atomes de carbone dissous (b). L’action conjuguée
de ces deux effets induit ainsi une gravure locale du diamant, catalysée par les particules

métalliques.

Figure V- 5 : Image MEB d’une gravure d’un échantillon diamant monocristallin (100) catalysée par
le cobalt, I’échantillon a été chauffé a une température de 800°C pendant 2 heures dans un mélange
gazeux composé d’azote/Hydrogeéne (90/10). [T1]

Smirnov et al. [74] ont expérimentalement constaté que la vitesse de gravure est
d’autant plus grande que la pression d’hydrogéne et que la température sont élevées. Cet effet
est lié au taux de formation de I’hydrogéne atomique qui augmente avec la température. Cela

met donc en évidence I’importance du role de I’hydrogéne atomique dans le mécanisme.

Nous avons donc tenté d’améliorer cette gravure catalysée pour enterrer profondément
les particules de catalyseurs afin de pouvoir les utiliser dans un second temps pour la
croissance de nanotubes. Mais la limite de la méthode précédemment citée est la vitesse de
gravure. On remarque qu’au bout de deux heures de traitement les particules ne sont toujours
pas enterrées dans le substrat diamant. Nous avons donc choisi d’utiliser la méthode HFCVD
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pour essayer d’augmenter la vitesse de gravure et ainsi créer des pores de plusieurs centaines
de nanomeétres de profondeurs. Les parametres standards utilisés durant 1’étude sont reportés
dans le Tableau V- 2. Comme pour la croissance de nanotubes, le nickel et le palladium ont
tout deux été utilisés durant les expériences de gravures et présentent des conditions de
gravure similaires. Les travaux qui seront présentés ici, sont basés sur les résultats obtenus

avec le palladium.

Parameétres Catalyseurs : Nickel, Palladium
Température filament (°C) 1850-1950
Température substrat (°C) 800

Pression (Torrs) 60
Epaisseur de catalyseur (nm) 3-5
Durée de la gravure (min) 5-45

Tableau V- 2 : Gamme de paramétres utilisée pour la gravure catalysée du diamant assistée par
filament chaud.

Sur les Figure V- 6.a et b, sont représentées les images MEB de deux échantillons
diamant nanocristallins qui ont subi des gravures catalysées dans les conditions décrites dans

le tableau précédent. Les temps de gravures sont de 10 (a) et 30 minutes (b).

On peut remarquer que dans le cas de 1’échantillon gravé pendant 30 minutes la
majorité des particules ne sont plus visibles. En revanche, dans le cas de I’image
correspondant a un temps de gravure de 10 min, les particules ont commencé a pénétrer dans
la couche diamant mais sont toujours visibles en vue de dessus. On constate aussi que la taille

des pores générés par la particule est globalement de la taille de cette derniére.

La différence de vitesse de gravure entre la méthode thermique classique décrite dans
la littérature et notre technique assistée par filament chaud, provient du taux d’hydrogéne
atomique mais également de la température surfacique du substrat. Dans le cas de la méthode
thermique, 1’hydrogeéne atomique est généré uniquement par la dissociation catalytique du
dihydrogéne gazeux par la particule métallique. Dans la méthode par filament chaud, une
grande quantité d’hydrogéne atomique est généré par le filament. Cet hydrogéne atomique se
retrouve en phase gazeuse et s’ajoute a celui issue de la décomposition catalytique de

I’hydrogene par les particules. Comme nous ’avons vu, cet hydrogéne atomique joue un rdle

207




crucial dans le mécanisme de gravure, car il permet de gazéifier le carbone dissous dans la

particule. Si sa concentration augmente, la cinétique de gravure augmente donc aussi.
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Figure V- 6 : Images MEB en électrons secondaires d’échantillons diamant nanocristallins gravés
localement par HFCVD a [’aide de catalyseur palladium dans les conditions standards. Le temps de
gravure est : a) de 10 min, b) de 30 min.

La présence du filament chaud influe sur la température du substrat. Tankala [75] a montré
que dans la gamme de pressions utilisée, le phénoméne de conduction thermique dans la phase
gazeuse est tres faible. En revanche, la présence d’hydrogene atomique dans le milieu gazeux influe la
température de la surface du substrat. La recombinaison de I’hydrogeéne atomique en dihydrogene
étant tres exothermique, elle contribue en grande partie a ’augmentation de la température surfacique
du substrat diamant. Or, Anton [73] a mis en évidence un accroissement de la vitesse de dissolution
des atomes de carbone du substrat dans la particule lorsque la température de la particule et de
I’échantillon augmentait. La présence du filament chaud influe donc sur les deux phénomeénes qui
régissent la gravure et permet ainsi d’augmenter considérablement la cinétique de celle-ci. Pour mettre
en évidence ’effet de I’hydrogéne sur la gravure, nous avons réalisé une expérience dans les mémes
conditions que celle décrites précédemment, mais en 1’absence d’hydrogéne et avec comme support
gazeux de ’azote. La Figure V- 7 montre une image MEB de I’échantillon aprés 15 minutes
d’expérience. On peut voir que le film de catalyseur a démouillé, mais il n’y a pas eu de gravure du
diamant par les particules. Si on s’intéresse aux grosses particules de I’image, on constate qu’elles sont
composées d’un noyau trés clair autour duquel apparait une enveloppe présentant un contraste
différent. Il s’agit en fait d’une couche de graphite ou de carbone amorphe. En effet, comme cela a été

décrit plus haut [73], le palladium dissout le carbone du substrat qui cristallise ensuite a la surface de
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la particule. En I’absence d’hydrogéne, sa gazéification n’a plus lieu et la particule se retrouve donc
rapidement encapsulée dans une enveloppe graphitique.

EHT = 5.00 kVV Signal A = InLens

__ System Vacuum = 5.47e-006 mbar
WD = 24 mm Mag = 100000 K ¥ (Polarcid)

e = E a2 A

Figure V-7 : Images MEB en électrons secondaires d'un échantillon diamant nanocristallin traité par
HFCVD dans les conditions de gravure standards sous une atmosphere d’azote gazeux. Le catalyseur
utilisé est le palladium, le temps de gravure est de 15 min.

Si on se reporte a la Figure V- 6.b, on observe que la majorité des particules sont
enfouis dans la couche diamant mais on remarque aussi la présence de particule non enterrées
en surface de certains grains diamant particuliers. Cela montre que la cinétique de gravure est
différente en fonction de 1’orientation cristalline du diamant. L’image MEB présentée sur la
Figure V- 8.a montre clairement que seules les faces (100) n’ont pas été gravées. La Figure V-

8.b montre I’image MEB d’un grain diamant orienté (100) aprés gravure.

La différence de pénétration des particules selon I’orientation cristalline a également
été observée par Takasu et al. [76]. Si on s’intéresse a la Figure V- 8.b, on remarque que la
forme des pores engendrés par la gravure sur les faces (100) est tétraédrique. La Figure V- 9
illustre la représentation schématique du modele tétraédrique associé a la forme des pores
obtenus par la gravure assistée par le palladium des faces (100). La face supérieure
correspondant a la base carrée de la pyramide et représente la surface du diamant dont
I’orientation cristalline est (100), les quatre autres faces de la pyramide illustrent les plans

(111). L apparition des faces associé¢es aux plans (111) semble indiquer que la vitesse de
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gravure des plans (111) est limitante, ce qui induit une cinétique de gravure plus lente selon
I’orientation (100). Takasu et al. ont conclu que les difficultés de gravure des plans (111) sont

dues au fait que la distance interréticulaire di1; est la plus petite de toutes les familles de plan.

300 nm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :19 May - 200 nm EHT = 5.00 kV SSyignal A=InLens Date :20 Apr 2

- System Vacuum = 4.41¢-006 mbar Time 225055 . stem Vacuum = 4 98¢-006 mbar Time -8:43:45
WD = 4.9 mm Mag= 40418KX  (Polarcil) WD = 4.1 mm Mag= 54 13KX (Polaroid reference)

Figure V- 8 : Images MEB en électrons secondaires de la gravure catalysée par du palladium
d’échantillons diamant nanocristallins.

Nous avons donc mis en évidence I’importance du role de I’hydrogéne pendant la
gravure. L’utilisation de la technique HFCVD permet d’augmenter la quantit¢ d’hydrogéne
atomique et donc la vitesse de gravure. La technique assistée par filament chaud permet ainsi
d’enterrer les particules de catalyseur dans le diamant a des profondeurs de I’ordre de la

centaine de nanomeétres.

Figure V- 9 : Représentation schématique du modéle tétraédrique associé a la forme des pores
obtenus par gravure du palladium sur les faces (100), les plans cristallins correspondant aux
différentes faces de la pyramide y sont reportés.
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Le mécanisme de gravure étant basé sur la dissolution des atomes de carbone du
diamant dans la nanoparticule, il est donc possible qu’il y ait une graphitisation des surfaces
des échantillons qui ont été en contact avec le catalyseur. Or le carbone en état d’hybridation
sz ne présente pas un caractére biocompatible, cela implique donc que I’état de surface du
diamant doit étre conservé pour assurer la biocompatibilité du matériau composite final. Nous
avons donc procédé a la caractérisation par spectroscopie Raman de la gravure d’échantillons
diamant intrinseques par HFCVD catalysée par du nickel et du palladium. Sur la Figure V- 10
sont présentés les spectres Raman des deux échantillons diamant gravés (a, b) et d’un

échantillon diamant non gravé (c).
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Figure V- 10 : Spectres Raman d’échantillons diamant nanocristallins aprés gravure localisée par
traitement HFCVD sous hydrogene catalysée par des nanoparticules de : a) Nickel, b) Palladium. La
longueur d’onde de la source est de 244nm.

Il faut tout d’abord noter que les trois échantillons diamant proviennent du méme
substrat de départ, ce qui implique que les différences observées ne peuvent étre imputées
qu’a Détape de traitement HFCVD. Tous les spectres Raman sont identiques et
caractéristiques des échantillons diamant nanocristallins. Le pic diamant est situé a 1332 cm™
et il affiche une largeur & mi-hauteur de 9 cm™. La faible valeur de la largeur & mi-hauteur du
pic diamant, indique la bonne qualité cristalline des échantillons diamant. L’absence de bande

D est due a I’utilisation d’une source UV, peu sensible au carbone désordonné. On note tout
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de méme la présence de la bande G, ce signal provient des joints de grains du diamant
composés d’atomes de carbone hybridés sp®. Cette bande est caractéristique des échantillons
diamant nanocristallins. Pour pouvoir deduire si le traitement HFCVD a entrainé une
augmentation du taux de sp?, il faut comparer le rapport de I’intensité de la bande G (associée
au sp?) a celui du pic diamant appelé bande T. Aprés avoir ajusté la ligne de base nous avons
calculé la valeur du rapport IG/IT qui est de 0,118 pour 1’échantillon diamant non traité, de
0.078 pour celui dont la gravure a été catalysée par le palladium et de 0,041 dans le cas du
nickel. On remarque que cette valeur est équivalente pour les trois échantillons et méme

légérement inférieure dans le cas des échantillons gravés.

Cette légere différence peut s’expliquer par le fait que le traitement HFCVD sous
hydrogéne génére une quantité importante d’hydrogéne atomique. Or la phase graphitique est
trés rapidement gravée par ce dernier, ce qui implique que durant le traitement il est possible

qu’une partie des joints de grains sont également attaqués.

Nous avons également confirmé ce résultat par 1’analyse XPS du carbone Cls d’un
échantillon diamant lourdement dopé au bore dont la gravure a été catalysée par le palladium
et d’un échantillon HBDD non traité. Comme dans le cas de I’étude Raman, les deux
échantillons proviennent du méme substrat diamant initial, leurs spectres sont présentés sur la
Figure V- 11. Les détails liés a Iattribution des différentes composantes du pic Cls diamant

sont présentés dans la partie 11.C du chapitre 11.
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Figure V- 11 : Spectres XPS du pic Cls d’échantillons diamant nanocristallins lourdement dopés au
bore : a) non traité, b) grave par traitement HFCVD catalysé par du palladium.
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On remarque que la position des différents pics associés aux groupements surfaciques
du diamant obtenus par I’ajustement analytique des courbes expérimentales XPS du carbone
Cl1s est identique pour les deux échantillons. Nous verrons dans la partie V.E, que la position
du pic C1s associée au carbone sp? se situe entre 284,2 et 284,6 eV [77], elle vaut 284,2 eV
pour I’THOPG est 284,4 eV pour les nanotubes de [78]. Celle reliée au carbone amorphe se
trouve entre + 1 et + 1,5 eV par rapport au carbone sp? [79]. Aucune de ces composantes
n’apparait dans le cas de [I’échantillon gravé. On remarque néanmoins une légére
augmentation des aires associées aux fonctions hydrogénées et au carbone sp* diamant et en
paralléle une diminution des groupements relatifs aux dimeéres et aux oxydes de surface
(Tableau V- 3). Ici encore, Iaugmentation des composantes hydrogénées est liée a
I’hydrogéne atomique généré durant le processus de gravure. L’hydrogénation de la surface

induite a pour effet de diminuer la valeur de ’aire associée aux composantes oxydées.

Cls E (eV) HBDD référence HBDD grave
C dimére 282,5 2,7 1,7
Csp’, CH 283,7 56,7 61,3
C (CHx,x=2,3) 284,2 24,3 26
C (C-OH) 284,9 10 8,2
C (C-0-C) 285,7 4,5 2,2
C (C=0) 286,7 1,8 0,6

Tableau V- 3 : Tableau récapitulatif de la position, de [’assignation et de la contribution des
composantes du carbone Cls de I’échantillon nanocristallin lourdement dopé aprés gravure.

Les résultats XPS sont en corrélation avec les analyses Raman et confirment donc
qu’il n’y a aucune modification de la structure du diamant lors de I’étape de gravure. Nous
avons donc réussi grace au procédé HFCVD, a réaliser une couche de diamant poreuse. La
gravure localisée du diamant, permet d’enterrer les particules de catalyseur a 1’intérieur de
pores formés dans la couche. Méme si nous n’avons pas cherché dans cette étude a optimiser
les conditions de gravure de maniére a ce que le catalyseur traverse entierement la couche, la

mise au point d’un matériau poreux semble concevable.

En parallele, nous avons constaté que, dans certaines conditions, il était possible de
procéder a la croissance de nanotubes en utilisant les nanoparticules enterrés. Nous verrons
que 1’ajustement des parameétres de synthése permet de réaliser des dép6ts de MWCNT par
voie classique et a partir de particules enterrées. En nous appuyant sur une méthode

développée dans 1’équipe du SC2G, basée sur 1’association de certains catalyseurs, nous
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verrons qu’il est également possible d’obtenir des SWCNT. La partie suivante sera consacrée
a la comparaison des conditions de croissance des nanotubes SWCNT avec les MWCNT

obtenus par voie classique et a partir des catalyseurs enterrés.

V.C. Croissance des nanotubes

» Nanotubes de carbone mono-paroi

Nous nous sommes appuyés sur les travaux de Laetitia Marty et d’ Anne-Marie Bonnot
pour procéder aux premieres croissances nanotubes dans le bati HFCVD [58]. Ces travaux
étaient portés sur la croissance de SWCNT basée sur une technique particuliére faisant appel a
une bicouche de catalyseur [80]. Cette méthode de croissance repose sur 1’utilisation d’une
bicouche de catalyseur Titane/cobalt. L’ordre de dépdt des couches est important, le titane
doit étre en contact direct avec le substrat. Les épaisseurs de chacun des catalyseurs déposés

sont comprises entre 0,5 et 3 nm pour chaque catalyseur, avec une valeur standard de 1nm.

Nous avons utilisé dans cette partie des échantillons diamant microcristallins
lourdement dopés comme substrats pour la croissance des nanotubes. Les conditions de

croissance utilisées dans le cadre de cette étude sont présentées dans le Tableau V- 4.

Parameétres
Epaisseur de la couche de catalyseur 1nm/3 nm (Ti/Co)
Température substrat 800°C
Température Filament 1920°C
% CH,4 dans H, 9%
Pression 60 Torrs
Durée du dépot 15 min

Tableau V- 4 : Conditions de croissance des nanotubes de carbone monofeuillet en HFCVD.

La Figure V- 12 montre une image MEB du dép6t de nanotubes effectué dans les

conditions précédemment citées.
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Figure V- 12 : Image MEB en électrons secondaires d 'une croissance de SNCNT par HFCVD avec
comme catalyseur une couche de Titane/Cobalt (1nm/1nm).

On remarque que la croissance n’aboutit pas sur un tapis dense de nanotubes alignés
mais sur une couche de nanotubes enchevétrés, appelé aussi réseau de nanotubes poreux.
L’épaisseur de la couche de nanotubes est de ’ordre de quelques micromeétres. On peut
remarquer I’aspect rectiligne et trés peu coudé des nanotubes, ce qui semble indiquer que les

nanotubes présentent peu de défauts [81].

» Nanotubes de carbone multi-parois obtenus par voie classique

Nous avons dans un premier temps procédé a la croissance de nanotubes en testant un
large panel de catalyseurs, tel que I’or, I’aluminium, le cobalt, le palladium et le nickel. Nous
avons porté notre attention sur le nickel et le palladium pour les propriétés particuliéres qu’ils
ont vis-a-vis de I’hydrogene. Ces propriétés ont permis de développer une méthode de gravure
originale qui sera détaillée dans la partie V.B. Tous les substrats diamant que nous avons
utilisés pour le reste de I’étude sont des échantillons nanocristallins lourdement dopés. Le
choix d’utiliser des échantillons nanocristallins au profil des microcristallins, est basé sur
deux criteres. Le premier est la faible rugosité de surface, le deuxiéme est lié a la trés bonne
biocompatibilité des échantillons nanocristallins. Les conditions de croissance des nanotubes

sont détaillées dans le Tableau V- 5.
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Parameétres Palladium Nickel Cobalt

T Substrat 800 800 800

T Filament 1900 1800 1920

% CH4/H, 9% 9% 9%

Temps de croissance 15 min 15 min 15 min
Epaisseur de catalyseur 3nm 3nm 3nm
Pression 60 Torrs 60 Torrs 60 Torrs
Tableau V- 5: Condition de croissance des nanotubes en HFCVD a partir de catalyseur Palladium et
Nickel.

On remarque que les conditions de croissance sont quasiment identiques pour chacun
des catalyseurs, on peut tout de méme noter que la température filament appliquée dans le cas
du nickel est un peu inférieure a celle requise pour le cobalt et le palladium. La caractérisation
MEB des nanotubes obtenus par HFCVD selon les conditions de croissance décrites dans le

Tableau V- 5, est présentée respectivement sur la Figure V- 13.a, b et c.
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Figure V- 13 : Images MEB en électrons secondaires d un tapis de nanotubes obtenu par croissance
HFCVD a partir de catalyseur de : a) Nickel, b) Palladium, ¢) Cobalt.

216




La morphologie des CNT est identiques pour chacun des trois catalyseurs, on
remarque également que les nanotubes ont une structure « coudée » qui indique la présence de
défauts inhérent aux MWCNT [81].

L’épaisseur du tapis obtenu dans le cas des syntheses des MWCNT est supérieure a
celle des SWCNT ; elle est de I’ordre de la dizaine de micrométres. La Figure V- 14 montre
une image MEB vue de c0té, du bord d’un échantillon diamant/nanotubes multiparois. Sans
avoir realisé¢ d’étude approfondie, nous avons observé expérimentalement qu’il est possible
d’influer sur la densité du tapis en modifiant les parametres de croissance. Il est en revanche
impossible de contréler précisément 1’épaisseur du tapis de MWCNT avec le type de

catalyseur utilisé dans cette étude.

2pm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :5 May 2010 E
— WD = 24 mm Systern Vacuum = 4.715-008 mbar e éz
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Figure V- 14 : Image MEB en électrons secondaires du bord d 'un échantillon diamant/MWCNT en
vue de c0té, mettant en évidence [’épaisseur du tapis de nanotubes. Le catalyseur utilisé pour la
croissance est le palladium.

En se reportant a la Figure V- 13, on peut constater la présence d’une quantité
importante de zones claires qui révelent la présence de particules de catalyseurs situées dans
la partie supérieure du tapis. La Figure V- 15 est une image MEB en électrons rétrodiffusés
des nanotubes ayant comme catalyseur le palladium. On peut aisément distinguer sur la
Figure V- 15, un nombre important de points clairs dispersés sur la surface du tapis. Ce sont
les particules de catalyseurs qui se trouvent sur la partie supérieure du tapis. Cela signifie que
la croissance des nanotubes s’effectue majoritairement selon le mode top-base. Le fait que la
croissance soit gouvernée par ce mécanisme implique qu’un grand nombre de particules se
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retrouveront systématiquement en « surface » du tapis et donc directement exposées aux
espéces biologiques lors des applications. Bien que la toxicité des nanoparticules soit encore a
I’étude, de nombreuses études ont déja mis en évidence leur nocivité au travers, notamment,
des réactions inflammatoires et du stress oxydant qu’elles engendrent dans 1’organisme [82],
[83]. Il sera toutefois possible de faire appel a des traitements chimiques oxydants tels que
I’eau régale, de manicre a dissoudre les nanoparticules avant les expériences d’implantation.
Il reste néanmoins le probléme majeur de 1’adhésion des nanotubes qui constitue un verrou

pour certaines des applications visées.
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Figure V- 15 : Image MEB en électrons rétrodiffusés, du tapis de nanotubes obtenu en HFCVD avec
comme catalyseur le palladium.

