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Introduction Générale

Introduction générale

L’industrialisation intensive ainsi que les utilisations agricoles et domestiques d’un nombre
croissant de produits chimiques ont conduit a la dissémination de nombreux composés dans
I’environnement a savoir les dérivés phénoliques [1], & ’origine d’une pollution importante
des écosystemes. Ces composés peuvent avoir de graves répercussions sur la santé des
organismes vivants, en particulier celle de ’'Homme [1, 2]. Il existe donc a I’heure actuelle
une forte demande pour des méthodes d’analyse rapides et peu coliteuses permettant le suivi
des polluants chimiques présents dans I’environnement et 1’évaluation de leurs effets
toxiques.

Les techniques analytiques de détection déja disponibles sont colteuses et compliquées a
mettre en ceuvre. Par conséquent, il subsiste un besoin capital de développer de nouvelles
méthodes de détection qui soient rapides, simples d’utilisation et qui puissent mesurer de trés
faibles concentrations. Ces méthodes pourraient alors compléter, voir remplacer les
techniques classiques existantes. Les capteurs électrochimiques utilisant les méthodes
voltampérométriques remplissent ces critéres pour des analyses faciles et rapides [3], et ils
sont susceptibles d’€tre miniaturisés [4], pour permettre le développement d’appareils de
détection multi-analytes pouvant fonctionner directement sur terrain [5].

La fabrication de capteurs pour la détection de molécules chimiques requiert la modification
de la surface d’une électrode par des molécules sondes. Les travaux les plus récents dans ce
domaine font référence a I’immobilisation d’enzymes a la surface d’une électrode. En effet,
des électrodes modifiées avec des enzymes oxydases (Tyirosinase, Horse Radish Peroxydase)
ont été développées et utilisees pour la détermination des peroxydes. Par la suite, ces
¢lectrodes modifiées ont été utilisées pour la détection et la dégradation d’autres composés,
tels que les amines aromatiques et les derivés phénoliques, sous des conditions appropriees
[6,7].

Par ailleurs, le mode d’immobilisation de I’enzyme est un facteur déterminant pour les
performances du capteur [8, 9]. A ce niveau, une grande stabilité peut étre obtenue par
immobilisation de monocouches organiques d’une maniére covalente et irréversible a la
surface de silicium via la formation de la liaison silicium-carbone [10- 12].

Dans la présente étude, nous nous sommes intéresses au silicium sous sa forme poreuse
comme substrat pour I’immobilisation de ces enzymes. Le silicium poreux (SiP), de par ses

propriétés exceptionnelles constitue la matrice idéale pour le développement de capteurs
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chimiques ou biologiques [13-15]. En effet, de par sa grande surface spécifique, le SiP permet
I’accrochage d’un grand nombre de molécules sondes ce qui pourrait contribuer a

I’augmentation de la sensibilité du capteur.

Ce manuscrit se compose de quatre chapitres:

Dans le premier chapitre, nous aborderons une étude bibliographique sur les biocapteurs, leur
principe de fonctionnement, leurs différents constituants, leurs modes de transduction et les
techniques d’immobilisation des biorécepteurs. Nous exposons également dans ce chapitre les
biocapteurs a base d’enzymes. En effet, aprés une présentation de 1’aspect catalytique des
enzymes, une étude bibliographique sera axée sur les lois fondamentales régissant les

processus enzymatigues.

Le deuxieme chapitre est consacré au substrat de SiP. Dans le premiére partie, nous
exposerons une étude bibliographique sur la fabrication du SiP par la méthode
électrochimique, en décrivant les mécanismes et les paramétres qui gerent le phénomene de
formation des pores, les caractéristiques et les propriétés des couches poreuses et enfin ses
différentes applications potentielles. La deuxieme partie sera consacrée aux procédés
expérimentaux utilisés pour obtenir le silicium méso-poreux. Les couches poreuses obtenues
seront caractérisees par gravimétrie, par microscopie électronique a balayage (MEB), par
angle de contact et par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).

Dans le troisieme chapitre nous détaillerons la procédure suivie pour la modification des
surfaces de SiP par I’enzyme. Nous commencerons dans la premiére partie par un état de 1’art
des différents procédés connus pour préparer des monocouches organiques liées de fagon
covalente a une surface de silicium hydrogénée via la formation d’une liaison silicium
carbone. Dans cette méme partie, a travers une étude bibliographique, un intérét particulier
sera porté a I’étape intermédiaire qui consiste a générer un ester actif a partir des groupements
acides en surface (Activation). Apres une exposition des principales contraintes qu’il faut
prévenir dans le but de choisir I’enzyme la plus adéquate, nous focaliserons notre attention
dans la derniére étape de fonctionnalisation du SiP, au couplage de I’enzyme sur la surface
activée du SiP par la formation de liaisons amides. Dans la deuxiéme partie de ce troisiéme

chapitre, nous présenterons le matériel et les méthodes utilisés pour 1I’immobilisation de

10
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I’enzyme choisie la Horse Radish Peroxydase (HRP) a la surface du SiP, en passant en
premier temps par le greffage de monocouches terminées par des fonctions acides.
Aprés chaque étape de fonctionnalisation des couches poreuses du silicium, des mesures par

angle de contact et des analyses par FTIR seront effectuées.

Le quatrieme chapitre sera réservé a 1’étude du comportement électrochimique, par
voltampérométrie cyclique, des surfaces de SiP modifiées par I’enzyme en présence du
phénol. Aprés un apercu sur les phénols, leur mécanisme réactionnel avec la HRP et un rappel
sur la théorie régissant la voltampérométrie cyclique des espéces greffées en surface, nous
aborderons dans la deuxieme partie 1’étude expérimentale du comportement électrochimique

des surfaces modifiées en absence et en présence du phénol.

11
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Chapitre. I. Généralités sur les biocapteurs

Introduction

La détection d’une espece chimique ou biologique ainsi que 1’évaluation de sa quantité ou sa
concentration ont été I'objet de nombreuses recherches ces dernieres années du fait de leurs
nombreuses applications dans des domaines trés variés (biologie, biochimie, médecine,
sécurité, agriculture et environnement) [1]. Les instruments classiques d’analyse pour la
détection d’une espece chimique ou biologique sont généralement complexes, colteux,
volumineux et souvent difficiles a mettre en ceuvre. Les biocapteurs sont considérés comme
une solution alternative particulierement intéressante, aux techniques analytiques
traditionnelles telle que la chromatographie ou la spectrométrie. De plus, leur petite taille, leur
facilit¢ d’utilisation ou encore la possibilité de réaliser des mesures sur site, font des
biocapteurs des outils particuliérement intéressants [2]. L’évolution de ces instruments a
commencé depuis une cinquantaine d’années, sous la pression de trois facteurs principaux [3]:

B Le besoin en capteurs fiables qu’entraine la croissante sévérité des normes dans le

domaine biochimique (pharmacie, monitoring médical);
B La généralisation de I’automatisation dans le génie des procédés;
B La recherche du moindre colt dans le domaine de I’analyse biomédical ou

environnemental.

Dans ce chapitre, nous présentons des généralités sur les biocapteurs ainsi que les différentes
méthodes de transduction et les différents types de biorécepteurs utilisées dans la conception

des biocapteurs, en mettant 1’accent sur les biocapteurs enzymatiques.

13



Chapitre. I. Généralités sur les biocapteurs

I. Histoire des biocapteurs

On peut dire que I’histoire des biocapteurs a débuté dans les années 1950 grace au
développement par L.C Clark d’une 1’électrode permettant de mesurer 1’oxygene dissous dans
le sang des patients ayant subi des interventions chirurgicales [4]. Par la suite, Lyons et Clark
[5] ont proposé¢ de coupler cette ¢lectrode a une enzyme en vue d’une application dans le
domaine de la chirurgie cardiovasculaire. Dans ce premier biocapteur, I’enzyme glucose
oxydase (GOD), immobilisée sur l’¢lectrode a oxygéne via une membrane de dialyse,
catalysait 1’oxydation du glucose en consommant I’oxygene. Dans les années qui ont suivi, de
nombreuses études ont été réalisées afin de mieux comprendre le fonctionnement de ce
premier biocapteur a glucose [6] ou dans le but d’appliquer son principe au développement
d’autres biocapteurs enzymatiques. On peut ainsi citer par exemple le biocapteur
potentiométrique proposé par Guilbault et Montalvo en 1969 pour la détection de 1’urée [7].
Mais ce n’est qu’en 1975 que le premier biocapteur a glucose bas¢ sur la détection
ampérométrique du peroxyde d'hydrogene (H,O,) fut commercialisé par la société Yellow
Springs Instrument (Ohio, Amérique).