» Nanotubes de carbone multi-parois enterrés

Une série de manipulations visant a optimiser les parametres a donc été menée et a
montré que la croissance de nanotubes a partir des particules de catalyseurs enterrées était
possible. Les conditions optimales pour la croissance des nanotubes a partir des catalyseurs
palladium et nickel enterrés sont reportées dans le Tableau V- 6. On remarque que la

température du filament nécessaire pour assurer la croissance des nanotubes dans les pores est
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supérieure a celle utilisée dans le cas ou ils ne sont pas enterrés. Cette augmentation de la
température du filament a pour effet d’augmenter le taux de décomposition catalytique du
méthane par le filament et donc d’augmenter la quantité¢ d’espeéces carbonées radicalaires et
d’éthyléne qui sont directement impliqués dans la croissance des nanotubes [84]. Le fait que
ces especes actives doivent diffuser a I’intérieur du pore pour pouvoir rentrer en contact avec
la particule de catalyseur diminue nettement le temps de vie de ces derniéres. Augmenter la

quantité d’espéces carbonées permet donc de palier a ce probléme.

Parametres Palladium Nickel
T Substrat 800 800
T Filament 1930 1860
% CH4/H, 9% 9%
Temps de croissance 15 min 15 min
Epaisseur de catalyseur initiale 3nm 3nm
Pression 60 Torrs 60 Torrs

Tableau V- 6 : Paramétres de la croissance HFCVD des nanotubes de carbone, catalysée par les
particules enterrées.

Sur la Figure V- 16.c est présentée une image MEB en électrons secondaires de
I’interface diamant-nanotubes en vue de coté. On voit clairement sur cette image que la base
des nanotubes se trouve bien dans la couche diamant, on les voit également sortir du film en
remontant dans les pores générés lors de 1’étape de gravure. On observe également a la base
du pore la nanoparticule de palladium qui se retrouve encapsulée dans une enveloppe de
carbone en fin de croissance. Les Figure V- 16.b et d, montrent des images MEB en SE2
d’une interface diamant-nanotube semblable a la précédente. Le contraste de phase entre les
particules et le diamant permet d’affirmer que ce sont bien les particules métalliques de
palladium qui se trouvent au sein de la couche diamant. La profondeur moyenne a laquelle se
situent les particules enterrées que 1’on observe sur la Figure V- 16.d est d’une centaine de
nanometres. L’expérience a montrée que lorsque la distance entre la particule et la surface
excéde les 300 nanométres il n’est plus possible d’obtenir un tapis de nanotube dense et

uniforme.

Nous avons vu que dans le cas des nanotubes obtenus directement a partir du film de
catalyseur, le mode de croissance était de type top-base. Les images MEB semble indiquer
que dans le cas de la croissance des nanotubes dans les pores, le mode soit de type base-top.

Ce modele peut étre comparé aux cheveux qui croissent a partir de leurs racines qui se
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trouvent dans le cuir chevelu. Cette hypothése est confirmée par I'image MEB en SE2
présentée sur la Figure V- 16.a, qui montre un tapis de nanotubes en vue de dessus sans
aucune particule métallique dans sa partie superieure.
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Figure V- 16 : Images MEB de nanotubes obtenus par HFCVD a partir de particules de palladium
préalablement enterrés. a) Image en SE2 d’un tapis de nanotube en vue de dessus, b) et d) Images en
SE2 de l'interface diamant-nanotube en vue de coté, c) Image en électrons secondaires de [’interface

diamant-nanotube.

Au vu du type de croissance et de la position de la particule lors de celle-ci, il est
possible que 1’apport en précurseur carboné jusqu'au catalyseur soit rapidement limité. Cela
aurait pour effet d’interrompre rapidement la croissance, donc de diminuer la longueur des
nanotubes et d’obtenir des tapis de faible épaisseur. Or comme le montre I’image MEB de la
Figure V- 17, I’épaisseur des tapis de nanotubes qui ont cru a partir des particules enterrées

est de I’ordre du micron. Méme si cette épaisseur est un ordre de grandeur en dessous des
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croissances directes a partir du film de catalyseur, elle reste suffisante pour les applications

visées.

EHT = 5.00 kV SSignaIVA = Inl;ear:s‘om6 . Date :5 May 2010 /V&Z
s ystem Vacuum = 4 B4e-00B mbar o
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Figure V- 17 : Image MEB en électrons secondaires mettant en évidence l’épaisseur d’un tapis de
nanotube obtenus par croissance HFCVD a partir de catalyseur enterrés.

Cette étude MEB a permis de montrer que la morphologie des nanotubes qui ont cri
dans les pores est similaire a celle des CNT obtenus directement a partir du film de catalyseur.
Nous avons également mis en évidence que les nanotubes prennent racine sur la nanoparticule
de palladium qui se trouve au sein de la couche diamant et croit selon le mode base-top. De
plus I’épaisseur des tapis de nanotubes est suffisante pour les applications visées dans le cadre

de cette étude.

Nous avons vu dans cette partie qu’il est possible d’utiliser les nanoparticules
enterrées pour procéder a la croissance de nanotubes. La croissance de chaque type de
nanotubes aboutit sur la formation d’un tapis de nanotubes poreux et non sur une forét dense
de nanotubes alignés. Ce type de tapis permet d’augmenter significativement la surface

spécifique de I’électrode et convient parfaitement aux applications envisagées.

La résolution du MEB ne nous permettant pas de mettre en évidence le caractere mono
ou multiparois des nanotubes, nous avons donc fait appel a la spectroscopie Raman pour

vérifier que [’'utilisation de la bicouche de catalyseur Ti/Co permet bien d’obtenir des
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SWCNT. D’autre part, la caractérisation des couches par spectroscopie Raman nous permettra

d’évaluer la qualité de nos tapis de nanotubes.

V.D. Caractérisation des nanotubes par spectroscopie Raman

» Nanotubes mono-paroi

La spectroscopie Raman fait apparaitre sur les SWCNT, les « Double-walled CNT »
(DWCNT) ou les nanotubes a faibles nombres de parois des modes de vibrations de
respiration des nanotubes ou « Radial Breathing Mode » (RBM) [85]. Ces modes sont liés au
mouvement de vibration des atomes perpendiculairement a I’axe du tube. Ce mode de
vibration nous renseigne sur le diametre du tube, ainsi que sur la nature semiconductrice ou

métallique de ce dernier [86].

Sur la Figure V- 18 est présenté le spectre Raman d’un dépot de nanotube de carbone
par HFCVD sur un échantillon diamant microcristallin. La longueur d’onde de la source

utilisée est de 633nm.

Le spectre Raman des nanotubes de carbone sur diamant fait apparaitre trois bandes
distinctes, la bande G centrée & 1580 cm™, la bande D centrée & 1324 cm™ et le pic associé au
mode de respiration & 211 cm™. La bande G est caractéristique de I’hybridation sp? des
nanotubes ; sa position est en accord avec les valeurs attribuées aux SWCNT dans la
littérature [87]. La valeur de la largeur a mi-hauteur de la bande G des SWCNT isolés est
faible (6 cm™) [88], elle augmente dans le cas de paquet de nanotubes (80 cm™) et peut étre
déconvoluée en plusieurs composantes [89]. La bande D est caractéristique du carbone
désordonné, sa position, sa largeur a mi-hauteur, ainsi que sa dispersion en énergie varie en
fonction de ’énergie de la source excitatrice [90]. Cette notion de carbone désordonné peut
étre liee a la présence de carbone amorphe, mais peut également refléter la présence de
défauts cristallins qui détruisent la périodicité et donc ’ordre a grande distance. Il faut
également noter la faible valeur de la largeur a mi-hauteur de la bande G qui indique la bonne
qualité cristalline des nanotubes. Cette valeur augmente dans le cas ou le nombre de défauts et

d’impuretés présents dans le tapis est élevé [91].
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Figure V- 18 : Spectre Raman d’un tapis de nanotubes déposé par HFCVD sur un substrat diamant
microcristallin. La longueur d’onde de la source est de 633nm.

Comme nous 1’avons vu dans la partie 11.B, le choix de I’énergie du faisceau incident
utilisé est important. En effet, les longueurs d’ondes excitatrices situées dans le rouge ou le
proche infrarouge seront sensibles & la bande D alors que celles situées dans I’UV seront
sensible au pic diamant. Néanmoins, 1'utilisation d’un laser dans le rouge permet de faire
apparaitre les RBM des nanotubes. L’utilisation d’un laser a 633 nm, nous permet de mettre
en évidence la présence d’un pic RBM qui indique clairement que le tapis contient un nombre
important de nanotube SWCNT et/ou DWCNT. Il est caractéristique des SWCNT et des
nanotubes avec un faible nombre de parois. Or, le diamétre des nanotubes de carbone issuent
des syntheses basées sur 1’utilisation de catalyseur métallique est de I’ordre de celui de la
particule [92]. Dans notre cas, nous ne procédons pas a une étape de démouillage préalable.
Ce dernier s’effectue durant les premiers instants de I’expérience. Il est donc difficile de
contréler parfaitement la taille des particules. Il a été montré que le diamétre des particules est
a peu pres dix fois supérieur a 1’épaisseur du film déposé [74], ce qui implique que dans le cas
d’un démouillage classique les particules de cobalt devraient avoir une taille d’une trentaine
de nanometres. La Figure V- 19 illustre le spectre Raman d’une croissance d’un tapis de
nanotubes sur un substrat nanocristallin dans les mémes conditions que celles utilisées pour la

croissance des SWCNT. En revanche, nous n’avons pas utilisé le couple Titane/Cobalt
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comme catalyseur, mais seulement le Cobalt. Une épaisseur de 3 nanométres de Cobalt a été

déposée sur diamant. La longueur d’onde de source excitatrice utilisée est de 633nm.
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Figure V- 19 : Spectre Raman d’un tapis de nanotubes déposé par HFCVD, a partir d’'une couche de
cobalt de 3 nm, sur un substrat diamant nanocristallin. La longueur d’onde de la source est de 633nm.

On peut tout d’abord remarquer 1’absence de pic associé aux modes de respiration des
nanotubes, ce qui indique 1’absence ou du moins la trés faible quantité de tubes de type
SWCNT. On observe deux pics prédominants centrés en 1323 et 1590 cm™, ils correspondent
respectivement & la bande D et G. On peut également observer un pic a 520 cm™ qui refléte la
signature Raman du premier ordre du silicium. L’épaisseur du tapis de nanotubes est de
I’ordre du micrométre ; elle est comparable a celle observée dans le cas du couple Ti/Co.
L’¢épaisseur du diamant est quant a elle comprise entre 400 et 600 nm. Il faut ¢galement noter
la présence d’un épaulement & 1160 cm™, qui est caractéristique des couches de diamant
nanocristallin et qui est associé aux phases de type transpolyacétyléne présentes aux joints de
grain [93].

On peut donc en déduire que I’utilisation du cobalt seul comme catalyseur lors des
croissances HFCVD aboutit majoritairement a la formation de MWCNT. Cela montre donc
I’importance du réle du titane dans 1’obtention de SWCNT. 1l faut noter que le dépot de
SWCNT basé sur Iutilisation de catalyseur métallique est trés compliqué lorsque 1’étape de
démouillage est effectuée in situ.

Le mécanisme précis de la croissance de nanotubes avec le couple de catalyseur Ti/Co
n’est pas clairement mis en évidence. Néanmoins, 1’expérience a montré qu’il est impossible

de procéder a la croissance de CNT avec seulement du titane comme catalyseur. De plus le
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titane est connu pour former une couche de carbure avec le diamant méme & trés basse
température (400°C) [94], c’est pour cette raison que la plupart des contacts ohmiques réalisés
lors de la conception de dispositifs sur diamant consiste a un depdt de titane suivi d’un recuit
[95]. Il semble donc que durant le dép6t, le titane forme un carbure a la surface du diamant et
que le cobalt assure la croissance des nanotubes. La principale cause de 1’inhomogénéité est
due au fait que les tensions de surface sont différentes selon I’orientation cristalline des grains
du diamant. La Figure V- 20 est une image MEB qui illustre le démouillage, par chauffage du
substrat & une température de 600°C, d’une couche de cobalt de 3 nanométres déposée sur un
échantillon nanocristallin. La rampe de température appliquée est de 15°C/min puis la
température est maintenue a 600°C pendant 20 min.

Mag =25000KX  (Polaroid) institut

300nm EHT = 5.00 kv Signal A = InLens Date :1 Jul 2010 &-
— WD = 2.7 mm System Vacuum = 4.98e-006 mbar Time 75505 L

Figure V- 20 : Image MEB du démouillage d’une couche de Cobalt métallique de 3 nanomeétres
déposée sur un échantillon diamant nanocristallin. Le démouillage est effectué par chauffage de
I’échantillon a une température de 600°C pendant 20 min.

La formation des nanoparticules est engendrée par la minimisation de la tension de
surface du film métallique de catalyseur a I’interface « film/diamant » [96]. On peut
remarquer la différence de taille des nanoparticules en fonction de I’orientation des grains de
diamant, une évaluation de la distribution moyenne en taille des nanoparticules a été effectuée
a I’aide du logiciel Image j. Nous nous sommes intéressés au démouillage sur les orientations
cristallines (100) et (111), qui sont les plus représentées dans nos couches. Les résultats sont

présentes sous formes d’histogrammes sur les Figure V- 21.a et b.
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Figure V- 21 : Histogrammes de la distribution en taille des nanoparticules aprés démouillage d’une
couche de cobalt de 3 nanomeétres sur les orientations cristallines : a) (100) et b) (111).

La dispersion en taille sur les faces (111) est supérieure a celle des faces (100). De
plus la taille moyenne des nanoparticules est plus élevée pour les orientations (111). Ce

résultat est en accord avec ceux observés par Gheeraert et al. [97].

Nous avons ensuite procédé au démouillage d’une bicouche de catalyseur composée
de 1 nanomeétre de titane et de 3 nanomeétres de Cobalt dans les mémes conditions que
I’expérience précédente. Deux images MEB du résultat sont présentées sur les Figure V- 22
Figure V- 24,

20 nm EHT = 5.00 kV Signal A = InLens Date :8 Feb 2010

|—.-| WD = 27 mm System Vacuum = 2.92e-006 mbar Time 20-15.22 /V&Z

Mag = 20000 KX  (Polaroid reference)

Figure V- 22 : Image MEB en électrons secondaires du démouillage d'une bicouche de catalyseurs
Ti/Co (1/3 nm) déposeée sur un échantillon microcristallin. Le démouillage est effectué par chauffage
de [’échantillon a une température de 600°C pendant 20 min.
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Contrairement au démouillage du cobalt sans titane, la premiére constatation est que
I’on observe plus de différences significatives entre la taille des nanoparticules sur les
différentes faces du diamant (Figure V- 24). De plus, comme le montre la Figure V- 22, la
taille des particules est tres inférieure a celle du démouillage du cobalt seul dans les mémes

conditions. La Figure V- 23 illustre la dispersion en taille des particules.
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Figure V- 23 : Histogramme de la distribution en taille des nanoparticules aprés démouillage d’'une
bi-couche de 1 nanometre de titane et de 3 nanometres de cobalt.

Figure V- 24 : Image MEB en électrons secondaires du démouillage d’une bi-couche de Ti/Co (1/3
nm), déposée sur un échantillon diamant microcristallin. Le démouillage est effectué par chauffage de
I’échantillon a une température de 600°C pendant 20 min.
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La formation du carbure pourrait modifier les tensions de surface et expliquer la bonne
régularité et la faible taille des particules générées durant les croissances de nanotubes avec
les Ti/Co.

Nous avons montré que la croissance des nanotubes est possible sur substrat diamant
et que la technique choisie permet I’obtention d’un tapis enchevétré majoritairement composé
de nanotubes de carbone monoparoi. Dans la prochaine partie nous aborderons la

caractérisation des nanotubes multiparois obtenus par voie classique

» Nanotubes multi-parois par voie classique

Sur la Figure V- 25 sont présentés respectivement les spectres Raman des nanotubes
issus du nickel (a) et du palladium (b) ; la longueur d’onde de la source excitatrice utilisée est
de 633 nm.
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Figure V- 25 : Spectres Raman d’un tapis de nanotubes déposé par HFCVD sur un substrat diamant
nanocristallin, avec comme catalyseur : a) du Nickel, b) du palladium. La longueur d’onde de la
source est de 633nm.

On peut tout d’abord remarquer que sur chacun des deux spectres il n’y a pas de bande
associée au RBM, cela signifie que le tapis obtenu est majoritairement composé de MWCNT.
On peut ensuite noter la présence de deux pics présent dans le cas du nickel et du palladium,
ce sont les bandes G et D. Dans le cas du Nickel les bandes D et G sont positionnées
respectivement & 1322 et 1590 cm™ pour le nickel et & 1321 et 1582 cm™ pour le palladium.

La position de ces pics est en accord avec les valeurs que 1’on trouve dans la littérature [87,
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98] et correspond & la signature du carbone dans les phases sp® Il faut également souligner la
présence d’un épaulement a 1160 cm™ qui met en évidence la présence de phases de type

transpolyacétylene caracteristiques des échantillons nanocristallins.

Il est bon de rappeler que les tapis de nanotubes peuvent contenir du carbone amorphe
qui provient, entre autre, de I’encapsulation de la particule métallique en fin de croissance. Or
en spectroscopie Raman, il est peu évident de différencier les défauts cristallins des nanotubes
du carbone amorphe éventuellement présent dans le tapis. Néanmoins, cette quantité est
communément évaluée en comparant le rapport de 1’intensité des bandes G et D et la largeur a
mi-hauteur des bandes D et G [91]. Cela permet de comparer deux types d’échantillons
analysés dans les mémes conditions mais ne permet pas de tirer de conclusion univoque sur la

présence ou non de carbone amorphe dans le tapis.

La différence majeure qu’il existe entre les deux spectres est liée au rapport ID/IG, ce
rapport est de 1,4 dans le cas du nickel et de 1,1 pour le palladium. Ce rapport ne peut étre
comparé que pour des etudes utilisant des sources excitatrices de mémes énergies car comme
nous I’avons vu, I'utilisation des longueurs d’onde dans le rouge et le proche infrarouge
permet de faire apparaitre les modes de respiration des nanotubes mais en revanche elles
exaltent la bande D. La valeur de ce rapport est généralement supérieur a 1 dans le cas des
MWCNT et inferieur a 1 pour les SWCNT [43]. Nous avons ensuite calculé la largeur a mi-
hauteur de la bande G et D. Les valeurs trouvées pour les bandes D et G respectivement sont
dans le cas du palladium de 125 et 90 cm™ et de 103 et 65 cm™ dans le cas du nickel. La
différence entre les largeurs a mi hauteur des bandes G montre clairement que la qualité

cristalline des nanotubes issus du nickel est meilleure que celle provenant du palladium.

L’étude Raman nous a permis de montrer le caractére multiparois des nanotubes
obtenus par croissance HFCVD en utilisant comme catalyseur le nickel et le palladium. Cette
étude a permis de mettre en évidence que la qualité du tapis dans le cas des SWCNT est
supérieure a celle des MWCNT. Nous avons également constaté que la qualité du tapis de
nanotubes obtenu a partir du nickel est supérieure a celle associée au palladium. En revanche
les croissances catalysées par le nickel aboutissent sur des nanotubes de meilleure qualité

cristalline. Nous allons procéder a la caractérisation des nanotubes enterrés.
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» Nanotubes multi-parois enterrés

Nous avons donc procedé a la caractérisation des nanotubes qui ont cr( a partir des
catalyseurs Nickel et Palladium implanté. La longueur de la source utilisée pour la

caractérisation est de 514 nm, les spectres obtenus sont présentés sur la Figure V- 26.

On peut tout d’abord noter I’apparition de la bande diamant située & 1333 cm™ qui
apparait plus nettement sur le spectre du palladium. A la différence des études Raman
précédentes ou la longueur d’onde de la source était de 633 nm, ['utilisation du laser Argon
permet d’étre plus sensible au carbone sp® et moins au carbone amorphe. On note ensuite la
présence de la bande D associée au carbone désordonné & 1350 cm™. Si on s’intéresse au
spectre Raman du Nickel, on remarque la présence de la bande G associée au carbone sp? qui
apparait & 1580 cm™, on peut aussi noter la présence de 1’épaulement a 1610 cm™. Ce dernier
correspond a la bande D2 ou D’ refléte la présence de défauts cristallins qui détruisent la
symétrie et font apparaitre des modes éteints en ’absence de défaut [91, 99]. En revanche
dans le cas du palladium, on observe un pic unique associé & la bande G a 1595 cm™. La
largeur & mi-hauteur de la bande G dans le cas du palladium est de 88 cm™, elle est de 65 cm™
pour le nickel. Ce résultat indique que les nanotubes issus de la croissance a partir de
catalyseur de nickel présentent une meilleure structure cristalline que ceux basés sur
I’utilisation de palladium. Ce résultat confirme les résultats observés lors de 1’étude de la

croissance de nanotubes non enterrés traités précédemment.
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Figure V- 26 : Spectres Raman de tapis de nanotube obtenus par croissance HFCVD a partir des
catalyseurs enterrés : a) Palladium, b) Nickel. La longueur d’onde de la source est de 514 nm.
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Cette étude Raman nous a montré que les nanotubes dont la croissance est catalysée
par des nanoparticules de nickel enterrées ont une meilleure qualité cristalline que ceux dont
la croissance est catalysée par le palladium. Il reste neanmoins a comparer les nanotubes issus
de nanoparticules enterrées et non enterrees en utilisant le méme catalyseur dans les deux cas.
La Figure V- 27 montre les spectres Raman de tapis de nanotubes provenant du catalyseur
palladium enterré et non enterré. On remarque que les nombres d’ondes associés aux bandes
D et G sont identiques pour les deux spectres, leurs valeurs sont 1321 et 1590 cm™
respectivement. La valeur du rapport ID/IG vaut 1,1 dans le cas du palladium non enterré et
1,4 pour le palladium enterré. La largeur & mi-hauteur de la bande G des spectres vaut 83,8
cm™ dans le cas des nanotubes qui ont crii & partir des catalyseurs non enterrés et 88,7 cm™
dans le cas des enterrés. Au vue de 1’évolution des largeurs a mi-hauteur et des rapports
ID/1G, nous pouvons affirmer que la qualité du tapis de nanotubes enterrés est inferieure a

celui obtenu par voie classique.
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Figure V- 27 : Spectres Raman de tapis de nanotubes obtenus par croissance HFCVD a partir du
catalyseur palladium enterré et non enterré. La longueur d’onde de la source est de 514 nm.