Depuis, I’engouement pour ce type d’outil n’a cessé de croitre, conduisant a des évolutions
considérables. Les enzymes ont été remplacées par des bactéries dans les biocapteurs
proposés par Diviés [8] dans la derniére moitié des années 70. L’incorporation du biocapteur a
glucose électrochimique dans le pancréas a pu étre réalisée par Clemens et al [9]. A la méme
période, un biocapteur enzymatique utilisant la lactate déshydrogénase (LDH), a été
commercialisé par Roche (Suisse) pour la détection du lactate. Il a été le précurseur d’une
nouvelle génération de biocapteurs employant un médiateur soluble, les sels de ferrocyanure,
dont le rdle est d’améliorer le transfert des électrons issus de la réaction enzymatique entre les
biomatériaux et 1’électrode. L utilisation de ces sels et de leurs dérivés a été ensuite étendue
aux capteurs utilisant des oxydoréductases, telles que la GOD [10] en 1984. Des anticorps ont
¢galement été employés pour la construction d’immuno-capteurs [11].

De nouvelles techniques de détection permettant le suivi en temps réel des réactions
d’affinité, telle que la Résonance plasmonique de surface (SPR), ont été développées dans les
années 90. C’est également a cette époque qu’ont été commercialisées par la société
MediSense’s les premiéres électrodes de carbone sérigraphiées.

Enfin, les progrés réalisés dans le domaine des biocapteurs depuis le début du 21éme siécle
ont été possibles grace a I’évolution des micro- et des nanotechnologies, des sciences des

matériaux, de la biotechnologie ou de I’informatique. Les chercheurs sont maintenant

14



Chapitre. I. Généralités sur les biocapteurs

capables d’isoler et de manipuler des structures, telles que I’ADN ou les récepteurs, de les
associer avec des nanotubes de carbones ou des nanoparticules d’or ou d’argent. Les
transducteurs sont par ailleurs de natures tres variées et de tailles de plus en plus petites. Les
performances et la simplicité de fonctionnement des biocapteurs ont été fortement améliorées.
Les techniques de traitement du signal deviennent plus rapides et précises. La possibilité de
combiner une large gamme d’entités biologiques et de transducteurs permet la résolution de
problémes analytiques tres variés dans le domaine de la santé, de 1’agroalimentaire ou encore

de ’environnement.

1. Définition

Un biocapteur est un outil ou systeme analytique concu pour transformer une réponse
biologique en un signal électrique [12]. Ce dispositif est basé sur 1’accouplement spatial
direct d’un composé biologiquement actif immobilis¢, appelé « biorécepteur » ou « éléments
de reconnaissance biologique », avec un transducteur qui agit en tant que détecteur et un
amplificateur électronique [13]. Le biocapteur emploie les systemes biologiques a différents
niveaux d’intégration pour identifier spécifiquement la substance a déterminer. La premiere
étape de cette interaction est la formation d’un complexe spécifique de la substance active
immobilisée avec 1’analyte.

La figure (I-1) représente le principe de fonctionnement d’un biocapteur permettant d’obtenir,

a partir de ’espéce a détecter dans 1’échantillon, toute information utile a son évaluation.

| Analyte Bioréceptenr Transductenr | signal Information |

* Electrochimique

k ‘ C__[ 1 * Enzymes Ampéremétne

14 C * Immuno-agents Potentiométrie
" - 2 o -
- w C f * Micro-0r gamsme Conductimétne Amplificateur Micro-électronique
— .
w N * Piézoédlectnique

Acide nucléique

" ' : * Calonmétrique
! i

Biocaptenr

Figure. I. 1. Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur
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I11. Qualités métrologiques du biocapteur

Un biocapteur, comme tout outil d’analyse, est un organe de saisie d’informations. Les
performances des biocapteurs sont généralement évaluées expérimentalement par leur
sensibilité, leur limite de détection (LD), leur gamme linéaire et dynamique, leur
reproductibilité et/ou leur sélectivité. Les autres parameétres évalués incluent le temps de
réponse, la stabilité opérationnelle et de stockage du capteur. Idéalement, la surface de
détection est régénérée pour que le transducteur soit recyclable. Toutefois, dans certains cas,

notamment dans le domaine de 1’analyse clinique, I’usage unique peut étre plus adapte.