Cette étude Raman a permis de mettre en évidence que les tapis de nanotubes obtenus
a partir des particules de nickel enterrées sont de meilleure qualité que ceux issus de la
croissance a partir du palladium enterré. Les augmentations concomitantes des largeurs a mi-
hauteur de la bande G et des rapports ID/IG, ne permettent pas de conclure quant a un

accroissement de la quantité de carbone amorphe ou a une diminution de la qualité cristalline
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des nanotubes. Or, la spectroscopie Raman ne nous permet pas de conclure quant a la nature
de ce carbone désordonne. De plus, la profondeur sondée par spectroscopie Raman est trop
importante pour nous permettre de mettre en évidence la localisation de ce carbone
désordonné. Nous devons donc faire appel a une technique de caractérisation plus surfacique
telle que I’XPS.

V.E. Caractérisation des nanotubes par XPS et XEELS

Aucuns travaux antérieurs portant sur les MWCNT n’ayant été menés au sein de
I’équipe, nous avons procédé a la caractérisation des nanotubes multiparois par différentes
techniques permettant de sonder les états énergétiques des niveaux de cceur des atomes de
carbone. A la différence du Raman qui nous renseigne sur I’ordre a grande échelle, I’XPS et
le XEELS permettent de sonder 1’état énergétique des atomes. Les nanotubes ont également
été caractérisés par spectroscopie Auger, cette étude est reportée dans les annexes. Les détails
de ces différentes techniques ont été abordés dans le chapitre |.

Afin de pouvoir déterminer I’origine de 1’augmentation du taux de carbone
désordonné observé en spectroscopie Raman dans le cas de la croissance des nanotubes a
partir des catalyseurs, nous avons di procéder a une caractérisation XPS sur un échantillon
partiellement recouvert par les nanotubes pour pouvoir recueillir un signal provenant du
diamant et des nanotubes. De plus, pour que la comparaison soit tangible, il faut que la
croissance s’effectue avec les parametres standards de croissance des nanotubes dans les
pores. Or I’obtention de tapis de nanotubes de trés faible densité en HFCVD est extrémement
compliquée car aprés seulement quelques secondes de croissance, une forte quantité de
nanotubes est déja présente sur le substrat. Nous avons donc opté pour utiliser un échantillon
dont les nanoparticules de palladium ont été enterrées trop profondément pour assurer une
croissance uniforme des nanotubes. En effet, comme nous I’avons vu précédemment, la
profondeur de pénétration optimale moyenne pour s’assurer d’obtenir un tapis dense et
homogeéne est de ’ordre de 150 a 200 nanometres. Nous avons observé que le temps de
gravure permettant d’atteindre une profondeur d’enterrement moyenne des particules
comprise entre 150 et 200 nanometres est de 8 minutes. Nous avons donc procéde a une
gravure catalytique assistée par filament chaud dans les conditions classiques pendant une

durée de 30 min. Le temps de traitement appliqué ici nous assure que la majorité des
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particules ne pourront pas assurer la croissance des nanotubes. Une image MEB de

1’échantillon apreés croissance est présentée sur la Figure V- 28.

On peut constater sur I’image MEB que le tapis de nanotubes obtenu n’est pas
continu ; on apercoit de nombreuses zones du substrat diamant non recouverte. Cela montre
bien qu’un nombre réduit de particules a participé a la croissance des nanotubes. Il semble
donc possible dans ces conditions de pouvoir recueillir un signal XPS des nanotubes et du

diamant.
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Figure V- 28 : Image MEB en électrons secondaires d’un tapis de nanotubes épars obtenu par
HFCVD a partir de nanoparticules de palladium enterrées dans le substrat diamant par gravure
catalytique assistée par filament chaud.

Nous avons dans cette étude comparé les spectres XPS d’un échantillon de nanotubes
obtenus par voie classique a partir d’une couche de palladium de 3 nm (Figure V- 29.a) et
celui du tapis épars (Figure V- 29.b) correspondant a 1’image MEB de la Figure V- 28.
L’angle d’incidence entre la source et les échantillons nanotubes est comme pour le diamant
de 51°. Dans le cas des nanotubes obtenus par voie classique, 1’épaisseur du tapis étant de 2
micromeétres, on peut considérer sans approximation que les photoélectrons X collectés ne

proviennent que des nanotubes.
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Le spectre XPS du pic du carbone C1s des nanotubes de carbone non enterrés est
centré a 284,4 eV et a 283,3 eV pour les nanotubes enterrés. Nous avons choisi comme
largeur a mi-hauteur pour la lorentzienne 0,5 eV. Ce qui correspond dans notre cas a une
largeur & mi-hauteur totale du pic de 0,86 eV. La valeur associée au graphite est de 1 eV et de
1,1 eV pour les MWCNT [100], on trouve généralement une fourchette de valeur qui va de
0,75 eV pour les SWCNT purifiés a 1,4 eV pour les MWCNT [101]. Cette valeur augmente
également lorsque 1’état d’oxydation des nanotubes augmente [102]. L’ajustement analytique
des données expérimentales fait apparaitre six composantes distinctes pour le tapis épais et
sept pour le tapis épars. Les six pics associés aux nanotubes sont identiques pour chacun des
spectres. La composante principale apparait a 284,3 eV ; elle correspond aux atomes de
carbone hybridés sp? des nanotubes. Cette valeur est en accord avec les valeurs reportées dans
la littérature pour les nanotubes de carbone multiparois [77, 103, 104]. Il est établi que la
composante du carbone sp? des MWCNT différe de celle du graphite. La valeur du pic associé
au graphite est de 284,6 eV et celle des nanotubes de carbone multiparois est décalée de -0,3
eV [100]. On remarque ensuite un pic situé a 285,2 eV qui est associé au carbone sp® amorphe
[105]. On trouve ensuite une série de trois composantes, caractéristiques des differents
fonctions oxydées présentes sur les nanotubes [102, 103]. Ces pics apparaissent a 286.2, 287.3
et 288.8 eV; ils sont respectivement associés aux fonctions C-O (alcools et éthers), aux
fonctions C=0 (cétone, aldéhydes) et aux fonctions carboxyliques. Enfin on trouve un dernier
pic centré en 290,3 eV provenant des pertes d’énergies associées aux transitions électroniques
interbandes m-plasmons [101]. Ce pic sera étudié¢ dans le cadre de 1I’étude des pertes en
énergie relatives aux tapis de nanotubes de carbone. Comme nous le verrons dans le cadre de
I’étude EELS, 1’écart entre ce pic et le pic du carbone sp centré & 284,3 eV est de + 6 eV. Le
spectre correspondant aux nanotubes enterrés, fait apparaitre une composante supplémentaire
située a 283,7 eV qui correspond a la position du pic diamant des échantillons diamant

nanocristallins (conf. Chapitre 1).
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Figure V- 29 : a) Spectre XPS du pic Cls d’un tapis de nanotubes multiparois obtenu par croissance
HFCVD classique sur une couche diamant nanocristallin lourdement dopé au bore, b) Spectre XPS du
pic Cls d’un tapis de nanotubes épars obtenu par croissance HFCVD a partir de particules de
palladium enterrés dans une couche diamant nanocristallin lourdement dopé au bore.

La contribution de chaque composantes du pic C1s est présentée dans le Tableau V-

7.

Cls E (eV) CNT classiques Aire (%) CNT enterrés Aire (%)

C sp’ (diamant) 283,7 - 7,2

C sp® (NTC) 284,3 77,9 69

C (sp°) (amorphe) | 285,2 9,5 11

C-0 286.2 4,5 4,7

C=0 287,3 2,8 2,9

O-C=0 288,8 2,4 2,4

[T-plasmon 290,3 2,9 2,8

Tableau V- 7 : Tableau récapitulatif de la position, de [’assignation et de la contribution des pics du
carbone C1s du tapis de nanotubes obtenus par voie classique et du matériau composite
diamant/nanotubes de carbone enterrés.

Le rapport des contributions des composantes associées au carbone sp® (284,3) et au
carbone sp® (285,2) amorphe vaut 6,2 dans le cas du tapis dense (nanotubes non enterrés) et
8,2 dans le cas du tapis épars. Comme pour la caractérisation par spectroscopie, on observe
une augmentation de la quantité de carbone désordonné. Aux vues des profondeurs sondeées,
on peut exclure la possibilité que cette composante provienne des pores ou des particules de
catalyseurs, mais il n’est toujours pas possible de dire si elle provient des nanotubes ou de la

surface du diamant.
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Pour pouvoir répondre a cette question, nous nous sommes intéressés a la région des
pertes d’énergie. Les spectres des deux échantillons nanotubes, celui d’un échantillon HOPG
et diamant sont présentées sur la Figure V- 30. Les pertes d’énergie proviennent de transitions
électroniques interbandes ; les signatures énergétiques associées a ces transitions ont des
valeurs en énergie bien séparées (dizaine d’¢lectronvolt) contrairement a celles des différentes
composantes XPS du pic carbone (de I’ordre de la dizaine de milliélectronvolts). Cette
méthode est bien adaptée pour différencier les matériaux carbonés (Diamlond like carbon
DLC, Tetra amorphous carbon (ta-C, Carbone vitreux, graphite...) en fonction de leurs taux
d’hybridation sp?/sp> sans avoir recours & un ajustement analytique [78, 106].

En se reportant a la Figure V- 30, on remarque que la signature des nanotubes et
similaires a celle de ’THOPG mais qu’elles sont toutes les deux différentes de celles du
diamant. Comme nous ’avons vu dans le chapitre I, on remarque sur le spectre diamant un
pic a + 34 eV et un autre a + 24 eV qui sont associés respectivement aux transitions 6-c* et
aux (nto) plasmons. Le spectre des nanotubes présente également deux pics distincts [107], le
premier pic est situé a + 6 eV et correspond aux m plasmons et le deuxieéme a + 27 eV aux
transitions m + o. L’étude de ces pics permet d’évaluer le type de nanotubes, ainsi que la
présence ou non de défauts dans les nanotubes [108]. La position du deuxieme pic associé
(n+o) plasmons permet de distinguer les MWCNT des nanotubes contenant peu de parois ou
Few-Walled Carbon Nanotube (FWCNT). Il a été montré que sa position ne dépend pas du
diamétre du tube mais de son nombre de parois [109] et que dans le cas des MWCNT, sa
position est identique a celle du graphite. La valeur en énergie des pertes du premier est
invariable quelque soit le type de nanotubes (mulitparois ou monoparoi). En revanche, son
intensité et sa largeur a mi-hauteur renseignent sur la qualité cristalline et les défauts [110].
Ce pic disparait méme lors de I’introduction volontaire de défauts sur les nanotubes. Apres
soustraction de la ligne de base, nous avons calculé la largeur a mi-hauteur du pic des ©
plasmons pour I’HOPG et les nanotubes ; elle est évaluée a + 2,5 eV pour ’'HOPG, a + 3,2 eV
pour les nanotubes non enterrés et a + 4,4 eV pour les nanotubes enterrés. L’augmentation de

cette valeur refléte la présence de défauts cristallins.
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Figure V- 30 : Spectres des pertes en énergie du carbone du tapis de nanotube, d’un échantillon
HOPG et d’un échantillon nanocristallin lourdement dopé au bore.

Ce constat montre que la différence du taux de carbone amorphe observé en
spectroscopie Raman entre les nanotubes issus de particules enterrées et non enterrées est
majoritairement liée a la structure méme des nanotubes et non a une modification de I’état de
surface du diamant. La présence d’une quantité plus importante de carbones désordonnés dans
les nanotubes provenant de la croissance des nanotubes a partir des particules enterrées peut
étre imputée a une mauvaise cristallisation des nanotubes durant la synthése. A la différence
des synthéses base-top classiques, la croissance des nanotubes dans les pores nécessite que les
especes carbonées actives doivent diffuser le long du pore pour arriver jusqu’a la particule. Il
faut également noter que tous les phénomenes de convection liés au flux de gaz qui
permettent de renouveler 1’apport en espéces vers la particule dans le cas des croissances
classiques sont limités dans le pore. Cet ensemble de phénoménes qui entrave la diffusion des
especes jusqu’a la particule modifie donc I’environnement local de la particule et favorise

I’apparition de défauts de cristallisation du nanotube.

Nous avons montré qu’il est possible d’utiliser les particules enterrées par gravure
catalytique du diamant assistée par filament chaud comme catalyseurs pour une croissance

ultérieure des nanotubes. L’existence d’une profondeur optimale d’enterrement des particules
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a également été mise en évidence. Les caractérisations MEB menées sur les nanotubes
obtenus a partir de ces particules enterrées ont montré que le mode de croissance était de type
base-top. Enfin, nous n’avons observé que la croissance a partir de ces particules enterrées
n’engendrait aucune modification notable de 1’état de surface du diamant, mais que les
nanotubes obtenus présentaient un nombre de défauts plus important. Aprés avoir caractérisé
la structure et la qualité des tapis des nanotubes, nous allons nous intéresser aux propriétés
électriques du matériau composite. La prochaine partie portera sur la comparaison des
caractéristiques électrochimiques des SWCNT et des nanotubes multiparois obtenus par voie

classique et a partir des particules de catalyseur enterres.

V.F. Propriétés électriques des nanotubes

L’¢étude des propriétés électrochimiques du matériau composite nécessite 1’utilisation
d’une sonde électrochimique. L’objectif de cette caractérisation est d’évaluer les propriétés
électrochimiques intrinseques des nanotubes synthétisés, mais également le transfert
électrique entre ces derniers et le substrat diamant. Autrement dit, de caractériser la résistance
de transfert de charge entre les sites actifs des nanotubes et la sonde electrochimique d’une
part, et celle entre les nanotubes et le diamant d’autre part. L’emploi d’une sonde
électrochimique redox en solution souléve plusieurs problemes. Le principal est li¢ a 1’effet
lotus inhérent a tous les nanotubes non traités. Cet effet est lié au caractére hydrophobe de ces
derniers qui empéche les solutions aqueuses de pénétrer a I’intérieur du tapis. Dans ces
conditions, le transfert de charge entre la sonde redox est le tapis de nanotubes est limité a
I’enveloppe externe du tapis. On peut toutefois palier a ce probléme en oxydant les nanotubes
pour les rendre hydrophile par I’intermédiaire de traitement oxydant, acido-basique ou
plasma.

Ces traitements génerent sur les parois des nanotubes un certains nombre de fonctions
polaires qui améliorent la mouillabilité interne du tapis de nanotubes et permettent alors la
diffusion de la sonde dans le volume du matériau carboné. Consécutivement, le transfert de
charge entre cette sonde redox et I’interface électrochimique se complexifie énormément en
devenant multiéchelle. Dans notre cas, cela sous-entend au moins trois voies d’échange
électronique non équivalentes : ’enveloppe externe du tapis de nanotubes soumise a une

diffusion linéaire semi-infinie, les parois des nanotubes contenues dans le volume du tapis et
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insérés dans un champ diffusionnel nanoscopique et enfin la surface du matériau support en
diamant. Lors des caractérisations par impédance, la modélisation de la fonction de transfert
via des circuits ¢électriques ¢€quivalents s’en retrouve fortement complexifiée via la
multiplication du type et du nombre de composants passifs que 1’on peut associer a 1’interface
électrochimique. Ce constat nous incite a simplifier cette étude afin que les modéles proposés
correspondent au mieux a la réalité physique de notre systeme. Afin de contourner les
phénomenes induits par la diffusion multi-échelles de la sonde, nous avons choisi
d’immobiliser directement celle-ci sur les nanotubes pour se placer dans le cas simple ou les
électrons transitent directement de la sonde au nanotube puis du nanotube vers le substrat et
inversement.

Parmi les voies de fonctionnalisation les plus utilisées, on trouve notamment la click
chemistry [111, 112] et les réactions basées sur le couplage de molécules aminées avec les
fonctions carboxyles présentes sur les nanotubes [40, 85]. Bien que les fonctions
carboxyliques soient présente en faible quantité, il est possible d’augmenter leurs nombres par
I’intermédiaire de traitements chimiques acides [113] ou par plasma [102]. Nous avons opté
pour la méthode de fonctionnalisation mettant en jeu les fonctions carboxyles des nanotubes
pour la simplicité du couplage car c’est une méthode adéquate pour 1I’immobilisation de
molécule biologique. Nous avons choisi d’oxyder les nanotubes par traitement plasma avant
le greffage pour en augmenter la mouillabilité. La sonde électrochimique est identique a celle
utilisée dans la partie 5.b.2 du chapitre 11, il s’agit du ferrocéne-(peg)s-aminé. Le choix de
I’agent de couplage s’est tourné Vers le (Benzotriazol-1-
yloxytris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP) car il permet de coupler
les amines aussi bien sur les fonctions carboxyliques que sur les aldéhydes [114]. Nous avons
choisi le Diméthylformamide (DMF) comme solvant car il permet un trés bon mouillage des
nanotubes. De plus, le ferrocéne aminé utilisé ne présentant qu’une seule fonction susceptible
de réagir durant I’étape de couplage, nous avons pu procéder a son arrimage in situ. La
solution de couplage est composée de ferrocéne-(peg)s-aminé a 50 mM et de BOP a 5 mM
dans du DMF. L’échantillon est placé en contact avec la solution pour une durée de 12 heures,

puis rincé successivement au DMF et a I’eau ultra pure.
V.F.1. Greffage du férrocene

Avant de procéder a I’¢tude des propriétés electrochimiques du matériau, nous avons

caractérisé le greffage du ferrocéne(peg)s aminé par spectroscopie infrarouge. La Figure V-
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31 illsutre le spectre infrarouge réalisé a 1’aide d’un accessoire ATR d’un tapis de nanotubes

obtenu par voie classique.
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Figure V- 31 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal Germanium, d 'un échantillon de
MWCNT obtenu par HFCVD sur diamant a partir d 'une couche de catalyseur palladium de 3 nm.

On trouve sur le spectre infrarouge du tapis de nanotubes tous les pics associés aux
différents modes de vibration correspondant aux fonctions présentes sur les nanotubes actives
en infrarouge [40, 113, 115]. On trouve une bande comprise entre 3000 et 3100 cm™ qui est
attribuée aux étirements symétriques et asymétriques des fonctions C-H et CH, des carbones
sp®. 1l vient ensuite une série de pics situés & 2955, 2925, 2871 et 2858 cm™ qui sont
respectivement associés au « stretch » asymétrique des fonctions CHs, CH, puis au « stretch »
symétrique des mémes fonctions portées par un carbone hybridé sp®. On remarque une bande
de faible intensité & 1730 cm™ qui est la signature des fonctions C=0 de types carbonyles et
carboxyles. Il apparait ensuite le pic caracteristique des nanotubes qui est assigné aux liaisons
C=C aromatiques et qui est centré en 1580 cm™. On note ensuite la présence d’une bande
centrée en 1450 cm™ qui est d au cisaillement des liaisons CH, et CH3. On trouve une bande
large centrée 1240 cm™ qui est assignée & un mélange de différents types de fonctions
oxydées que 1’on trouve dans les nanotubes. Il s’agit majoritairement des fonctions C-O
associees aux phénols ainsi qu’aux acides carboxyliques et aussi aux éthers aromatiques.
Enfin on remarque la présence d’une derniére bande a 1040 cm™ qui peut étre associée aux

alcools primaires et aux éthers aliphatiques.
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Pour oxyder les nanotubes, nous avons opté pour I’utilisation d’une technique plasma
[102] car elle présente plusieurs avantages vis-a-vis des traitements chimiques oxydant. C’est
une technique tres rapide, la durée du plasma n’exceéde pas quelques secondes et de plus elle
permet une tres bonne reproductibilité du traitement. Les traitements plasma ont été effectues
a I’aide d’un appareil commercial Femto de la marque Diener qui est dédié aux nettoyages de
surfaces. Le traitement par plasma RF (Radiofréquence) est effectué sous une pression de 0,6
bars d’oxygéne, avec une polarisation de 20W et pendant 10 secondes. Nous avons caractérise
le matériau composite apres le traitement par spectroscopie infrarouge en ATR dans les
mémes conditions que précédemment. Le spectre est présenté sur la Figure V- 32. On
retrouve sur ce spectre les mémes pics que sur I’échantillon non traité, en revanche I’intensité
de certain a évoluée. On remarque tout d’abord une augmentation de I’intensité¢ du pic des
fonctions C=0 (1730 cm™). De la méme maniére dans la large bande centrée a 1240 cm™, il
est maintenant possible de séparer trois pics distincts situés & 1250, 1230 et 1180 cm™. lIs
peuvent respectivement étre associés a 1’étirement des liaisons C-O des acides carboxyliques,

des éthers aromatiques et des phénols.
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Figure V- 32 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal Germanium, d’un échantillon de
MWCNT oxydé par traitement plasma.

Les conditions d’expériences ne nous autorisant pas a tirer de valeurs quantitatives,

nous ne pouvant pas statuer sur 1’augmentation de la quantité des fonctions carboxyles ou
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carbonyles des nanotubes. Nous avons ensuite procédé au couplage du ferrocéne-(peg)s aminé
avec les fonctions carboxyliques et aldéhydes des nanotubes. La solution de couplage est
composée de BOP 5 mM et de ferrocene 50mM dans du DMF, elle est placée en contact avec
I’échantillon diamant/nanotubes de carbone pendant 12 heures. L’échantillon est ensuite
abondamment rincé au DMF et a I’eau ultrapure. Le greffage est ensuite caractérisé par ATR,
le spectre obtenu est présenté sur la Figure V- 33. Il est important de noter que nous avons
dans ce cas utilisé comme référence le spectre du matériau composite aprés oxydation par
traitement plasma. On remarque tout d’abord la présence de deux pics dans la zone des CHx
aliphatiques, situés a 2938 et 2871 cm™. Ils sont assignés au « stretch » asymétrique et
symétrique des CH, en alpha des atomes d’oxygéne du bras espaceur du ferrocéne. Le
nombre d’onde des pics associés aux « stretch » des groupements méthylénes des chaines
alcanes aliphatiques (2925, 2855 cm™), se différencie de ceux des fonctions éthers
aliphatiques (situés en alpha de 1’atome d’oxygeéne) par un décalage vers les hauts nombres
d’onde. La présence du groupement amide formé durant le couplage est mis en évidence par
la présence des pics a 1650 et 1560 cm™ [85, 116]. Le premier est associé a ’étirement de la
liaison C=0 de la fonction amide, le deuxieme est caractéristique des amides monosubstituées
acycliques (trans). Ce pic est lié aux effets conjugués du « stretch » de la liaison C-N et du
« bend » de la liaison N-H. Enfin on trouve un dernier pic & 1100 cm™ associé¢ a I’étirement

asymétrique des liaisons O-C-O des éthers aliphatiques.
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Figure V- 33 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal Germanium, d 'un échantillon de
MWCNT oxydé par traitement plasma, puis fonctionnalisé avec du ferrocéne(peg)sNH2.
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L’étude du greffage par spectroscopie infrarouge nous a permis de mettre en évidence
I’efficacité du greffage. L’analyse du spectre de I’échantillon fonctionnalisé montre la
présence du ferrocéne sur 1’échantillon mais également I’apparition des signatures associees a
la fonction amide qui démontre I’immobilisation covalente du ferrocéne sur les nanotubes.
Nous allons maintenant réaliser I’étude électrochimique du ferrocéne greffé, de manicre a

caractériser les propriétés électriques du matériau.

V.F.2. Caracterisation électrochimiques des nanotubes

» Nanotubes de carbone mono-paroi

Aprés greffage du ferrocene sur le matériau composite SWCNT/diamant
microcristallin lourdement dopé au bore, nous avons procédé a la caractérisation par
voltammétrie cyclique dans une solution aqueuse de LiClIO4 0,2M. Les voltampérogrammes
obtenus sont présentés sur la Figure V- 34.a.
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Figure V- 34 : a)Voltampérogrammes du ferrocéne-(peg)s aminé (vs Ag/AgCl) greffé sur le matériau
composite SWCNT/diamant, solution électrolytique de LiClO4 0,2M. b) Courbe illustrant [’évolution
de la densité de courant des pics anodiques et cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.
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Les voltampérogrammes mettent clairement en évidence la présence d’un couple
redox ayant un potentiel de demi vague de + 0,36V vs Ag/AgCI. Le potentiel standard du
couple observé correspond bien a celui du ferrocéne précédemment décrit dans la partie 5.b.2
du chapitre Il. Sur la Figure V- 34.b sont reportées les densités de courant correspondant aux
pics d’oxydations et de réduction du ferrocéne en fonction de la vitesse de balayage. Comme
nous 1’avons vu précédemment 1’évolution linéaire de I’intensité des pics en fonction de la
vitesse de balayage indique que I’espéce est bien immobilisée. En se reportant aux
voltampérogrammes, on remarque la valeur élevée du courant capacitif qui a pour effet de
noyer les pics dans la composante capacitive lorsque la vitesse de balayage augmente.

Nous avons ensuite procédé a I’acquisition des spectres d’impédances en se plagant au
potentiel expérimental de demi vague du ferrocene observé (+0,36V) pour une excitation de
10 mV rms et pour une gamme de fréquence variant entre 200kHz et 200mHz. Le spectre

d’impédance recueilli est présenté dans le plan de Nyquist sur la Figure V- 35.
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Figure V- 35 : Spectre d’impédance représenté dans le plan NYQUIST du matériau composite, réalisé
a un potentiel de + 0,36V vs Ag/AgCl dans une solution aqueuse de LiCIO4 0,2M. Encart : Circuit
électrique équivalent associé aux matériaux composites Nanotubes de carbone monoparois/Diamant.

Les mesures expérimentales d’impédance sont interprétées a 1’aide d’un modele qui se
présente sous la forme d’un circuit équivalent dont les composantes sont reliées aux
phénomenes physiques qui se déroulent aux différentes interfaces du matériau. Toutefois,
plusieurs circuits peuvent conduire a des spectres d’impédance similaires, le choix du modele

affecte donc significativement les résultats obtenus. Nous nous sommes attachés dans toutes
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les études d’impédance a axer le choix du modele de maniere a ce qu’il soit le plus proche
possible de la réalité physique. Il faut rappeler que lors de 1’ajustement analytique des
parametres issus du modeéle choisi aux valeurs expérimentales, il apparait deux variables
d’erreur. La premiere est la valeur du taux d’erreur (¥?), qui relate I’écart entre les données
expérimentales et celles issues de 1’ajustement analytique, nous avons choisi de considérer
comme valables les valeurs étant inférieures ou égales & 10”%. La deuxiéme est la déviation des
valeurs des composants électriques du circuit équivalent associé au modele, on estime
qu’elles doivent étre inférieures a 5 %. Il existe une multitude de circuits équivalents associés
aux matériaux composites [31] mais dans le cas des matériaux a base de nanotube le plus
répandu est présenté sur la Figure V- 36 [104]. Dans ce circuit figurent 3 zones distinctes, tout
d’abord la résistance série notée Rs est associé a la résistance de 1’électrolyte, la zone 1 refléte
I’interface entre 1’espéce électrochimiquement active et le nanotube ; enfin la zone 2
représente I’interface entre le nanotube et le substrat. Dans notre cas ce circuit équivalent n’a
pas pu étre corrélé aux données expérimentales des spectres d’impédance enregistrés. Nous
avons donc du modifier le circuit en gardant toujours comme base de réflexion la réalité
physique du matériau. Le modele le plus simple permettant de corréler au mieux les données
expérimentales correspondant au circuit équivalent représenté dans 1’encart de la Figure V-
35.

1 CPE2 CPE1
1
|
—— Rs
R2 W1 R1

©) ®

Figure V- 36 : Circuit électrique équivalent généralement associé aux matériaux composites a base de
nanotubes de carbone.

Ce circuit équivalent assure un ajustement analytique optimal des paramétres
expérimentaux aux composants électriques du modeéle associe, les différentes valeurs
obtenues sont reportées dans le Tableau V- 8. On retrouve dans ce circuit les zones 1, 2 et le
Rs du circuit équivalent traditionnellement associé (Figure V- 36). Dans le cas de notre étude
une zone supplémentaire notée 3 apparait. Il faut garder a I’esprit que dans ce travail le
matériau est composé de nanotubes de carbone monoparois qui sont majoritairement

semiconducteurs, ils ne peuvent donc pas étre assimilés a un fil électrique. De plus, le
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ferrocene étant immobilisé directement sur le nanotube, le transfert de charge ne peut
s’effectuer qu’au travers du nanotube. D’autre part il n’existe que deux interfaces physiques
qui sont I’interface ferrocéne/nanotubes et nanotubes/diamant. Nous avons donc choisi
d’associer I’impédance (R3/C2) au caractére semi-conducteur des nanotubes. La valeur de la
résistance R1 associée au transfert de charge entre le ferrocene et le nanotube est en accord
avec celles que I’on trouve dans la littérature dans le cas des CNT non modifiés [117], [116].
En revanche, la valeur R4 qui caractérise le transfert de charge entre le nanotube et le substrat
est tres élevée. Cela dénote la formation d’une interface complexe entre le diamant et les
nanotubes de carbone qui résulte de la modification de la surface du diamant durant I’étape de
croissance des nanotubes. Comme nous I’avons vu précédemment il est possible qu’un
carbure se forme en surface du diamant. Ce dernier pourrait expliquer I’augmentation de la
résistance de transfert de charge. Enfin I’'impédance associée aux nanotubes fait apparaitre
une résistance R2 de 30kQ, ce qui est un peu inférieur aux valeurs standards rapportées dans
la littérature [41].

Eléments Valeurs Déviation 1
Rs (Ohm) 4983 0,2
R2 (Ohm) 29980 6
C2 (Farad) 4,3.107 1.10"
S1 (Ohm/Vs) 1,3.10° 7
R3 (Ohm) 16773 7 0,01
C1 (Farad) 3,3.10° 1.10™
R4 (Ohm) 304509 27
Q1 (Farad.s®%) 3,2.10° 1.10°
al 0,65 0,5

Tableau V- 8 : Valeurs des composants électriques issues de [’ajustement analytique du modéle
associé au matériau composite SWCNT/diamant avec les données expérimentales.

Les résultats de la caractérisation électrochimique du matériau composite
SWCNT/diamant a montré que les nanotubes monoparois ne sont pas les meilleurs candidats
aux vus des applications ciblées. Nous avons pu a I’aide de la spectroscopie d’impédance,
évaluer les propriétés électrochimiques du matériau et mettre en évidence qu’elles ne
répondent pas aux critéres requis. La principale limite est la valeur élevée de la résistance de
transfert de charge associée a I’interface nanotubes/diamant.

Il apparait donc que I'utilisation de la bicouche de catalyseur Titane/Cobalt permet

I’obtention de Nanotubes monoparois mais modifie la surface du diamant et dégrade
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I’accroche des nanotubes sur le substrat. On peut donc conclure que l’utilisation de la
bicouche de catalyseur Titane/Cobalt pour la croissance de SWCNT sur diamant ne peut pas
étre mise en ceuvre pour concevoir un matériau composite répondant au cahier des charges
établi. Malgré les problémes d’interface nanotubes/diamant, ce matériau peut néanmoins étre
utile pour des applications dans le domaine du photovoltaique ou encore des
supercondensateurs.

» Nanotubes de carbone multiparois

Aprés avoir oxydé les nanotubes par plasma, puis immobilisé le ferrocéne-(peg)s
aminé par couplage peptidique, comme décrit dans la partie V.F.1, nous avons procédé a la
caractérisation électrochimique des matériaux composites diamant/nanotubes enterrés et
diamant/nanotubes non enterrés. La mise en évidence du couplage entre le ferrocéne et les
nanotubes est illsutré par voltameétrie cyclique sur les Figure V- 37.a et Figure V- 38.a. Le
support electrolytique utilisé est une solution aqueuse de Perchlorate de Lithium 0,2M,

I’¢lectrode de référence est Ag/AgCl.
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Figure V- 37 : a) Voltampérogrammes du ferrocéne fonctionnalisé sur le matériau composite diamant
nanocristallin/MWCNT, réalisés dans une solution aqueuse de LiCIO4 0,2M avec une électrode de
référence Ag/AgCl. b) Courbe illustrant I’évolution de la densité de courant des pics anodiques et
cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.
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Figure V- 38 : a) Voltampérogrammes du ferrocéne fonctionnalisé sur le matériau composite diamant

nanocristallin/CNT enterrés, réalisés dans une solution aqueuse de LiClO4 0,2M avec une électrode

de réference Ag/AgCl. b) Courbe illustrant [’évolution de la densité de courant des pics anodiques et
cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.

Les voltamperogrammes font apparaitre un couple redox quasi-réversible a un
potentiel de +0,38V vs Ag/AgCl. Comme nous I’avons vu dans la partie 5.b.2, il s’agit bien
du couple Fe'/Fe"" du ferrocéne modifié. Pour vérifier que le ferrocéne est bien immobilisé
sur les nanotubes, nous avons reporté la densité de courant des pics anodiques et cathodiques
des voltampérogrammes en fonctions de la vitesse de balayage. Les graphiques sont présentés
sur les Figure V- 37.b et Figure V- 38.b. L’évolution linéaire des courbes obtenues montre
que P’intensité n’est pas limitée par la diffusion et donc que le ferrocéne est bien immobilisé
sur les nanotubes. Notons toutefois 1’évolution marquée et quasi linéaire de la différence de
potentiel interpics avec la vitesse de balayage. Ce comportement est typique de 1’existence
d’une impédance de contact qui est classiquement éludée par compensation de chute
ohmique. A partir des voltampérogrammes nous avons également pu calculer la quantité
d’especes immobilisées en intégrant I’aire sous les pics et en utilisant la loi de 1’électrolyse de
faraday. Cette quantité est évaluée a 6.10° mole/cm? dans le cas du tapis de nanotubes
classique et de 3,98.10"° mole.cm™ pour le tapis de nanotubes enterrés. Nous avons ensuite
caractérisé les échantillons par spectroscopie d’impédance en utilisant comme sonde le
ferrocene immobilisé sur les nanotubes. Les spectres d’impédance sont reportés sur la Figure
V- 39. Le potentiel appliqué est celui du ferrocéne (+0,38V vs Ag/AgCI) et la solution

électrolytique support est une solution aqueuse de LiClIO,4 0,2M.
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Figure V- 39 : @) Spectre d’impédance représenté dans le plan NYQUIST du tapis de nanotubes
obtenu par voie classique, b) de nanotubes enterrés, réalisés au potentiel standard du couple Fe'/Fe""
du ferrocéne (+0, 38V vs Ag/AgCI) dans une solution aqueuse de LiCIO4 0,2M. Encart : Circuits
électriques équivalents associés.

Si I’on observe le spectre d’impédance associé au tapis de nanotubes obtenus par voie
classique (Figure V- 39.a), on remarque la présence de deux arcs de cercle distincts de rayons
différents alors qu’il n’y en a qu’un seul dans le cas des nanotubes enterrés (Figure V- 39.b).
Lors des études d’impédance, la valeur de la partie réelle de I’impédance complexe associée a
la résistance, correspond au diamétre du cercle. La présence de deux arcs de cercle disctincts
met en evidence la présence de deux impédances (R/C). Les schémas des circuits équivalents
associés au modéle physique choisi pour décrire le matériau composite sont illsutrés en insert
des Figure V- 38 et Figure V- 39.a et b.

Dans le cas des nanotubes classiques, le circuit équivalent choisi correspond au
modeéle le plus couramment utilisé pour représenter le comportement électrique des matériaux
composites a base de nanotubes de carbone. De plus, il reflete au mieux la réalité physique
des échanges électroniques qui prennent place dans le matériau composite. La partie 1
correspond a ’interface entre les nanotubes et le ferrocéne et la partiec 2 a celle entre le
diamant et les nanotubes. Contrairement au cas du spectre correspondant aux nanotubes non
enterrés ou ’on observe la présence de deux arcs de cercle de rayons distincts, le spectre
associ¢ aux nanotubes enterrés ne fait apparaitre qu’un seul cercle. Cela semble donc indiquer
que le comportement électrique du matériau ne se caractérise que par une seule impédance.
Nous avons donc opté pour un modéle électrique simple composé d’une seule impédance.

Comme dans le cas des SWCNT, nous avons expérimenté plusieurs modeéles adaptés a la
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réalité¢ physique lors de 1’ajustement analytique. Aucun n’a permis d’obtenir de meilleurs
résultats que ceux présentés sur la Figure V- 39, que ce soit en termes de taux d’erreur ou en

déviation standard.

Les valeurs des composantes des circuits équivalents issues de 1’ajustement analytique

des parametres experimentaux sont présentées dans le Tableau V- 9

Eléments Valeurs Déviation Ve
Rs (Ohm) 662,2 0,3
R2 (Ohm) 1100 44
CNT classiques C1 (Farad) 5,8.10° 1.10™ 3.10*
R1 (Ohm) 28877 475
Q1 (Farad.s®%) 9,1.10" 4.107
al 0,86 0,58
Rs (Ohm) 421,1 0,3
R1 (Ohm) 22186 796
CNT enterrés [ Q1 (Farad.s@?) 787107 110° 5.10"
al 0,92 0,51

Tableau V- 9 : Valeurs des composants électriques issues de l’ajustement analytique du modéle
associé au matériau composite MWCNT/diamant avec les données expérimentales

En comparant le modéle correspondant au SWCNT abordé précédemment a celui des
MWCNT classique de cette partie, on remarque la disparition de I’impédance que nous avions
associée aux transports électroniques dans les nanotubes. La valeur de R1, qui reflete la
résistance de transfert de charge associée a I’interface ferrocéne/nanotube, est similaire a celle
trouvée dans le cas des SWCNT. En revanche R2, qui est associée au transfert électronique
entre le diamant et les nanotubes (impédance de transfert électronique visible sur la
votammetrie de la figure Figure V- 37.a), est trés inférieure a celle obtenue dans le cas des
nanotubes monoparois. L’évolution des voltampérogrammes avec la vitesse de balayage peut
ainsi étre expliquée par cette mauvaise connectivité électrique.

Dans le cas des nanotubes enterrés, la modélisation du comportement électrique du
materiau par le circuit de Randles met en évidence la présence de la seule interface
ferrocéne/nanotubes de carbone. De plus, on remarque que les valeurs des composantes de la
résistance de transfert de charge (R1) et de la capacitance (Q1) sont similaires a celles
observées dans le cas des nanotubes non enterrés et des SWCNT. Par ailleurs, notons que

comme pour les nanotubes non implantés, nous observons une évolution linéaire de la
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différence de potentiel interpics avec la vitesse de balayage. Toutefois, la variation observée
est de moindre amplitude et souligne qualitativement une interface électrique nanotube de
carbone/diamant améliorée. L’enterrement des nanotubes a donc permis, d’un point de vue
¢lectrique, d’améliorer significativement I’interface diamant/nanotubes. On peut imaginer de
maniére assez instinctive que les zones de contact entre le nanotube et le diamant sont
démultipliées dans le pore. A la différence des croissances classiques ou I’interface
diamant/nanotubes est considérée comme bidimensionnelle et ou I’on parle de surface de
contact ; dans le cas des nanotubes enterrés on peut parler d’interface 3D. Ce constat est
illustré par I’image MEB présentée sur la Figure V- 40, montrant I’interface diamant nanotube
dans le pore. Comme on peut le constater la majorité des zones de contact se situe dans la

région proche du catalyseur.

Figure V- 40 : Image MEB en électrons secondaires d'un nanotube qui a crii dans un pore et de son
catalyseur enterré dans une couche de diamant nanocristallin.

A travers I’étude électrochimique du ferrocéne greffé sur les nanotubes, nous avons pu
mettre en évidence I’amélioration des propriétés électriques apportée par la croissance de
nanotubes dans les pores. L’étude par spectroscopie d’impédance a montré la disparition de la
résistance de transfert de charge associée a I’interface diamant/nanotubes qui existait dans le
cas des tapis de nanotubes obtenus par croissance classique. Aprées avoir mis en évidence que
la croissance de nanotubes a partir de catalyseurs enterrés a amélioré les propriétés électriques
du matériau composite, nous allons maintenant voir si elle a également permis d’augmenter

I’adhésion des nanotubes sur le substrat.
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V.G. Analyse qualitative de 1’adhésion des nanotubes

V.G.1. Etude électrochimique

Nous allons maintenant aborder un autre probléme majeur qui est 1’accroche des
nanotubes sur leur substrat. Afin d’éprouver la stabilité de 1’accroche entre le diamant et les
nanotubes nous avons fait appel a deux méthodes différentes. Une premiere méthode
électrochimique est basée sur le suivi du décrochage des nanotubes lors de ringages
successifs, la deuxiéme sur ’effet des bains a ultrasons sur 1’interface nanotube/substrat.

Pour le suivi du décrochage des nanotubes par électrochimie, avons utilisé les
échantillons fonctionnalisés avec le ferrocene que nous avons caractérise par électrochimie
dans la partie précédente (V.F.2). L’adhésion des nanotubes a été évaluée de maniére simple
en procédant a des ringages successifs de 1’échantillon. Pour ce faire les échantillons n’ont pas
été retirés de la cellule électrochimique durant les étapes de ringages. Ces derniéres ont été
effectuées a I’aide d’une micro-pipette et le solvant utilisé était du DMF (reconnu pour étre un
bon solvant/dispersant des nanotubes). La phase de ringage a simplement consisté a soumettre
la surface de I’échantillon a un flux soutenu de DMF, puis a répéter cette étape une dizaine de
fois successivement. L’échantillon est ensuite rincé abondamment a 1’eau, séché puis
caractérisé a nouveau par voltametrie cyclique dans une solution de LiClO4 0,2M. Nous avons
réalisé trois cycles de rincages successifs. Les voltampérogrammes du couple Fe'/Fe"' du
ferrocéne correspondant a 1’échantillon de nanotubes non enterrés et enterrés obtenus aprés
chaque rincage sont présentés sur la Figure V- 41.

Dans le cas des nanotubes obtenus par voie classique, on remarque que 1’intensité des
pics anodiques et cathodiques observées sur les voltampérogrammes, diminue aprés chaque
étape de ringage. Cette diminution refléte une variation de la concentration en ferrocene au
sein du matériau composite. La réduction de la quantité du ferrocéne ne peut pas étre imputée
a un décrochage de ce dernier, car nous avons mis en évidence par spectroscopie infrarouge la
formation d’une liaison covalente peptidique stable entre les nanotubes et la sonde redox. Les
énergies de liaisons associées au groupement (C-C=0, C-N) sont équivalentes aux liaisons C-
C [118, 119] et il est donc peu probable qu’un simple ringage puisse les rompre. La

diminution de la quantité est donc liée au décrochage des nanotubes du substrat.
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Figure V- 41 : Voltampérogrammes du ferrocene fonctionnalisé sur le matériau composite, a)
diamant/MWCNT non enterrés et b) diamant/MWCNT enterrés, réalisés apres trois étapes de ringage
successives. Solution électrolytique de LiCLO4 en milieu aqueux, électrode de référence Ag/AgCl,
vitesse de balayage : 100mV/s.

En utilisant la loi de D’électrolyse de faraday nous avons calculé¢ la quantité de
ferrocéne pour chaque voltampérogrammes en intégrant 1’aire sous le pic. Les résultats sont
reportés dans le Tableau V- 10. La décroissance de la quantité de ferrocéne induite par les
ringages est de I’ordre de 2.10"° moles soit environ un tiers des sondes redox immobilisées.
Nous ne pouvons en revanche rien conclure quant a la quantité de nanotubes décroches.
Néanmoins, au regard de la faible force de cisaillement générée par un flux de solvant
engendré par pipetage, il est évident que la force d’adhésion des nanotubes sur leurs substrat
est excessivement réduite. Il n’est donc pas possible d’envisager I’utilisation de ce matériau
pour les applications in vivo au vu de la tenue mécanique actuelle des nanotubes. En effet, les
forces de friction entre un matériau implanté et des tissus mous seraient suffisantes pour
arracher les nanotubes de leur substrat et induire leur insertion dans les cellules environnantes
et a terme 1’apparition de phénomenes immunitaires et/ou inflammatoires.