IV. Description du biocapteur

IV. 1. Le biorécepteur

Le biorécepteur constitue le premier maillon du biocapteur. Il permet I’identification de
I’espece a détecter grace a son site particulierement sélectif. Le biorécepteur assure ainsi la
reconnaissance moléculaire, associée ou non a la transformation de 1’espéce a mesurer. Cette
modification, tres localisée, de 1’espece présente dans I’échantillon, se fait généralement par
I’intermédiaire d’une molécule active (par exemple : enzyme, anticorps, ADN, cellule entiére,
micro-organisme) immobilisée qui transforme ce substrat en un produit détectable par le
transducteur. Dans un biocapteur, le biorécepteur offre une spécificité et une sensibilité
¢levée pour un groupe particulier d’analyte, ainsi qu’une réponse rapide. Plusieurs types de
biorécepteurs ont été utilisés comme moyen de reconnaissance moléculaire pour le
développement de biocapteurs. Parmi ces biorécepteurs on cite par exemple les biocapteurs a
enzymes qui utilisent généralement des enzymes spécifiques pour la capture et la génération
catalytique d’un produit qui est alors directement mesuré grace a une large gamme de
transducteurs (électrochimiques, optiques, thermiques, acoustiques...). Ce type de biocapteurs
a été souvent utilisé pour la quantification de contaminants tels que les pesticides, herbicides
ou antibiotiques .... Le biorécepteur microorganisme est utilisé comme biocapteur pour la

synthése pharmaceutique, le traitement des eaux usées et 1’industrie alimentaire.
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Figure. I. 2. Représentation schématique des différents biorécepteurs

Comme I’illustre la figure (I-2) ci-dessus, ils existent différents types de biorécepteur :

B Les enzymes [14] qui sont les plus utilisées et les plus commercialisées. En effet, elles
présentent un grand nombre d’avantages notamment la reproductibilité des lots mais
par contre il peut y avoir une instabilit¢ de leur fonctionnement et la nécessité
d’utiliser un cofacteur ou plusieurs enzymes associées pour un méme biocapteur.

B Les microorganismes [15] (cellules entiéres) principalement utilisés en cas de
systemes réactionnels complexes puisque les enzymes et cofacteurs essentiels y sont
intrinsequement présents.

B Les tissus et [16,17] (structures spécialisées contenues dans les cellules) aussi bien
d’origine animale que végétale. Ils sont surtout utilisés pour la détection des
aminoacides de par leur robustesse et leur bonne cohésion.

B Les immunorécepteurs et les chémorécepteurs [18,19] fonctionnant sur le principe de
réaction antigéne/anticorps qui induit généeralement une faible variation de signal
(variation de potentiel par exemple). Cette modification est trés difficile a détecter,
c’est pourquoi il faut amplifier le signal (en utilisant par exemple un marquage de
I’antigéne ou de I’anticorps) qui catalysera la production d’un composé détectable.

Ainsi, selon la nature de 1’élément biologique immobilisé, plusieurs types de biocapteurs
peuvent étre évoqués.
-Les biocapteurs microbiens,
-Les biocapteurs immunologiques,
-Les biocapteurs enzymatiques.
Une étude plus approfondie des biocapteurs enzymatiques sera menée dans la deuxiéme partie
de ce chapitre.
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IV. 2. Le transducteur

Le transducteur représente 1’autre élément du biocapteur. Il sert a exploiter la modification
biochimique du substrat par le biorécepteur pour la transformer en signal exploitable. Dans le
sens général, on peut dire que le transducteur assure la conversion d’un type d’énergie dans
un autre.

Suivant le type de réaction et les substances libérées ou consommeées, on choisira le
transducteur correspondant. Le choix du transducteur dépend aussi de 1’application du
biocapteur. Différents systemes de transduction, basés sur des principes différents, sont
généralement utilisés afin de convertir la reconnaissance moléculaire en un signal exploitable.
D’une part, des transducteurs non spécifiques et applicables peuvent étre employés, indiquant
des paramétres généraux tels que 1’enthalpie de réaction (thermistance), le changement de la
masse (cristal piézoélectrique), ou I’épaisseur de la couche (réflectométrie). D’autre part, une
indication spécifique peut étre réalisée avec les électrodes potentiométriques pour des especes
comme H*, OH", NHs, CO, ou H,0,.

IV. 2. 1. Biocapteurs manométriques

Les biocapteurs manométriques reposent sur la détection des changements de pression. En
effet, une variation de la concentration d'un gaz dans une cavité close peut étre considérée
comme un changement de la pression partielle du gaz. Le ligand est, en général, une enzyme
qui permet de transformer ’espéce a détecter en gaz [20]. Ce type de capteur présente
I’avantage de ne jamais étre en contact direct avec 1’échantillon & analyser comme 1’illustre la

figure (1-3).