Dans le cas des nanotubes enterrés, on remarque que 1’évolution de la quantité de
ferrocéne détectée est relativement faible. Si on la compare a la variation observée dans le cas
des nanotubes non enterrés on peut la considérer comme une fluctuation. A la suite de cette
expérience, on peut déja affirmer que 1’adhésion des nanotubes dans les pores est supérieure a
celle des nanotubes non implantés. Méme si aucune valeur quantitative ne peut étre tirée de
cette étude, nous avons montré que la stabilité des nanotubes enterrés est meilleure. Pour
éprouver un peu plus fortement I’accroche des nanotubes, nous avons choisi de soumettre les

nanotubes a des traitements ultrasons.
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Echantillon Nombres de rincage Quantité de ferrocene (mol/cm?)
CNT non enterrés 0 6,6.10°
1 5,7.10°
2 5,2.107
3 4,3.107
CNT enterrés 0 4.107
1 4,1.107
2 3,9.107
3 3,8.107

Tableau V- 10 : Evolution de la quantité de ferrocéne détecté lors des ringages successifs des tapis de
nanotubes enterrés et non enterrés au DMF.

V.G.2. Traitement des nanotubes par ultrasons

L’action des bains a ultrasons utilisés pour le nettoyage de surface est basée sur le
processus de cavitation acoustique [120]. Lorsque 1’on soumet des nanotubes en suspension a
un traitement ultrasons, cela induit une scission de ces derniers. Cette technique est utilisée
pour diminuer leur longueur [121, 122]. Dans le cas des nettoyages de surface, son effet peut
étre modélisé¢ par I’application d’une force de cisaillement appliquée sur la surface de

1’échantillon.

Nous avons donc placé un échantillon de nanotubes enterrés dans un substrat diamant
dans du DMF puis il a été soumis a un bain a ultrasons pendant 45 minutes. Une image MEB

de I’échantillon aprés traitement est présentée sur la Figure V- 42.

On remarque la disparition du tapis de nanotubes et on distingue maintenant la surface
du diamant. De plus, on apercoit qu’a I’intérieur des pores, la base des nanotubes est toujours
présente. Cela signifie qu’ils ne se sont pas décrochés, mais qu’ils ont été sectionnés a la
limite de la surface du diamant. La partie des nanotubes qui se trouve dans le pore est toujours
présente mais la partie externe du nanotube qui constituait le tapis a été décrochée de
I’échantillon. Cette expérience montre donc que 1’énergie générée par le traitement ultrasons
est suffisante pour sectionner les nanotubes, mais insuffisante pour arracher les nanotubes de
leurs pores. Cela signifie que I’adhésion des nanotubes sur le diamant n’est plus limitée par la
force d’accroche de ce dernier sur le substrat, mais de la force tangentielle de scission des

nanotubes.
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Figure V- 42 : Image MEB en électrons secondaires d’un échantillon nanotubes enterrés apres
traitement par bain ultrasons dans du DMF pendant 45 minutes.

Au travers de ces études qualitatives nous avons montré que les tapis de nanotubes
obtenus a partir des particules de catalyseur enterrées offrent une adhésion bien supérieure
comparée a ceux obtenus par la voie classique. La seule voie permettant de quantifier la force
d’accroche des nanotubes sur le substrat, est la caractérisation par AFM. Elle nécessite tout de
méme la mise en place d’une méthodologie particuliére qui n’a pas été développée dans le

cadre de cette étude.

Afin d’évaluer les propriétés et les perspectives applicatives du matériau composite, la
partie suivante sera basée sur la mise en ceuvre d’un biocapteur au peroxyde d’hydrogene de

troisieme génération.
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V.H. Mise au point d’un biocapteur de troisiéme géneration au

peroxyde d’hydrogene

Dans la partie précédente, nous avons caractérisé le matériau composite et ses
propriétés électriques. Pour envisager son utilisation dans le domaine de la bioélectronique et
plus particulierement pour I’étude de neurone unique, ce matériau doit pouvoir détecter de
maniere sélective et sans médiateur des composés tels que le glutamate ou la dopamine. Pour
ce faire, une des voies les plus adaptées est de concevoir un biocapteur de troisieme
génération. Nous avons choisi le cas simple et connu de la détection du peroxyde d’hydrogéne
qui nous permettra de comparer les performances du matériau composite a celle du diamant.
Pour que la comparaison soit acceptable, nous avons concu un biocapteur au peroxyde
d’hydrogéne de troisiéme génération basé sur le couplage direct de la peroxydase (conf. Chap
I1, partie 111.G). La mise en ceuvre du biocapteur est basée sur 1’utilisation de la HRP-avidine
et du couplage direct du centre prosthétique de la HRP avec le diamant. Comme dans le cas
du diamant, nous avons dans un premier temps procédé au couplage de la biotine-(peg)s
aminée avec les fonctions aldéhydes et carboxyliques des nanotubes. La solution de couplage
est composée de biotine-(peg)s aminée a 20 mM et de BOP a 5 mM dans du DMF. Le
greffage de la biotine a été caractérisé par spectroscopie infrarouge, le spectre est présenté sur
la Figure V- 43.

On retrouve des pics identiques a ceux observés dans le cas du greffage du ferrocene,
comme les deux pics dans la zone des CHx aliphatiques, situés a 2938 et 2871 cm™ qui sont
assignés au « stretch » asymeétrique et symétrique des CH; en alpha des atomes d’oxygéne du
bras espaceur du ferrocéne, mais également les pics & 1650 et 1560 cm™ qui mettent en
évidence la présence du groupement amide formé durant le couplage au travers de 1’étirement
de la liaison C=0 et des effets conjugués du « stretch » de la liaison C-N et du « bend » de la
liaison N-H. Enfin on trouve un dernier pic & 1100 cm™ est associé a 1’étirement asymétrique
des liaisons O-C-O des éthers aliphatiques. On peut noter que le pic & 1650 cm™ est trés
intense comparé au cas du ferrocéne, car la contribution du stretch des groupements

carbonyles de la biotine s’y ajoute.
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Figure V- 43 : Spectre infrarouge, réalisé en ATR avec un cristal Germanium, d’un échantillon de
MWCNT enterrés dans une couche diamant nanocristallin fonctionnalisés par la biotine(peg)s aminée.

Les pics supplémentaires qui sont absents des spectres du ferrocene proviennent
essentiellement des groupements lactames (-NH-CO-NH-) de la biotine. Ces groupements
font apparaitre un pic centré a 1435 cm™ qui est attribué au « bend » de la liaison N-H, ainsi
qu’un pic a 1350 cm™ associé a ’étirement de la liaison C-N. On peut également imputer au
pic & 1435 cm™ les contributions liées & la déformation des CH, en alpha de 1’oxygéne des
éthers et en alpha du souffre de la biotine. Enfin le pic & 1240 cm™ met en évidence I’agitation

des liaisons C-H des groupements CH; en alpha du souffre de la biotine.

La caractérisation par spectroscopie infrarouge nous permet d’affirmer que la biotine
est fonctionnalisée sur les nanotubes. Nous avons ensuite immobilisé le conjugué HRP-
Avidine sur les nanotubes en utilisant les propriétés de reconnaissance spécifique entre la
biotine et I’avidine. Nous avons tout d’abord placé au contact de 1’échantillon, une solution de
BSA 10 mgr.mL™ pendant 20 min & température ambiante pour nous affranchir de
I’adsorption non spécifique de I’enzyme, puis une solution de HRP-Avidine 0,1mgr.mL™ dans

du PBS, pendant deux heures a une température de 4°C. L’échantillon est ensuite caractérisé
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par voltameétrie cyclique dans une solution de PBS, le voltampérogramme enregistré pour une

vitesse de balayage de 100 mV/s est présenté sur la Figure V- 44-a.
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Figure V- 44 : a) Voltampérogramme de la peroxydase immobilisée sur un tapis de nanotubes
enterrés dans un échantillon diamant nanocristallin fonctionnalisé par la biotine puis couplé avec la
HRP-Avidine. Vitesse de balayage 100 mV/s, solution support de PBS, électrode de référence
Ag/AgCl. b) Voltameétrie a onde carré du méme échantillon, c) Voltamperogramme d’un tapis de
nanotubes enterrés dans un échantillon diamant nanocristallin non fonctionnalisé par la biotine mais
mis en contact avec la solution d’HRP-Avidine, solution support de PBS, électrode de référence
Ag/AgCI.

On remarque sur le voltamperogramme la présence d’un couple redox a +0,05V vs
Ag/AgCl. Comme nous I’avons vu dans la partie 111.G, ce couple correspond bien a celui de la
peroxydase. Les pics anodiques et cathodiques ne sont pas tres marqués en raison du fort
courant capacitif dans lequel ils sont noyés. Afin de confirmer la présence du systéme de pics
associés au centre heme de la HRP, nous avons caractérisé 1’échantillon par voltamétrie a
onde carré (Square Wave Voltametry, S.W.V), cette technique permet de s’affranchir de la
composante capacitive du courant. A la différence de la voltamétrie cyclique, la S.W ne fait
pas apparaitre un pic anodique et cathodique, car les espéces sont successivement réduites et
oxydées durant 1’application du créneau carré surimposé a 1’évolution linéaire du potentiel.
On observe donc un seul pic centré au potentiel E° du couple associé. Le voltampérogramme
de I’échantillon de nanotubes modifié¢ avec la HRP est présenté sur la Figure V- 44.b. 1l fait
apparaitre un pic centré en +0,05 V qui confirme qu’il s’agit bien de I’héme de la peroxydase.
Afin de vérifier que la HRP n’est pas seulement adsorbée sur les nanotubes nous avons mis en
contact un échantillon de nanotubes enterrés non fonctionnalisé par la biotine avec la solution
HRP-Avidine 0,1mgr.mL™ dans du PBS, pendant deux heures & une température de 4°C, puis

nous avons caractérisé 1’échantillon par voltammetrie cyclique. Le voltamperogramme obtenu
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est présenté sur la Figure V- 44-c. On observe ’apparition d’aucun pic correspondant a la
HRP, ce qui montre que 1’enzyme est bien immobilisée sous sa forme active sur les nanotubes
via la biotine.

Aprés nous étre assurés que la HRP était bien immobilisée et que le couplage
électronique avec le substrat était effectif nous avons procedé a la caractérisation du
biocapteur par chronoampeérométrie. L’échantillon est placé dans une solution de PBS ajustée
a pH 6,2 et mise en convection par agitation magnétique. On applique ensuite un potentiel
constant de - 0,05 V puis on procede a I’injection de quantités connues de peroxyde
d’hydrogéne dans la solution. Comme dans le cas du biocapteur réalisé sur diamant, chaque
injection se traduit par I’augmentation du courant cathodique enregistré a 1’électrode. Le
chronoampérogramme recueilli est présenté sur la Figure V- 45. Les concentrations d’H,0, en

solution lors des différentes injections vont de : 10 a 10000 pM.
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Figure V- 45 : Chronoampérogramme réalisé sur 1’échantillon modifié par la HRP-Avidine durant
l'injection successive d’H,O2 dans la solution de PBS ajustée a pH 6,2 et agitée. Le potentiel appliqué
est de -0,05V vs Ag/AgCI.

Pour obtenir la courbe d’étalonnage du biocapteur, on reporte la valeur du courant
cathodique observé sur le chronoamperogramme en fonction de la valeur de la concentration

de peroxyde d’hydrogéne en solution correspondante. La courbe obtenue est présentée sur la
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Figure V- 46. L’allure de la courbe correspond a celle des cinétiques enzymatiques dégradees
par la diffusion du substrat qui sont décrites en premiére approximation par 1’équation de

Vi X[S]
Ky +[S]

Michaelis-Menten : . Comme le montre 1’équation, lorsque les valeurs de la

concentration en H,O, sont faibles devant Ky, la vitesse de dégradation du peroxyde

d’hydrogéne par la peroxydase est proportionnelle a la concentration en H,O,.

L’encart de la Figure V- 46 montre les premiers points de la courbe d’étalonnage, on
constate qu’il existe bien une zone linéaire comprise entre 10 et 150 uM. Cette partie de la
courbe d’étalonnage correspond a la gamme dynamique du capteur, dans le cas du biocapteur
diamant cette gamme était comprise entre 1 et 40 mM. La sensibilité du biocapteur est décrite
par le coefficient directeur de cette partie linéaire; elle vaut 52 pA/mM/cm?2 pour
I’échantillon nanotube et 2 pA/mM/cm? pour le diamant soit une amélioration des
caractéristiques analytiques par un facteur 25 environ (comme cela était attendu au travers de

I’augmentation de la surface d’échange mais aussi des quantités immobilisées de HRP.
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Figure V- 46 : Courbe d’étalonnage du biocapteur représentant I’évolution du courant cathodique en
fonction de la concentration de peroxyde d’hydrogene en solution.
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Les caractéristiques des biocapteurs au peroxyde d’hydrogeéne diamant et nanotubes
mis au point durant ma these sont différentes, autant en terme de gamme linéaire que de
sensibilité. La gamme linéaire du biocapteur réalis¢é sur nanotubes est de 1’ordre du
micromolaire alors que celle du biocapteur réalisé sur diamant est le millimolaire. De plus le
biocpateur mis au point a partir du matériau composite offre une bien meilleure sensibilité que
le diamant. La mise au point d’un biocapteur au peroxyde d’hydrogéne a partir du matériau
composite est une preuve de concept qui nous permet de pouvoir envisager la conception de
biocapteur a glutamate ou a dopamine. Si I’on compare ces performances a celles des
biocapteurs nanotubes a base de peroxydase, elles sont au moins équivalentes aux valeurs
reportées dans la littérature [36, 123] et peuvent étre améliorées en fonctionnalisant

directement I’enzyme sur les substrats sans utiliser le couple biotine-Avidine.

Cette étude a mis en évidence que I’utilisation d’un substrat diamant est compatible
avec les techniques de croissance par HFCVD, ce qui nous a permis de mettre au point un
nouveau matériau composite carboné. Nous avons montré qu’il est possible de faire croitre
des SWCNT en utilisant une bicouche de catalyseur Titane/cobalt, mais que le matériau
obtenu ne correspondait pas aux critéres exigés en terme de tenue mécanique et de propriétés
électriques. Ce matériau SWCNT/diamant peut tout de méme s’avérer intéressant pour les

applications dans le domaine des supercondensateurs ou du photovoltaique.

Nous avons également démontré que les propriétés électrochimiques du matériau
composite diamant/nanotubes multiparois est plus adapté aux applications visées, mais que les
tapis obtenus par les méthodes de croissance classiques ne 1’est pas. En effet, nous avons vu
que le mode de croissance top-base induisait la présence d’un nombre élevé de particule de
catalyseur sur la partie supérieure du tapis. Ce qui constitue une limite au vu de la toxicité des
nanoparticules et de la possibilité qu’elles puissent étre relarguées dans le corps lors de
potentielles implantations. De plus, I’adhésion réduite des nanotubes sur la surface interdisait

d’envisager de pouvoir utiliser ce matériau dans le cadre d’applications in vivo.

Pour remédier au probléme d’adhésion des nanoparticules nous avons donc mis au
point une nouvelle méthode de gravure du diamant catalysée par des nanoparticules de
palladium ou de nickel et assistée par filament chaud. Cette méthode permet d’enterrer dans le
diamant en quelques minutes et a des profondeurs comprises entre 100 et 200 nm les
particules de catalyseur. Ces particules peuvent ensuite étre utilisées pour catalyser la

croissance de nanotubes a ’intérieur des pores ainsi formés sans modifier 1’état de surface du
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diamant. Bien que cet axe n’ait pas été exploité dans le cadre de ce travail, on peut envisager
d’utiliser cette méthode pour mettre au point des membranes de diamant poreuses. Nous
avons mis en évidence que cette étape d’enterrement des particules augmentait la force
d’accroche des nanotubes sur le substrat et de maniere concomitante les propriétés électriques
du matériau composite. D’autre part, le mode de croissance des nanotubes a partir des
particules enterrées a été identifié comme étant de type base-top, ce qui implique que toutes
les particules restent donc enterrées dans la couche diamant durant la croissance évitant ainsi

les problémes liés a la toxicité de ces derniéres.

Enfin, nous avons immobilisé la peroxydase sur les nanotubes et montré qu’il était
possible de connecter directement le centre prosthétique de cette derniére avec les nanotubes.
Nous avons ensuite réalisé un biocapteur au peroxyde d’hydrogéne de troisiéme génération,
affichant de meilleures caractéristiques que celui réalisé selon le méme schéma a partir d’une
¢lectrode diamant. Ce résultat constitue une preuve de concept et démontre qu’il est possible
de réaliser des biocapteurs adaptés a la détection de neurotransmetteurs. On pense notamment

a I’immobilisation de maniére directe de la glutamate oxydase pour la détection du glutamate.

Cette partie de ma thése est le fruit d’un travail commun réalisé avec Clement Hebert
Doctorant a I’Institut Néel dans 1’équipe SC2G. La caractérisation des propriétés du matériau
composite ont permis de montrer que le matériau composite congu répond aux exigences du
cahier des charges imputées aux applications visées. Des études AFM visant a quantifier la
force d’accroche des nanotubes sont en cours d’étude. En parallele, des croissances de

neurones ainsi que des implantations vont étre réalisées a 1’Institut Neuroscience de Grenoble

(GIN).

262



[1]
[2]
[3]
[4]
[5]

[6]
[7]

[8]

[9]

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]
[17]
[18]

[19]
[20]

[21]
[22]
[23]

[24]
[25]

[26]

[27]

H. Masuda, M. Watanabe, K. Yasui, D. Tryk, T. Rao, A. Fujishima, Advanced
Materials, 2000. 12 (6), 444.

Y.S. Zou, Y. Yang, W.J. Zhang, Y.M. Chong, B. He, I. Bello, S.T. Lee, Applied
physics letters, 2008. 92, ( 5).

Nianjun Yang*, Hiroshi Uetsuka, Eiji Osawa, and Christoph E. Nebel, Angew. Chem.
Int. Ed. , 2008. 47, 5183 -5185.

Wiebke Janssen, Sebastian Faby, Etienne Gheeraert*, Diamond & Related Materials,
2011. 20, 779-781.

J.S. Gao, T. Arunagiri, J.J. Chen, P. Goodwill, O. Chyan, J. Perez, D. Golden,
Chemistry of materials, 2000. 12, (11), 3495-3500.

Yang Song, Greg M. Swain*, Analytica Chimica Acta, 2007. 593, 7-12.

C. Terashima, T.N. Rao, B.V. Sarada, N. Spataru, A. Fujishima, journal of
electroanalytical chemistry, 2003. 544, 65-74.

J. Wang, G.M. Swain, T. Tachibana, K. Kobashi, Electrochemical and solid state
letters, 2000. 3, (6), 286-289.

Ray H. Baughman*, Anvar A. Zakhidov, Walt A. de Heer, Science, 2002. 297, 787-
792.

G. Jia, H. Wang, L. Yan, X. Wang, R. Pei, T. Yan, Y. Zhao* and X. Guo *,
Environmental Science & Technology, 2005. 39, (5), 1378-1383.

Jed D. Whittaker, Ethan D. Minot, David M. Tanenbaum, Paul L. McEuen, and
Robert C. Davis*, Nano letters, 2006. 6, (5), 953-957.

I. Lahiri, D. Lahiri, S. Jin, A. Agarwal* and Wonbong Choi*, ACS Nano, 2011. 5, (2),
780-787.

Seong Chu Lim, Ha Kyu Choi, Hee Jin Jeong, Young Il Song, Gil Yong Kim, Kyung
Taek Jung, Young Hee Lee*, Carbon, 2006. 44, 2809-2815.

Woo Yong Sung, Seung Min Lee, Wal Jun Kim, Jong Girl Ok, Ho Young Lee, Yong
Hyup Kim, Diamond & Related Materials, 2008. 17, 1003-1007.

Huan-Chieh Su, Chang-Hsiao Chen, Yung-Chan Chen, Da-Jeng Yao, Hsin Chen,
Yen-Chung Chang, Tri-Rung Yew, Carbon, 2010. 48 (3), 805-812.

Lijima, S., Nature, 1991. 354, (6348), 56-58.

Louie S.G., Topics in applied physics, 2001. 80, 113-145.

T.W. Ebbesen, H.J. Lezec, H. Hiura, J.W. Bennett, H.F. Ghaemi, T. Thio, Nature,
1996. 382, (6586), 54-56.

H.J. Dai, E.W. Wong, C.M. Lieber, Science, 1996. 272, (5261), 523-526.

K.H. An, W.S. Kim, Y.S. Park, J.M. Moon, D.J. Bae, S.C. Lim, Y.S. Lee, Y.H. Lee,
Advanced functional materials, 2001. 11, (5), 387-392.

R.H. Baughman*, C. Changxing, A.A. Zakhidov, Z. Igbal, J.N. Barisci, G.M. Spinks,
G.G. Wallace, A. Mazzoldi, D. De Rossi, A.G. Rinzler, O. Jaschinski, S. Roth, M.
Kertesz, Science, 1999. 284, 1340-1344.

W.A. Deheer, A. Chatelain, D. Ugarte, Science, 1995. 270, (5239), 1179-1180.
Marianna Foldvari, DPharmSci*, Mukasa Bagonluri, MScb, Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine, 2008. 4, 173-182.

J.H. Hafner, C.L. Cheung, C.M. Lieber, Nature, 1999. 398, (6730), 761-762.

L. Marty, A. laia, M. Faucher, V. Bouchiat, C. Naud, M. Chaumont, T. Fournier, A.M.
Bonnot*, Thin Solid Films, 2006. 501, 299 — 302.

L. Marty, V. Bouchiat, C. Naud, M. Chaumont, T. Fournier, A.M. Bonnot, Nano
letters, 2003. 3, (8), 1115-1118.

L. Marty, V. Bouchiat*, A.M. Bonnot, M. Chaumont, T. Fournier,S. Decossas, S.
Roche, Microelectronic Engineering, 2002. 61-62, 485-489.

263



[28]

[29]
[30]

[31]
[32]

[33]

[34]

[35]
[36]
[37]
[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]

[47]
[48]

[49]

[50]

[51]

Arben Merkogi, Martin Pumera, Xavier Llopis, Briza Pérez, Manel del Valle,
Salvador Alegret, Trends in Analytical Chemistry, 2005. 24, (9), 826-838.

Z.H. Wang, J. Liu, Q.L. Liang, Y.M. Wang, G. Luo, Analyst, 2002. 127, (5), 653-658.
J. X. Wang, M.X. Li, ZJ. Shi, N.Q. Li, Z.N. Gu, Analytical chemistry, 2002. 74, (9),
1993-1997.

Madhukar Varshney, Yanbin Li*, Biosensors and Bioelectronics, 2009. 24, 2951—
2960.

E.S. McLamore, S. Mohanty, J. Shi, J. Claussen, S.S. Jedlick, J.L. Rickus, D.M.
Porterfield*, Journal of Neuroscience Methods, 2010. 189, 14-22.

Yun-Long Zeng*, Yu-Fang Huang, Jian-Hui Jiang*, Xiao-Bing Zhang, Chun-Ran
Tang, Guo-Li Shen, Ru-Qin Yu*,, Electrochemistry Communications, 2007. 9, 185—
190.

A. Callegari, S. Cosnier, S, M. Marcaccio, D. Paolucci, F. Paolucci, V. Georgakilas,
N. Tagmatarchis, E. Vazquez, M. Prato, Journal of materials chemistry, 2004. 14, (5),
807-810.

Chengguo Hu, Shuai Yuan, Shengshui Hu*, Electrochimica Acta, 2006. 51, 3013—
3021.

Ying Liu, Jianping Lei, Huangxian Ju*, Talanta, 2008. 74, 965-970.

G. Cellot, E. Cilia, S. Cipollone, V. Rancic, A. Sucapane, S. Giordani, L. Gambazzi,
H. Markram, M. Grandolfo, D. Scaini, F. Gelain, L. Casalis, M. Prato, M. Giugliano
and L. Ballerini*, Nature nanotechnology, 2009. 4, 126-133.

V. Lovat, D. Pantarotto, L. Lagostena, B. Cacciari, M. Grandolfo, M. Righi, G.
Spalluto, M. Prato, L. Ballerini, Nano letters, 2005. 5, (6), 1107-1110.

Mark P. Mattson*, Robert C. Haddon, and Apparao M. Rao, Journal of Molecular
Neuroscience, 2000. 14, 175-182.

Saleh= Tawfik A., Applied Surface Science, 2011. 257, 7746-7751.

Jie Liu*, Olivier Bibari, Pascal Mailley, Jean Dijon, Emmanuelle Rouviére, Fabien
Sauter-Starace, Patrice Caillat, Frangoise Vinet and Gilles Marchand, New J. Chem.,
2009. 33, 1017-1024.

S.K. Smart, A.l. Cassady, G.Q. Lu, D.J. Martin*, Carbon, 2006. 44, 1034-1047.
Aneta Fraczek*, Elzbieta Menaszek, Czeslawa Paluszkiewicz, Marta Blazewicz, Acta
Biomaterialia, 2008. 4, 1593-1602.

T. Coccini*, E. Roda, D.A. Sarigiannis, P. Mustarelli, E. Quartarone, A. Profumo, L.
Manzoa, Toxicology, 2010. 269, 41-53.

M.L. Schipper, N. Nakayama-Ratchford, C.R. Davis, N.W.S. Kam, P. Chu, Z. Liu, X.
Sun, H. Dai and S.S. Gambhir*, nature nanotechnology, 2008 8, 216-221.

D.S. Bethune, C.H. Kinag, M.S. Devries, G.Gorman, R. Savoy, J. Vazquez, R. Beyers,
Nature, 1993. 363, (6430), 605-607.

S. lijima, T. Ichihashi, Nature, 1993. 363, (6430), 603-605.

C. Journet, W.K. Maser, P. Bernier, A. Loiseau, M.L. de la Chapelle, S. Lefrant, P.
Deniard, R. Lee, J.E. Fischer, Nature, 1997. 388, (6644 ), 756-758.

A. Thess, R. Lee, P. Nikolaev, H.J. Dai, P. Petit, J. Robert, C.H. Xu, Y.H. Lee, S.G.
Kim, A.G. Rinzler, D.T. Colbert, G.E. Scuseria, D. Tomanek, J.E. Fischer, R.E.
Smalley, Science, 1996. 273, (5274), 483-487.

K.L. Lu, R.M. Lago, Y.K. Chen, M.L.H. Green*, P.J.F. Harris and S.C. Tsang,
Carbon, 1996. 34, 814-816.

M.T. Martinez, M.A. Callejas, A.M. Benito, M. Cochet, T. Seeger, A. Anson, J.
Schreiber, C. Gordon, C. Marhic, O. Chauvet, W.K. Maser, Nanotechnology, 2003. 14
(7), 691-695.

264



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]
[57]
[58]
[59]
[60]
[61]
[62]

[63]
[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

[69]
[70]
[71]
[72]
[73]
[74]

[75]
[76]

M.J. Bronikowski, P.A. Willis, D.T. Colbert, K.A. Smith, R.E. Smalley, Journal Of
Vacuum Science & Technology A-Vacuum Surfaces And Films, 2001. 19, (4), 1800-
1805.

Pavel Nikolaev, Michael J. Bronikowski, R. Kelley Bradley, Frank Rohmund, Daniel
T. Colbert, K.A. Smith, Richard E. Smalley*, Chemical Physics Letters, 1999. 313,
91-97.

V. Ivanov, J.B. Nagy, Ph. Lambin, A. Lucas, X.B. Zhang, X.F. Zhang , D. Bemaerts,
G. Van Tendeloo, S. Amelinckx, J. Van Landuyt, Chemical physics Letters, 1994.
223, 329-335.

Y.M. Li, D. Mann, M. Rolandi, W. Kim, A. Ural, S. Hung, A. Javey, J. Cao, D.W.
Wang, E. Yenilmez, Q. Wang, J.F. Gibbons, Y. Nishi, H.J. Dai, Nano letters, 2004. 4,
(2), 317-321.

A.M. Bonnot*, M. Deldem, E. Beaugnon, T. Fournier, M.C. Schouler, M.Mermoux
Diamond and Related Materials, 1999. 8, 631-635.

C.B. Xu, J. Zhu, Nanotechnology, 2004. 15 (11), 1671-1681.

Martry, L., Thése de doctorat, 2004. Université Joseph Fourier, Grenoble.

J. Kong, H.T. Soh, A.M. Cassell, C.F. Quate, H.J. Dai, Nature, 1998. 395 (6705),
878-881.

T. Yamada, T. Namai, K. Hata, D.N. Futaba, K. Mizuno, J. Fan, M. Yudasaka, M.
Yumura, S. lijima, Nature Nanotechnology, 2006. 1, (2), 131-136.

H. Nishino, S. Yasuda, T. Namai, D.N. Futaba, T. Yamada, M. Yumura, S. lijima, K.
Hata, Journal Of Physical Chemistry C, 2007. 111, (48), 17961-17965.

T. Yamada, A. Maigne, M. Yudasaka, K. Mizuno, D.N. Futaba, M. Yumura, S. lijima,
K. Hata, Nano letters, 2008. 8, (12), 4288-4292.

Hussain A., Nanotechnology, 2003. 14 (8), 925-930.

A.H. Mahan, J.L. Alleman, M.J. Heben, P.A. Parilla, K.M. Jones, A.C. Dillon,
Applied physics letters, 2002. 81 (21), 4061-4063.

H.F. Winters, H. Seki, R.R. Rye, M.E. Coltrin, Journal of applied physics, 1994. 76
(2), 1228-1243.

Hsu W. L., Appl. Phys. Lett. , 1991. 59, (12), 1427-1429.

Nguyen Tuan Hong, Ken Ha Koh, Ngo Thi Thanh Tam, Phan Ngoc Minh, Phan Hong
Khoi, Soonil Lee Thin Solid Films, 2009. 517, 3562—3565.

Stig Helveg, Carlos Lopez-Cartes*, Jens Sehested, Poul L. Hansen, Bjerne S. Clausen,
Jens R. Rostrup-Nielsen, Frank Abild-Pedersen & Jens K. Ngrskov, Nature, 2004.
427, 426-429.

Y.M. Li, W. Kim, Y.G. Zhang, M. Rolandi, D.W. Wang, H.J. Dai, Journal of physical
chemistry B, 2001. 105 (46), 11424-11431.

T. Mitsui, M. K. Rose, E. Fomin, D. F. Ogletree & M. Salmeron, Nature, 2003. 422,
705-707.

Tatsuya Ohashi, Wataru Sugimoto, Yoshio Takasu*, Diamond & Related Materials,
2011. 20, 1165-1170.

F.C. Schouten, E.T. Brake, O.L.J. Gijzeman and G.A. Bootsma, Surface Science,
1978. 74, 1-12.

Anton, R., Carbon, 2008. 46, 656-662.

W. Smirnov, J. J. Hees, D. Brink, W. Miller-Sebert, A. Kriele, O. A. Williams, C. E.
Nebel, B. Rezek, D. Shin, H. Watanabe and T. Yamamoto, Applied Physics Letters,
2010. 97.

DebRoy K. Tankala and T., J. Appl. Phys., 1992. 72, (2), 712-718.

S. Konishi, T. Ohashi, W. Sugitomo, Y. Takasu, Chemistry letters, 2006. 35, (11),
1216.

265



[77]
[78]
[79]
[80]
[81]
[82]
[83]
[84]
[85]

[86]

[87]
[88]

[89]

[90]

[91]
[92]

[93]
[94]

[95]
[96]
[97]

[98]
[99]

[100]
[101]

[102]

N.H. Tran*, M.A. Wilson, A.S. Milev, J.R. Bartlett, R.N. Lamb, D. Martin, G.S.K.
Kannangara Advances in Colloid and Interface Science, 2009. 145, 23-41.

Paul K. Chu*, Liuhe Li Materials Chemistry and Physics, 2006. (96), 253-277.
Yamamoto, Kazuhiro, Vacuum, 2010. 84, 638-641.

A. M. Bonnot, V. Bouchiat, M. Faucher. Patent number: WO 2004 094690.

Popov, Valentin N., Materials Science and Engineering R, 2004. 43, 61-102.

S.M. Hussain, K.L. Hess, J.M. Gearhart, K.T. Geiss, J.J. Schlager, Toxicology in
Vitro, 2005. 19, 975-983.

Justin G. Teeguarden, Paul M. Hinderliter, Galya Orr, Brian D. Thrall, and Joel G.
Pounds, Toxicological sciences, 2007. 2 (95), 300-312.

E.H. Wahl*, T.G. Owano, C.H. Kruger, U. Lommatzsch, D. Aderhold and R.N. Zare,
American Institute of Aeronautics and Astronautics.

Jian Chen, Mark A. Hamon, Hui Hu, Yongsheng Chen, Apparao M. Rao, Peter C.
Eklund, Robert C. Haddon*, Science, 1998. 282, (5386), 95-98.

A. M. Rao, E. Richter, Shunji Bandow, Bruce Chase, P. C. Eklund*, K. A. Williams,
S. Fang, K. R. Subbaswamy, M. Menon, A. Thess, R. E. Smalley, G. Dresselhaus, M.
S. Dresselhaus, Science, 1997. 275, (5297), 187-191.

H. M. Heise, R. Kuckuk, A. K. Ojha, A. Srivastava, V. Srivastava and B. P. Asthana*,
J. Raman Spectrosc., 2009. 40, 344-353.

A. laia*, L. Marty, C. Naud, V. Bouchiat, A. Loiseau, E. Di Muoio, T. Fournier, A.M.
Bonnot, Thin Solid Films, 2006. 501, 221 — 223.

A. M. Rao*, J. Chen, E. Richter, U. Schlecht, P. C. Eklund, R. C. Haddon, U. D.
Venkateswaran, Y.-K. Kwon and D. Tomanek, Physical Review Letters, 2001. 86,
(17), 3895-3898.

Andrea C. Ferrari, ds "Tribology of diamond-like carbon films: fundamentals and
applications”, 2008. Ed. Christophe Donnet and A. Erdemir, (Springer Science), 25-
82.

E.F. Antunes*, A.O. Lobo, E.J. Corat*, V.J. Trava-Airoldi, A.A. Martin, C.
Verissimo, Carbon, 2006. 44, 2202-2211.

E.F. Kukovitsky, S.G. L’vov, N.A. Sainov, V.A. Shustov, L.A. Chernozatonskii*,
Chemical Physics Letters, 2002. 355, 395-399.

A.C. Ferrari, J. Robertson, Physical review B, 2001. 63, (12), 121405.

J. Wan, R.Q. Zhang *, H.F. Cheung, Computational Materials Science, 2002. 23 73—
79.

M. Werner, O. Dorsch, H.H. Baerwind, E. Obermeier, C. Johnston, P.R. Chalker and
S. Romani, leee Transactions on Electron Devices, 1995. 42, (1), 1344-1351.

J. Bischof, D. Scherer, S. Herminghaus, P. Leiderer, Physical review letters, 1996. 77,
(8), 1536-1539.

Wiebke Janssen, Etienne Gheeraert*, Diamond & Related Materials, 2011. 20, 389—
394.

C.A. Cooper, R.J. Young, *, M. Halsall, Composites: Part A, 2001. 32, 401-411.
M.S. Dresselhaus, G. Dresselhaus, R. Saito, A. Jorio, Physics Reports, 2005. 409, 47—
99.

P. Chen, X. Wu, X. Sun, J. Lin,* W. Ji, and K. L. Tan, Physical Review Letters, 1999.
82, (12), 2548-2551.

Yu. V. Fedoseeva, L. G. Bulusheva, A. V. Okotrub, D. V. Vyalikh, and A. Fonseca,
The Journal of Chemical Physics, 2010. 133, 224706.

Changlun Chen, Bo Liang, Akihisa Ogino, Xiangke Wang*, and Masaaki Nagatsu*, J.
Phys. Chem. C, 2009. 113, 7659-7665.

266



[103]

[104]

[105]
[106]
[107]
[108]
[109]
[110]
[111]
[112]
[113]
[114]
[115]
[116]

[117]

[118]
[119]

[120]
[121]

[122]

[123]

T.L.T. Okpalugo*, P. Papakonstantinou, H. Murphy, J. McLaughlin, N.M.D. Brown,
Carbon, 2005. 43, 153-161.

E. Luais, C. Thobie-Gautier, A. Tailleur, M.-A. Djouadi, A. Granier, P.Y. Tessier, D.
Debarnot, F. Poncin-Epaillard, M. Boujtita*, Electrochimica Acta, 2010. 55, 7916—
7922.

Y. Tanga*, Y.S. Li, Q. Yanga*, A. Hirose, Applied Surface Science, 2011. 257, 4699—
4705.

A. Dementjev, K. Maslakov, 1. Kulakova, V. Korolkov*, V. Dolmatov, Diamond &
Related Materials, 2007. 16, 2083—-2086.

Nagraj Shankar, Nick G. Glumac*, Min-Feng Yu, S.P. Vanka, Diamond & Related
Materials, 2008. 17, 79-83.

F. Xu*, M. Minniti, C. Giallombardo, A. Cupolillo, P. Barone, A. Oliva, L. Papagno,
Surface Science, 2007. 601, 2819-2822.

M.H. Upton*, R.F. Klie, J.P. Hill, T. Gog, D. Casa, W. Ku, Y. Zhu, M.Y. Sfeir, J.
Misewich, G. Eres, D. Lowndes, Carbon, 2009. 47, 162-168.

M.M. Brzhezinskaya*, E.M. Baitinger, V.V. Shnitov, Physica B, 2004. 348, 95-100.
Thomas Palacin, Hung Le Khanh, Bruno Jousselme, Pascale Jegou, Arianna Filoramo,
Christian Ehli, Dirk M. Guldi* and Stephane Campidelli*, J. AM. CHEM. SOC. ,
2009. 131, 15394-15402.

N. Tagmatarchis, M. Prato, Journal of materials chemistry, 2004. 14, (4), 437-439.

Li Wang, Lei Ge, Thomas E. Rufford, Jiuling Chen, Wei Zhou, Zhonghua Zhu*,
Victor Rudolph, Carbon, 2011. 49, 2022-2032.

B. Castro, J.R. Dormoy, G. Evin, C. Selve, Tetrahedron Letters, 1975. (14), 1219-
1222.

A.M. Shanmugharaj, J.H. Bae, Kwang Yong Lee, Woo Hyun Noh, Se Hyoung Lee,
Sung Hun Ryu*, Composites Science and Technology, 2007. 67, 1813-1822.

D.R. Shobha Jeykumari, S. Ramaprabhu, S. Sriman Narayanan*, Carbon, 2007. 45,
1340-1353.

Chang-Hsiao Chen, Huan-Chieh Su, Shih-Chang Chuang, Shiang-Jie Yen, Yung-Chan
Chen, Yu-Tao Lee, Hsin Chen, Tri-Rung Yew, Yen-Chung Chang, Shih-Rung Yeh
and Da-Jeng Yao, Nanotechnology, 2010 21, 485501.

Sanderson, R.T, dans "Chemical bonds and bond energy 2d ed."”, 1976. Ed. Academic
Press, (New york), 218.

Sanderson, R.T, dans "Polar Covalence”, 1983. Ed. Academic Press, (New york),
240.

Lohse D., Nature, 2005. 434, 33-34.

F. Hennrich, R. Krupke, K. Arnold, J.A.R. Stutz, S. Lebedkin, T. Koch, T. Schimmel,
M.M. Kappes, Journal of physical chemistry, 2007. 111, (8), 1932-1937.

Yan Y. Huang, Tuomas P. J. Knowles, and Eugene M. Terentjev*, Adv. Mater., 2009.
21, 3945-3948.

Zhijuan Wang, Meiye Li, Pingping Su, Yuanjian Zhang, Yanfei Shen, Dongxue Han,
Auri Ivaska, Li Niu*, Electrochemistry Communications, 2008. 10, 306-310.

267



CONCLUSION GENERALE

268



Les propriétés physico-chimiques exceptionnelles du diamant le positionne
aujourd’hui comme candidat idéal pour une quantité grandissante d’applications dans les
domaines de la biologie, de la biochimie, de I’environnement ou encore de la santé. La
maitrise des techniques de synthése, associée a son faible colt de revient, permet d’envisager
des applications industrielles a grande échelle. Parallélement, le développement de matériaux
composites a base de nanotubes de carbone s’impose comme ['un des axes de recherche
majeurs des prochaines années. L’association des propriétés mécaniques et electroniques des
nanotubes de carbone a celles du diamant au sein d’un matériau composite tout carboné
permet d’en accroitre de manicre significative les performances, en particulier dans le

domaine de la bioélectronique.

L’aspect pluridisciplinaire de mon travail de thése est illustré au travers des différentes
parties abordées dans le manuscrit, qui sont axées sur des domaines scientifiques distincts. On
trouve un aspect physique associé a la croissance du diamant, des nanotubes et au
développement de la technique de gravure assistée par filament chaud. Un aspect chimie, avec
la mise au point d’une nouvelle technique de fonctionnalisation et les différentes étapes de
couplage chimique. Enfin, un aspect biologie avec la conception des biopuces et de
biocapteurs. Ce caractere pluridisciplinaire a nécessité 1’utilisation d’une large variété d’outils
scientifiques mais également le développement d’une méthodologie de synthese et de
caractérisation des nanotubes. Mon travail de thése constitue une étude compléte nécessitant
la maitrise des étapes de syntheses, de fonctionnalisations et de caractérisations, permettant
d’envisager la mise au point de dispositifs dans un avenir proche. Une partie de cette
entreprise s’appuie sur le savoir faire des deux laboratoires au sein desquels s’est déroulé ma

these.

L’absence de travaux antérieurs concernant d’une part, la nouvelle méthode de
fonctionnalisation des amines et d’autre part, le développement du matériau composite, du
fait de leurs caractéeres innovants, a nécessité d’identifier les besoins nécessaires a leurs
caractérisations puis de s’approprier les techniques choisies (FTIR, XPS). Dans le cas du
matériau composite diamant/nanotubes, le cahier des charges établi a imposé une rupture avec
les techniques de dépot utilisées pour la conception des matériaux composites actuels. J’ai
donc du définir une stratégie nouvelle permettant de s’affranchir des problémes d’adhésion

récurrents des nanotubes sur leurs substrats.
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Le taux de dopage des échantillons diamant polycristallin lourdement dopés au bore
confére au diamant un comportement métallique qui permet son utilisation comme électrode
pour 1’¢lectrochimie. Les propriétés électrochimiques du diamant associées a son inertie
chimique et sa biocompatibilité donnent naissance a de nombreux projets dans le domaine de
la neurostimulation, ou la conception de rétines artificielles. Néeanmoins la conception de
dispositifs fonctionnels dédiés au domaine de la médecine implique également d’étre capable

d’immobiliser des biomolécules sur la surface des échantillons.

Bien que différentes méthodes de fonctionnalisation aient été décrites sur diamant,
I’absence de méthode simple et adaptée au greffage direct d’espéces biologiques nous a incité
a travailler sur 1’¢laboration d’une nouvelle technique répondant a ces criteres. Aprés avoir
constaté les interactions atypiques des amines avec les surfaces de diamant hydrogénées, nous
avons développé une méthodologie de fonctionnalisation basée sur le greffage direct des
composés aminés aliphatiques sur les échantillons hydrogénés. L’analyse des données
expérimentales a montré que celle-ci engendrait 1’obtention d’une monocouche stable et
compacte sans toutefois pouvoir mettre en évidence le type de liaison. Le recoupement des
observations émanant des caractérisations par spectroscopie infrarouge et de I’étude du suivi
du greffage en temps réel par SG-FET réalisé au WSI (Université de Munich) m’a permis
d’émettre une hypothése sur le mécanisme réactionnel et la formation d’une liaison C-C. Le
mécanisme de greffage proposé s’apparente a une réaction de type substitution nucléophile ou
les carbones de la surface du diamant jouent le rdle de carbanions et 1’amine celui du
nucléofuge. Ce schéma laisse donc apparaitre la possibilité d’immobiliser des molécules au
travers d’autres groupements partant potentiels tels que des composés halogénés. Comme le
mécanisme proposé le présumait, j’al par la suite réussi a immobiliser d’autres composés
comportant différents groupements fonctionnels et ainsi validé le mécanisme precédemment
suggéré. Cette méthode présente plusieurs avantages. Elle permet d’immobiliser des espéces
biologiques de maniere directe, spontanée et en une seule étape. Elle rend également possible
la modulation de la quantité d’espéces greffées (via la maitrise du temps de dépét et de la
concentration en especes aminées) et diminue donc I’impact de la modification de surface sur
les propriétés électrochimiques du diamant lorsque 1’obtention d’une monocouche compacte

n’est pas nécessaire.

J’ai ensuite procédé¢ a la mise en ceuvre de dispositifs en utilisant cette nouvelle chimie
afin de démontrer les potentialités et 1’apport de cette technique dans le cadre de

I’immobilisation d’espéces biologiques. Pour ce faire, j’ai congu une biopuce a ADN en
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procédant au greffage direct par drop casting et en une étape de brins d’ADN modifiés par
une amine. Si I’on se référe a la littérature, la mise en ceuvre de biopuces basée sur les
méthodes de fonctionnalisations classiques du diamant nécessite en moyennes trois étapes et
une vingtaine d’heures de manipulation. De la méme maniére, il a été possible d’immobiliser
sans bras espaceur, de maniére localisé et en une seule étape des Immunoglobulines sur
diamant. De plus, j’ai montré que ces protéines dont les propriétés de reconnaissance sont
intimement liées a leurs structures tertiaires, conservent leur activité biologique apres avoir
¢té immobilisé sur le diamant. Il n’existe & ma connaissance sur aucun matériau une technique
de fonctionnalisation permettant d’immobiliser de maniére covalente par réaction spontanée
des protéines sans dénaturation de cette derniere (ce qui est le cas pour la modification des

protéines par des diazoniums).

En parallele, j’ai pu réaliser un biocapteur de troisiéme génération pour la détection du
peroxyde d’hydrogéne basé sur I’utilisation du complexe enzymatique HRP-avidine et sur les
propriétés de reconnaissance du couple biotine/avidine. La conception de ce biocapteur est
originale car lI’immobilisation de la HRP sur le substrat s’effectue au travers de la
reconnaissance avec la biotine préalablement immobilisée sur le diamant. La stabilité de la
biotine dans le temps et I’inertie chimique du diamant associées a la versatilit¢ de
I’association biotine/avidine permettent de réutiliser un grand nombre de fois 1’échantillon en

régénérant la surface.

Enfin, le caractere spontané de cette méthode de fonctionnalisation donne accés a des
techniques permettant de densifier et miniaturiser les greffages. J’ai montré qu’il est possible
d’utiliser la technique de dip-pen lithography et de localiser les dépdts de maniére structuré a
I’échelle nanométrique. Ce résultat permet de réaliser des biopuces ou biocapteurs de taille
nanométrique mais également d’envisager la mise en ceuvre de dispositifs dans le domaine de
I’¢électronique moléculaire. Ce travail a été réalisé au NIBEC (Université d’Ulster) a Dublin

sur des substrats diamant monocristallins intrinséques.

Une partie de mon travail de thése est axé sur la conception d’un matériau composite a
base de nanotubes de carbone pour des applications en neurologie. Les propriétés
¢lectrochimiques des nanotubes, en particulier leur capacité double couche, s’averent étre tres
intéressantes pour les applications en neurostimulation basées sur I’approche d’injection de
charge par couplage capacitif. En revanche, I'une des limites de ces matériaux est la

conjoncture du caractére toxique des nanotubes et de la mauvaise adhésion de ces derniers sur
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leurs substrats, ce qui exclut toutes perspectives d’application in vivo en 1’état actuel des
choses. La base de ce projet est fondée sur 1’idée qu’il est possible, en utilisant deux
matériaux carbonés, de mettre au point une méthodologie permettant de créer une interface

carbonée continue entre le diamant et les nanotubes.

Toutes les croissances de nanotubes par CVD, quelles soient a catalyseur flottant ou
solide, aboutissent sur le dépdt d’un tapis trés faiblement lié au substrat. Nous avons montré
que le substrat est compatible avec les techniques de synthése HFCVD et qu’il est possible
d’obtenir des tapis de nanotubes mono-parois. Ce type de nanotubes est relativement
compliqué a synthétiser par HFCVD avec des catalyseurs non flottants et ils sont trés
convoités en raison de leurs propriétés électroniques particulieres. Néanmoins, nous avons
montré que ces mémes propriétés rendent leur usage inadapté aux applications ciblées. Par la
suite, des dépdts de tapis de nanotubes multi-parois ont été réalisés mais nous avons
rapidement mis en évidence que leur accroche sur le substrat est extrémement réduite. Ce
constat reflete la présence d’une interface hétérogeéne entre le diamant et les nanotubes, qui se

caractérise par la présence d’une impédance complexe en spectroscopie d’impédance.

Nous avons donc mis au point une méthode de gravure HFCVD catalysée par des
particules meétalliques et assistée par filament chaud, qui a pour effet d’enterrer les
nanoparticules a quelques centaines de nanometres dans la couche de diamant. Elle consiste
en la gravure localisée du diamant par des particules de palladium ou de nickel et induit la
formation de pores dans le diamant au fond desquels les nanoparticules se retrouvent a la fin
du processus. Cette technique ouvre également des perspectives pour la conception de

membranes en diamant poreuses.

Nous avons ensuite mis en évidence que les nanoparticules enterrées peuvent étre
utilisées dans un second temps pour catalyser la syntheése de nanotubes qui croissent le long
des pores puis poursuivent leur croissance hors de la couche diamant. L’augmentation de la
force d’accroche des nanotubes a €t¢ mise en évidence par des méthodes expérimentales
qualitatives visant a éprouver I’adhésion de ces derniers. L’amélioration de 1’accroche peut
étre imputée a 1’augmentation significative des zones de contact entre les nanotubes et le
diamant a I’intérieur du pore. Ce résultat est corroboré par les expériences de spectroscopie
d’impédance qui montre la disparition de [I'impédance associée a I’interface

diamant/nanotubes. Méme si des manipulations AFM supplémentaires sont nécessaires pour
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quantifier la force d’accroche des nanotubes, nous avons réussi a trouver une solution

originale permettant d’augmenter 1’adhésion des nanotubes sur le diamant.

Enfin, pour caractériser les propriétés de ce matériau composite en termes de détection
et pouvoir évaluer la contribution des nanotubes dans 1’amélioration des performances du
matériau composite, j’ai réalis¢ un biocapteur au peroxyde d’hydrogeéne selon le méme
schéma que celui réalisé sur diamant. Il s’avere que ce biocapteur affiche une sensibilité
supeérieure et une limite de détection inferieure a celui réalisé sur diamant, ce qui démontre

I’apport de I’augmentation de la surface spécifique due au tapis de nanotube.

Les applications en neurologie nécessitent in fine le transfert de la technique sur
microélectrode, cet axe de travail fait partie intégrante du projet de thése de Clément Hébert

avec qui cette étude a été menée en étroite collaboration.

273



ANNEXES

274



I.  X-ray Photoelectrons Spectroscopy (XPS)

La technique XPS est particulierement adaptée aux analyses de surfaces des
échantillons. Elle s’avere étre une technique de choix pour la caractérisation des fonctions de
surfaces ou d’interfaces modifiées par des molécules fonctionnelles. Elle fait appel a une
source de rayons X monochromatique dirigée sur 1’échantillon sous ultravide (10™° torr).
L’¢énergie des rayons X étant de I’ordre de grandeur de 1’énergie d’ionisation des électrons de
ceeur, ils peuvent ainsi ioniser ces derniers. Seuls les électrons arrachés aux atomes de la
surface et de la subsurface (3 a 10 nm) sont émis dans la chambre. Les électrons éjectés
possedent ainsi différentes énergies cinétiques, caractéristiques de chaque type d’atome. Cette
énergie est également influencée par I’environnement chimique auquel cet atome est lié; elle
sera décalée (« shiftée ») en fonction de la nature de ce dernier. Ce shift en énergie reflétera le
degré d’oxydation de I’atome observe et permettra donc de déduire la nature des atomes liés,
mais aussi quel type de liaison a 1’élément avec les atomes voisins. La Figure VI- 1.a illustre

le mécanisme d’¢éjection des photoélectrons.

Analyseur ?—i

Ec

Photoélectron
hv hv O

Sy, : Ec

Figure VI- 1: a) Schéma de principe de la caractérisation XPS, b) mécanisme d'émission du
photoélectron.

Photoélectron

a) b)

L’équation reliant 1’énergie cinétique des €lectrons récoltés a 1’analyseur et 1’énergie
de liaison de ces derniers est la suivante :
EL=hv-E.-®
EL : Energie de liaison de 1’¢lectron du niveau de cceur
E.: Energie cinétique de I’électron éjecté
hv : Energie de la source des Rayon X

@ : travail de sortie du matériau

275



Les caractérisations de surface par photoélectrons ont été menées en collaboration
avec Jean-Charles Arnault (LCD-LIST). Le rayonnement monochromatique sonde, AIK,
d’une énergie de 1486,5 eV, est émis selon la normale a I’échantillon par bombardement
¢lectronique d’une anticathode en aluminium. La collecte des photoélectrons s’effectue grace
a un analyseur hémisphérique décrivant un angle de 51° par rapport au faisceau RX incident
(Figure VI- 1.b). Ce dernier est injecté sur la surface a sonder avec un angle d’incidence
défini, qui permet de moduler la sélectivité de la mesure en termes de profondeur. Dans notre
cas, I’angle d’incidence a toujours été émis selon la normale a 1’échantillon.

En préambule a nos études, les énergies de liaison ont été référencées sur or avec pour
référence le pic Au4fy, localisé a 83,6 eV. La procédure de déconvolution des différents
spectres a été effectuée a 1’aide du logiciel « peakfit » apres lissage des spectres.

Il faut noter que la résolution en énergie des spectres dépend de I’appareillage et de
1’élément sondé. Cette valeur notée AEm est égale 4 : AEm? = V(AEa? + AEs? + AEe?) ou

AEs = AEsource = 0,25 eV,

Ea = AEanalyseur = 0,6 eV

et AEe = AEélément, cette valeur relate la largeur d’émission naturelle de 1’¢lément
qui compose le matériau.

Cette notion de résolution est cruciale et doit étre prise en compte lors du traitement
des spectres. Nous avons utilisé la fonction de Voigt lors des ajustements analytiques, cette
fonction est le produit de convolution d’une gaussienne et d’une lorentzienne. Lors de nos
études, la largeur a mi-hauteur de la lorentzienne correspond a la largeur d’émission naturelle
de I’élément, et la largeur de la gaussienne est liée a la résolution de I’appareillage et vaut 0,7
eV (V(0,252 + 0,62)).

I1. Spectroscopie des pertes d’Energie des Electrons

La spectroscopie des pertes en énergie des electrons est basée sur la mesure de
diffusion inélastique subie par un faisceau d’é€lectrons incidents monochromatiques, en
interaction avec le matériau caractérisé. Il existe différents moyens pour bombarder
I’échantillon. Il est donc possible de travailler en transmission ou en réflexion. Une majorité

des électrons vont étre diffusés de maniere élastique ou ne pas interagir avec le matériau. Ils
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auront donc la méme énergie que le faisceau incident. Ils apparaissent sur le spectre sous
forme d’un pic sans perte d’énergie (Zero Loss Peak) (Figure VI- 2.a). La diffusion
inélastique subie par certains électrons peut engendrer différents phénomenes dans le
matériau. 1ls peuvent alors générer des phonons, des transitions de bande, des plasmons ou
encore ioniser des €lectrons du matériau. L’ionisation par perte électronique des électrons de

ceeur est trés intéressante car elle permet de déduire la composition de 1I’échantillon.

60000 - Cls
a) ‘\ Zem Loss peak b) /
Arom core-loss peak
/ —— HOPG ref
Nanotube ref
. —
e o 40000 - Diamant ref
o = Zone de perte d'énergie
E des photoélectrons

z 20000 - P
-a x
E Plasmon Resonance

b“‘_,.-—-._.__ e S —— S—

290 300 310 320
Energie de liaison (eV)

Electron Energy Loss (eV)

Figure VI- 2 : a) Spectre EELS caractéristique, b) Spectres XPS-XEELS d'un échantillon HOPG,
Nanotube et diamant.

Dans notre cas, la méthode utilisée est la XEELS (X-ray Energy Electron Loss
Spectroscopy). Les expériences se déroulent dans le bati XPS, ou la source excitatrice n’est
pas un faisceau d’¢lectrons mais un faisceau de rayons X. Le spectre des pertes d’énergie du
carbone apparait peu aprés le pic XPS C1s (Figure VI- 2.b) et il s’agit dans ce cas des pertes
en énergie des photoélectrons émis par le matériau. La nature des interactions entre les
photoélectrons et le matériau, observée lors d’une étude XEELS, est la méme que celle d’une
étude EELS classique. Dans notre cas, nous nous intéressons uniquement aux faibles pertes en
énergie (0 - 40 eV) associées au pic Cls. La majorité des interactions que nous observons
entrainent des transitions ¢lectroniques faisant passer un ¢lectron du niveau de coeur Cls vers
des états inoccupés des orbitales C2s ou C2p. Selon I’état d’hybridation des atomes de
carbone, les niveaux d’énergie des orbitales 25 ou 2p inoccupés seront différents. M. Knupfer
[1] et Waidmann [2] ont étudié en détail les différentes transitions possibles dans les
structures carbonées. Les spectres XEELS auront donc comme zéro la valeur de 1’énergie de
liaison du pic concerné. Le spectre représente le shift en énergie des transitions observées,

par rapport a I’énergie de liaison de I’atome.
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Enfin, & la différence des études EELS classiques ou 1’on sonde le « bulk », les études
XEELS sont des études de surface. En effet, les photoélectrons émis sont peu énergétiques et
ils subissent également des pertes énergétiques lors de leur diffusion avec le matériau,

impliquant que seuls ceux provenant des couches superficielles pourront étre recueillis.

I11. Spectroscopie Auger

[11LA. Principe

Comme I’XPS, la spectroscopie Auger est une technique de choix pour les analyses de
surface. A contrario, les électrons analysés suite a I’interaction de la sonde avec le matériau
sont issus d’une double ionisation consécutive a la relaxation électronique de I’atome suite a
I’éjection d’un photoélectron (celui-la méme qui est utilisé pour 1’analyse XPS). Cette
technique est basée sur I’interaction d’un faisceau d’électrons incidents dans notre cas, avec
les électrons de cceur des atomes de surface du matériau. Ce faisceau d’électrons est produit
par un canon a électrons similaire a celui d’un MEB, 1’énergie des électrons étant ajustable et
usuellement fixée a des énergies autour de 5 keV pour minimiser la poire d’interaction du
faisceau avec le matériau. On peut donc tabler sur une profondeur sondée de I’ordre de 2 nm.
Cette valeur correspond non pas a 1’épaisseur d’interaction des électrons primaires avec le
materiau, mais a la profondeur maximale de sortie des électrons Auger. L’émission d’un
électron Auger étant basée sur un processus de relaxation électronique intra-atomique,
I’énergie cinétique des électrons Auger est indépendante de 1’énergie de la sonde excitatrice.
Ainsi, le faisceau incident va éjecter un des électrons de cceur, et le trou ainsi généré va
pouvoir étre comblé par le transfert d’un électron provenant d’une orbitale du méme atome
Figure VI- 3. Cette transition énergétique peut étre couplée a un troisieme électron (Electron
Auger) provenant d’une orbitale de méme, ou de plus faible, énergie (orbitale plus externe). Il
sera émis a condition que 1’énergie mise en jeu par le transfert €électronique de relaxation soit
supérieure ou égale a 1’énergie de liaison de 1’électron éjecté. On peut alors exprimer, par
exemple, I’énergie cinétique de 1’électron Auger émis pour une transition KL;L, comme
étant :

Ec=Eis- Ex— Eizp-e(D

Ec : Energie cinétique de 1’¢lectron Auger émis
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Eis: Energie de 1’électron de cceur (couche K) éjecté par impact direct de la sonde (X
ou électron)

Eos : Energie de 1’¢lectron impliqué dans la relaxation électronique de I’atome impacté
(transition d’un électron de la couche L1, orbitale 2s, vers la couche K orbitale 1s)

Eizp : Energie de liaison de I’¢lectron Auger émis depuis une couche L2, orbitale 2p.

ed : Energie correspondant au travail d’extraction de 1’¢électron Auger

L’état atomique final est donc constitué de deux trous, un sur 1’orbitale 2s et un sur
I’ orbitale 2p.

Le formalisme utilisé dans la notation de 1’¢lectron Auger émis est celui des rayons X.

Dans le cas présent on notera donc KL;L; 3.

Electron Incident Electron éjecté
[}

Ei

Electron Auger
°

T

Figure VI- 3: Schéma du mécanisme d'émission d’un électron Auger.

Il faut cependant noter que 1’émission d’un électron Auger n’est pas le seul mécanisme
de relaxation atomique possible. Il existe aussi une voie de relaxation radiative qui est la
fluorescence X. La Figure VI- 4 montre le taux d’émission radiatif (fluorescence X) et non
radiatif (électron Auger) en fonction du numéro atomique des éléments. On voit tres

clairement que la spectroscopie des ¢électrons Auger n’est envisageable que pour les ¢léments
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ayant un faible numéro atomique. Elle sera donc parfaitement adaptée pour les études

surfaciques des matériaux carbonés.
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Figure VI- 4 : Comparaison entre le taux d'émission de fluorescence X et d'électron Auger en fonction
du numéro atomique.

L’appareillage utilisé pour les caractérisations Auger comprend un faisceau d’électron
primaire incident d’une énergie de 1,5 keV et d’un analyseur de champ retardateur. Il faut
noter que ’intensité des pics Auger est souvent faible comparativement au bruit de fond. Ce
dernier provient des électrons secondaires aspécifiques issus d’une extraction en volume que
I’on utilise pour ’imagerie en microscopie électronique. Pour accéder a la structure fine,
’acquisition des spectres s’effectue en mode dérivatif dN/dE a I’aide d’un mode de détection
de type lock-in. Cela permet d’exacerber les pics et faire apparaitre la structure fine du
spectre. Cette derniere correspond a la levée partielle de la dégénérescence d’un niveau
d’énergie, et se traduit par la séparation en plusieurs composantes de la raie spectrale d’un
atome. Pratiqguement, 1’émission d’un électron Auger provenant d’un atome de carbone, et
correspondant a la transition KLL, devrait donner une seule raie d’émission. Cela se traduira
en fait par une serie de raies positives ou negatives (Figure VI- 5). Ces raies seront décalées
selon 1’état d’hybridation de ces atomes de carbone. Il existe une méthode basée sur
I’utilisation d’un paramétre noté D (D-parameter) [3]. Ce parametre représente la différence
d’énergie cinétique séparant les maximas positifs et négatifs (Figure VI- 5). Pour tout

¢élément, chaque état d’hybridation différent donnera une valeur du D-parameétre différente.
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Figure VI- 5 : Spectre Auger d'un échantillon diamant microcristallin lourdement dopé au bore.

[11.B. Caractérisation des nanotubes de carbone

Nous avons réalisé une étude en spectroscopie Auger afin de pouvoir comparer les
résultats avec ceux obtenus en spectroscopie des pertes d’énergie. Sur la Figure V- 47 sont
présentés les spectres Auger d’un échantillon de nanotubes multiparois obtenus par voie
classique et de 1’échantillon diamant nanocristallin. Comme nous 1’avons vu au chapitre I, les
spectres Auger font apparaitre une série de pic mettant en évidence la structure fine des
atomes de carbone. On voit en général apparaitre sur les spectres des différents matériaux
carbones existant 5 pics distincts [4] dont un pic majoritaire (e) dont la position varie entre
260 et 280 eV et qui est présent sur tous les échantillons carbonés. Il est le pic référence a
partir duquel on calcule la valeur du parameétre D (conf. Annexes). Les valeurs associées a ce
parametre dans le cas du diamant et des nanotubes (13,4 et 23,3 eV) sont identiques a celle de
la littérature [5, 6]. Les composantes notees a et b sont généralement associées aux atomes de
carbone hybridés sp? et la composante ¢ & ceux hybridés sp* [7]. En utilisant I’intensité du pic
principal (e) comme référence et en calculant les ratios a/e et c/e, il est possible de corréler ces

valeurs aux taux de carbone désordonné dans le matériau [8]. Dans notre, cas la résolution de
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I’appareil ne permet pas d’exploiter ces rapports. On trouve enfin un dernier pic noté d qui est
directement relié a la présence de carbone amorphe dans 1’échantillon [9]. On peut noter que
pour chacun des spectres ce pic est tres peu visible. 1l apparait de maniere plus prononcé sur
le spectre diamant que sur celui des nanotubes. Cela dénote donc la présence de carbone
amorphe en faible quantité dans le tapis nanotube. Les résultats des études Auger corrélent

donc parfaitement ceux de I’étude EELS.
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Figure V- 47 : Spectre Auger du carbone associé a la transition KL1L2 du tapis de nanotubes et de
[’échantillon diamant nanocristallin lourdement dopé au bore.

La caractérisation Auger corréle les résultats obtenus par XPS et EELS. Nous
avons également montré que la synthése HFCVD permet d’obtenir des nanotubes multiparois
d’une qualité cristalline convenable et qui semblent présenter un taux de carbone amorphe

relativement faible.

IV. FTIR

IVV.A. La spectroscopie infrarouge

Le domaine infrarouge correspond a des longueurs d’ondes comprises entre 0,74 et
300 um. La gamme infrarouge est divisée en trois domaines : le proche infrarouge 0,74 — 3

pm (near-infrared, NIR), le moyen infrarouge 3 — 50 um (mid-infrared, MIR) et I’infrarouge
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lointain 50 — 300 um (far-infrared, FIR). La gamme que nous avons utilisée est le moyen
infrarouge. La spectroscopie infrarouge consiste a mesurer 1’absorption d’un matériau a
chaque longueur d’onde dans une gamme donnée. Autrefois utilisée, la spectroscopie
dispersive va illuminer 1’échantillon avec une seule longueur d’onde, enregistrer 1’absorption,
puis changer de longueur et répéter le méme processus. En spectroscopie par Transformée de
Fourrier, 1’échantillon est irradié par un faisceau polychromatique, puis 1’absorption est
mesurée pour chaque fréquence par un dispositif interférentiel. Le spectrometre est en fait
constitu¢ d’une source d’émission a large spectre et d’un interférométre de Michelson qui
module les longueurs d’ondes incidentes via la mise en ceuvre d’un miroir mobile. Le spectre
brut est un interferogramme, qui sera traité par une Transformée de Fourrier pour donner le
spectre infrarouge.

Le principe de I’absorption infrarouge est basé sur les mémes fondements que la
spectroscopie Raman, c'est-a-dire I’interaction molécule-photon. La gamme de longueur
d’onde couverte dans I’infrarouge étant importante, on ne regardera pas tout a fait les mémes
phénomenes selon la gamme de fréquence ciblée. Pour le FIR, 1’énergie mise en jeu ciblera
plutbt les propriétés rotationnelles, le MIR les couplages rovibrationnels, le NIR les
harmoniques. Dans notre cas, ce sont les couplages rovibrationnels auxquels nous nous
intéresserons. Dans une approche quantique, on pourra donc associer aux niveaux d’énergies
discrets (modes vibratoires ou états vibrationnels) de la molécule, une fréquence spécifique
pour laquelle elle vibre ou tourne. Par analogie, pour les matériaux (bulk) on ne parlera plus
d’états vibrationnels mais de phonon. On peut néanmoins utiliser la mécanique quantique et
approximer un oscillateur harmonique a la géométrie de la molécule. On associera alors les
fréquences de vibrations a une liaison particuliére. Ces approximations impliquent que pour
qu’un mode vibrationnel soit actif en IR, il doit étre associé¢ a un changement du dipdle de la
molécule. On pourra donc trouver 3N-6 degrés de modes vibrationnels pour une molécule
constituee de N atomes. Dans la pratique, en particulier pour les caractérisations de surface,
on considére trois degrés de liberté et on y associe les vibrations suivantes (Figure VI- 6) :

- a) Etirement symétrique (stretching)

- b) Etirement antisymétrique (stretching)
- ¢) Cisaillement (scissoring)

- d) Bascule (rocking)

- e) Agitation (wagging)

- d) Torsion (Twisting)
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d) e) f)

Figure VI- 6 : Modes vibrationnels actifs en Spectroscopie Infrarouge.

Tous les spectres infrarouges ont été recueillis en prenant comme référence le spectre
de I’échantillon Diamant hydrogéné avant fonctionnalisation, nous permettant de nous
affranchir de la ligne de base souvent marquée sur diamant. Ils ont ensuite subi une
modification de la ligne de base par lissage de type polynomial. De plus, tous les échantillons
diamant utilisés lors de caractérisations IR sont des échantillons non dopés, car le bore
incorporé dans les couches induit de fortes bandes d’absorptions. Toutes nos études ont eté
réalisées avec un détecteur Mercure Cadmium Tellure (MCT), refroidis a 1’azote liquide. Ils
sont différents des détecteurs Deuterium TriGlycine sulfate (DTGS) qui fonctionnent a
température ambiante. Les MCT offrent un bien meilleur rapport signal sur bruit.

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé le spectrometre vertex 80/80v de la
marque Brucker. Le traitement des spectres a été effectué avec la version 6.5 du logiciel
OPUS.

IV.A.1. Le spectre infrarouge du diamant :

L’étude par spectroscopie infrarouge du diamant, peut étre subdivisee suivant le
nombre de phonons qui interviennent lors des transitions vibrationnelles. Il existe les zones a
un, deux et trois phonons (Figure VI- 7.a). Pour plus de trois phonons, les probabilités de
transition sont plus faibles et donnent rarement lieu a une absorption mesurable. La zone a
un phonon s’étend de 400 a 1500 cm™. Pour des raisons de symétrie, cette zone est interdite
en infrarouge, alors qu’elle est permise en spectrométrie vibrationnelle de diffusion Raman.
Cette zone est appelée aussi ‘zone des défauts’ ou par abus de langage « région de 1’azote ».

Les signaux observés dans cette région sont associés aux défauts présents au sein du réseau
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du diamant (azote, sp?...). Certains éléments ou association d’éléments (molécules), présents
a 1’état de trace, vont ainsi générer leurs propres absorptions qui vont se superposer au
spectre du diamant « parfait ». Certains défauts permettent souvent de faire apparaitre la raie
Raman du premier ordre (& 1332 cm™) sur le spectre infrarouge.

La zone & deux phonons est comprise entre 1500 et 2700 cm™ environ. Dans cette
zone, on trouve les bandes d’absorptions intrinséques du diamant. Des absorptions liées a la
présence du bore (& 2456 cm™) en substitution dans le réseau ou & la présence de CO,
peuvent aussi étre observees (Figure VI- 7.a).

La zone 4 trois phonons s’étend de 2700 4 3900 cm™ environ. Dans cette région on
peut observer des absorptions dues au bore, a la liaison carbone-hydrogene (C-H), azote-
hydrogéne (N-H) etc. Au-dela de 3900 cm™, on peut également observer des bandes dans
les diamants riches en hydrogéne (la deuxieme harmonique de la déformation angulaire) et
les centres colorés ou « amber centers » (centre substitutionnels hétéroatomiques) (& 4168
cm™ par exemple). De nombreuses bandes sont aussi observées dans les diamants traités et
les diamants synthétiques. Plus de détails sur ces bandes peuvent étre obtenus dans le
Zaitsev, 2001 [10].
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Figure VI- 7 : a) Spectres Infrarouges d'échantillons diamant mettant en évidence :a) les zones a 1, 2
et 3 phonons, b) le centre C. [11]

Avant de commencer la classification des diamants, il est bon de rappeler la notion de
centre. Dans un matériau, un centre est associé a un defaut cristallin résultant de la
substitution d’un atome de la maille par un atome étranger au matériau. Dans le cas du
diamant, le centre le plus connu est le centre N ou un atome d’azote vient substituer un atome
de carbone. On trouvera pour le diamant une multitude de centres différents associés a des

défauts induits par la présence dans le réseau d’atomes tel que 1’azote, I’hydrogene, le bore...
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IV.A.2. Défauts utilisés pour la classification des diamants par type :

e CentreCouN

Dans ce défaut, un atome d’azote remplace un atome de carbone en laissant une
liaison insaturée (défaut N). En infrarouge (Figure VI- 7.b), la zone & un phonon présente un
maximum & 1130 cm™ (probablement associée & un mode de vibration quasi-local des atomes
d’azote en substitution) et un pic fin & 1344 cm™ (probablement associé & un mode de
vibration de I’atome de carbone localisé sur la liaison C-N contenant 1’¢électron non apparié).
Ce centre est treés souvent présent dans les diamants contenant de trés grandes quantités
d’azote (Zaitsev, 2001).

e Agrégat A
L’agrégat A représente 1’association de deux atomes d’azote substitués (défauts N-N).
En infrarouge (Figure VI- 8.a), la zone a un phonon est représentée par un continuum
débutant & 1332 cm™, sur lequel sont superposés le pic principal & 1280 cm™ et des pics
annexes a 1212 [12], 1096 et 484 cm™ (Zaitsev, 2001). Les pics a 484 et & 1280 cm™ sont

corrélés en fonction de la teneur en agrégat A dans les diamants.
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Figure VI- 8 : Spectres Infrarouges d'échantillons diamant mettant en évidence la présence : a)
Agrégats A, b) Agrégats B. [11]
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e Agrégat B
L’agrégat B représente ’association de quatre atomes d’azote dans un site tétraédrique
autour d’une lacune de carbone (défaut 4N-V). En infrarouge, (Figure VI- 8.b), la zone a un

! sur laquelle se

phonon est représentée par une zone d’absorption débutant a 1332 cm’
superposent un pic fin @ 1332 cm™, un pic large & environ 1175 cm™ (accompagné par un
épaulement & 1096 cm-1), un pic & 1010 cm™ [13] mais aussi des pics & 780 cm-1 et & 754 cm’

! (zaitsev, 2001).

e Lehbore
L’¢lément bore (B) se présente dans les diamants en substitution sur un site carbone.
En infrarouge, la zone a un phonon présente une bande faible a 1290, 1330, ainsi qu’a 1510
cm™ [14] et dans la zone & deux et trois phonons des bandes & environ 2455, 2805, 2931 et
4090 cm™ (zone de + 3500 & + 5500 cm-1), toutes liées & la substitution de bore dans le

réseau.

IV.A.3. Les différents types de diamant :
o Typel:
Ce type est caractérisé par la présence de 1’azote (N) donneur d’électrons, comme
principale impureté au sein du réseau diamant. L’azote dans ce type de diamants peut se
trouver agencé de plusieurs facons. Selon cet arrangement et leur spectre infrarouge, on

distingue deux sous types des diamants de type | (et plusieurs sous-catégories) :

e Typela:

Les atomes d’azote, dont la concentration sous forme monoatomique est généralement
importante (entre 200 et 2500 ppm, méme si elle peut parfois atteindre 4000 ppm ; Zaitsev,
2001 et références associées), peuvent migrer et former des agrégats. La grande majorité des
diamants naturels appartiennent a ce type. En infrarouge, suivant I’analyse de la zone a un

phonon, il est possible de distinguer un grand nombre de sous-catégories.

287



164 16 -
a) b)

14 14

124

104

Absorbance
Absorbance
©

o [
1 L

T T T T T T T 1 0 T T T A T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Nombre d'ondes (cm™) Nombre d'ondes (cm™)

Figure VI- 9 : Spectres Infrarouges d'échantillons diamant mettant en évidence la présence : a) de
Bore, b) de centre C. [11]

e Typelb:

Les diamants de ce type contiennent de I’azote qui est assimilé, lors de la croissance,
sous la forme d’atomes d’azote isolés (centre C, voir plus haut), substitués aux atomes de
carbone. De tels atomes sont actifs en résonance paramagnétique électronique. La
concentration de 1’azote est généralement de 25 a 500 ppm, mais des teneurs de 500 ppm ont
été décrites dans des diamants type Ib synthétiques [15]. Les diamants de type Ib purs sont
trés répandus pour les synthétiques (ou 1’azote est incorporé sous forme atomique). Le
caractere Ib est tres freqguemment détecté dans les diamants de type la (Figure VI- 9.b). Donc,
le spectre infrarouge des diamants de ce type est un mélange des pics intrinseques des
diamants (Figure VI- 7.a) et de ceux du centre C (Figure VI- 7.b et Figure VI- 9.b). Une
bande & 1240 cm™ est observée dans les diamants du type Ib (ou qui ont un caractére 1b) [16]
et aussi dans ceux du méme type riches en hydrogéne [17]. Cette bande est probablement

corrélée a une absorption a 2.6 eV (480 nm) [16].

o Typell:
L’azote est ici en trop petite quantité pour étre détecté a ’aide d’un spectrometre
infrarouge classique. Les diamants de type Il sont transparents aux ultraviolets jusqu'a 230

nm. On distingue deux sous types au type I :

e Typella:
Les diamants de type Ila sont dits purs. Idéalement ils ne contiennent que du carbone,

bien que de petites quantités d’azote puissent €tre présentes. La zone a un phonon du spectre

288



infrarouge (et du visible) ne présente, en principe, pas d’absorption. Ces diamants sont par
conséquent en principe incolores (parce que leur spectre visible ne présente pas d’absorption).
Les diamants de ce type ne présentent que les pics intrinséques des diamants (Figure VI- 7.a).
En théorie, ils peuvent contenir aussi du bore. Néanmoins, a cause de la présence d’azote il y
a une compensation donneur-accepteur et la présence du bore ne s’exprime pas sous la forme

d’accepteur.

o Typellb:

Les diamants de type Ilb sont des diamants ayant des propriétés de conduction
¢lectrique (les porteurs de charges étant les électrons) dues a la présence de 1’¢lément bore (B)
en substitution sur un site carbone. Pour obtenir une propriété de conduction électrique, le
bore (accepteur d’électron) doit étre en concentration supérieure a celle de 1’azote (donneur
d’électron) [18]. Sur les spectres infrarouges des diamants de type Ilb, on retrouve la forme
d'un type lla (absorptions intrinseques du diamant ; figure 1) associée aux pics liés a la
substitution de bore dans le réseau. L’hydrogéne est aussi observé dans les diamants de ce
type. La présence de bore en concentration suffisante induit une absorption dans 1’infrarouge

qui s’étend jusque dans le visible.

IV.A.4.Absorption Infrarouge d’intéréts supplémentaires :

e L[’hydrogéne :

L’hydrogene est, aprés l’azote, la principale impureté (observée en utilisant la
spectroscopie infrarouge) du diamant. Les pics dus a la présence d’hydrogene actif en
infrarouge ne se trouvent pas seulement dans la zone a un phonon mais principalement dans
les zones a deux et trois phonons. Ces pics se superposent donc aux absorptions intrinséques
du diamant. Les principaux pics de ’hydrogéne sont a : 687 [19], 1405, 2786, 3107 cm™ [20].
Pour les diamants contenant de I’hydrogéne en quantités inhabituellement élevées, Fritsch et
ses collégues ont defini une catégorie « riche en hydrogene » en se fondant sur un critere
descriptif : la hauteur du pic & 3107 cm™ y est plus élevée que la bande intrinséque du diamant
a 2450 cm™. On voit apparaitre dans les diamants riches en hydrogéne une série de bandes

comprises entre 2720 et 3520 cm™

289



e Centres dans la zone a un phonon :

- Centre D : Le centre D est observé dans les diamants du type | [21]. En infrarouge, les
pics liés & ce centre se trouvent & environ 1210 et 1332 cm™ (mais ne sont pas aussi fin
que le pic Raman). Ce centre n’est observé que dans des diamants présentant des
agrégats B (Zaitsev, 2001).

- Centre E : Le centre E est observé dans les diamants du type I [21]. En infrarouge, le
pic lié & ce centre se trouve & environ 1050 cm™.

- Centre F : Le centre F est observé dans les diamants de type | [21]. En infrarouge, les
pics liés a ce centre se trouvent a environ 976, 1155, 1235 (1250 selon Zaitsev, 2001),
1267 et 1325 cm™.

- Centre G : Ce centre est observé dans les diamants de type | [22]. En infrarouge, les
pics liés & ce centre se trouvent & environ 950 et 1120 cm™.

- Centre H : Ce centre est observé dans les diamants du type | [22]. En infrarouge, les
pics liés & ce centre se trouvent & environ 590, 865 et 1020 cm™.

- Centre | : Ce centre est observé dans les diamants de type | [22]. En infrarouge, le pic
lié au centre se trouve & environ 300 cm™,

- Centre X (ou N+) : Ce centre est observé dans les diamants synthétiques de type I. Ce
centre est causé par I’existence d’une autre forme d’azote, chargée positivement (N”).
En infrarouge, les pics liés a ce centre se trouvent a environ 945, 1045, 1115 et 1332

cm™,

IV.B. Accessoire ATR (Attenuated Total Reflectance)

L’ATR (Attenuated Total Reflectance, Réflexion Totale Interne) est une technique
nécessitant 1’utilisation d’un cristal (typiquement en germanium). Le faisceau incident issu de
I’interférométre est dans ce cas injecté sur la surface du cristal en contact avec 1’échantillon a
sonder, sous un angle de réflexion totale (c.a.d. au dela de 1’angle critique par rapport a la
normale de la face du cristal en contact avec 1’échantillon) et sera alors totalement réfléchi
pour poursuivre son trajet vers le détecteur. Bien que la réflexion totale empéche I’existence

d’une onde réfractée dans le milieu extérieur, il existe néanmoins une onde évanescente créée
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au niveau de I’interface. Cette onde a une amplitude exponentiellement décroissante lorsque
I’on s’¢loigne du dioptre. Selon I’hypothése des milieux continus et via [’utilisation des
équations de Maxwell et des équations de passage, il est possible de calculer 1I’expression de
cette onde évanescente. Si I’on place un échantillon (liquide, solide ou gazeux) en contact
intime avec la surface du cristal ou a lieu la réflexion interne totale, et que I’indice de
réfraction de cet échantillon est inférieur a 1’indice de réfraction du cristal, alors il y aura
propagation de I’onde évanescente a I’intérieur de 1’échantillon fig.10. C’est le phénomeéne de
réflexion totale frustrée. La profondeur de pénétration est de 1’ordre de 400 nm a 2 pum. En
réalité, il est plus juste de considérer un systéme a 3 milieux en insérant une couche d’air
entre le cristal et 1’échantillon. Plus la couche d’air sera mince, plus I’intensité de I’onde
pénétrant dans 1’échantillon sera importante. Pour de trés faible épaisseur de la couche d’air,
I’intensité de 1’onde sera méme amplifiée. C’est donc ce phénomeéne qui rend I’ATR plus
sensible que la réflexion ou la transmission. De plus, si ’on polarise le faisceau incident
parallélement au sens de propagation de 1’onde incidente (polarisation p), on pourra amplifier

le champ Ep par un facteur dix ou cent fois supérieur a une onde non polarisée.

évanescente

Faisceau
IR

Figure VI- 10 : Schéma de principe d'une mesure Infrarouge par ATR.

Dans le cadre de nos études, nous avons utilisé un accessoire ATR large surface, le
VariGATR (Variable grazing angle ATR accessory) produit par Harrick et adapté aux
spectroscopes de la marque brucker.
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Le contexte scientifique de cette thése s’inscrit dans le domaine de la bioélectronique et 1’objectif vise
la mise au point de dispositifs diamant pour des applications en chimie analytique, diagnostic clinique ou encore
dans le domaine médical. Un des axes de travail est basé sur la mise au point d’une nouvelle technique de
fonctionnalisation du diamant hydrogéné. Cette méthode est rapide, simple, mono-étape et ne nécessite pas
d’apport extérieur d’énergie. La caractérisation du greffage par FTIR a permis de proposer un mécanisme
réactionnel qui a été corroboré par I’é¢tude de la cinétique réactionnelle. Nous avons mis en évidence que ce
procédé permet I’obtention d’une liaison covalente stable carbone-carbone. Elle se révele particulierement
adaptée a I’'immobilisation directe d’espéces biologiques. En utilisant cette technique de greffage, il a ¢été
possible de concevoir des biopuces a ADN et protéines, ainsi qu’un biocapteur au peroxyde d’hydrogéne de
troisieme génération. Enfin, le procédé étant basé sur la simple mise en contact de la solution de greffage avec le
substrat, il est possible de structurer les dépots a I’échelle nanométrique en faisant appel au Dip-Pen
Nanolithography. En paralléle, un nouveau matériau composite diamant/nanotubes de carbone a été mis au point
pour augmenter la surface développée des électrodes de diamant dopé au bore et en accroitre ainsi les
performances. Dans ce cadre, une technique de gravure catalytique assistée par filament chaud a été utilisée pour
enterrer des nanoparticules dans la couche diamant. Ces derniéres assurent par la suite la croissance des
nanotubes de carbone par dépbt chimique en phase vapeur. Cette méthodologie assure ainsi une meilleure
adhérence des nanotubes sur leur substrat et permet de pallier aux problémes de toxicité des nanotubes vis-a-vis
des milieux biologiques. Dans une derniére partie, ce matériau composite sera utilisé pour mettre au point un

biocapteur enzymatique de troisiéme génération au peroxyde d’hydrogeéne.

The scientific context of this thesis is related to the field of bioelectronics. The objective is the
development of diamond devices for applications in analytical chemistry, clinical diagnostic or medical devices.
One of the axes deals with a new technique of functionalization of hydrogenated diamond surface. This method
is fast, simple, one step and does not require contribution of exogenous energy. The characterization of the
grafting by FTIR allowed us to suggest a mechanism which was confirmed by the study of the reaction kinetic.
We brought to light that this process ensures the achievement of a stable covalent carbon-carbon bond. This
methodology is particularly well adapted to the direct immobilization of biological species. By using this
grafting technic, it was possible to design DNA and proteins biochips, as well as a hydrogen peroxide third
generation biosensor. Finally, the process being based on the simple stake in contact of the grafting solution with
the substrate, it is possible to structure functionalized areas at the nanometric scale using Dip-Pen
Nanolithography. In parallel, a new composite diamond /carbon nanotubes material was developed to increase
the specific surface of the boron doped diamond electrodes and so to increase its efficiency. In this frame, a new
technic of catalytic etching assisted by hot filament was used to embed nanoparticles in the diamond layer. This
process allowed afterward the growth of the carbon nanotubes by chemical vapor deposition. This methodology
ensures markedly enhanced adhesion of the nanotubes on their substrate and obviates the problems of nanotubes
toxicity towards their biological environment. In a last part, this composite material will be used to achieve

hydrogen peroxide third generation enzymatic biosensor.

295