Chambre
de
réaction

Echantillon Lavage

Déchets

@ Valve

Figure. 1. 3.Exemple d’un biocapteur manométrique : biocapteur a glucose développé par Jenkins & Delwiche
[20] (précision du biocapteur 0.2 mM, gamme de travail : de 0 a 5 mM).
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V. 2. 2. Biocapteurs piézoélectriques

Ces biocapteurs sont basés sur la mesure de l'oscillation d'un cristal de quartz sur lequel est
immobilisé le composé biologique (figure 1-4). En effet, un cristal de quartz présente
I’avantage de pouvoir osciller sous I’effet d’un stimulus électrique lorsqu’il est plongé
partiellement ou totalement dans un milieu liquide. Cette caractéristique permet de quantifier
tout changement de masse a la surface du cristal de quartz a condition que les propriétés
physico-chimiques du milieu soient connues. Effectivement, une modification de la masse va
entrainer un changement quantifiable de la fréquence de résonance. Ces biocapteurs
présentent I’avantage de donner des réponses rapides mais ont une sélectivité qui dépend de la

couche active et peuvent manquer de sensibilité en fonction du systeme oscillant utilise.

it < Anticorps

\ .Cristal piézoélectrique

Figure. 1. 4. Exemple d’un biocapteur piézoélectrique [21].

V. 2. 3. Biocapteurs thermiques

Ces biocapteurs, développés dans les années 1970, permettent de transformer un signal
biochimique en un signal thermique. Un microcalorimétre ou une résistance thermique,
raccordé au composé biologique, permet de mesurer les modifications d’enthalpie ou de
température dues a une réaction entre le biorécepteur et 1’espéce a détecter (figure I-5).
Lorsque ces biocapteurs thermiques sont immunochimiques, on les appelle « TELISA » [22]
(Thermometric Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Ces biocapteurs ont été utilisés
notamment dans la détection d’insuline. Les principaux avantages de ce genre de biocapteurs
sont leur rapidité de réponse, leur reproductivité, I’absence d’interférence des produits dérivés
et d’interférence ¢électrochimique ou optique et la stabilit¢ des colonnes d’enzymes.

Cependant, leur codt est relativement élevé du fait de la lourde instrumentation nécessaire a
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leur mise en ceuvre, 1’obligation d’un prétraitement pour des échantillons spécifiques et

I’avilissement (encrassement) pour une utilisation prolongée.
Chambre adiabatique

Colonne d’enzyme Chambre préchauffage

Entrée Q\\\\\\\\\\\V//////’////////////////////////////f//,\\\\\\\\

77

Sortie

%
\
\
N

K7/

Aluminium thermistance Plexiglass

Figure. 1. 5. Exemple d’un biocapteur thermique [23] (gamme de travail : de 0,5 & 16 mMol.L ™).
V. 2. 4. Biocapteurs optiques
Les capteurs optiques a enzymes, appelés parfois ‘optodes’ ou ‘optrodes’ par analogie avec
les électrodes, sont en général des capteurs optochimiques qui exploitent la variation des
propriétés optiques du milieu ou d’un récepteur immobilisé, en présence d’une grandeur
chimique ou physico-chimique a mesurer (figure 1-6).
De nombreuses techniques optiques ont été adaptées afin d’étre utilisées pour 1’¢élaboration de
biocapteurs. Les principales méthodes sont : la mesure de l'absorbance, de la
chemiluminescence, de la fluorescence, de la résonance plasmonique de surface ou encore de

I'onde évanescente.

CD E.coli
Y Antigéene

Fibre optique

Spectrometre

Figure. 1. 6. Exemple d un biocapteur a onde évanescente [24].
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IV. 2. 5. Les capteurs ENFET
Les capteurs enzymatiques ENFET (Enzyme Field Effect Transistor) (figure 1-7) sont

construits a partir d’un capteur ISFET (lon Sensitive Field Effect Transistor) sur lequel on
accole une membrane enzymatique a la membrane sélective aux ions. Le produit de la

réaction enzymatique choisie pour le dosage est détecté par I’'ISFET.

Figure. . 7. Représentation schématique d’un capteur enzymatique a semi-conducteur (ENFET)

Il est & noter que ’ISFET est, en fait, un transistor MOSFET (Metal Oxide Semiconductor

Field Effect Transistor) dont 1’¢lectrode de grille est remplacée par une combinaison d’une
membrane sélective d’ions ISE (Ion Selective electrode) (figure 1-8) dans une solution

analytique et d’une électrode de référence. L’ ISE peut étre SiO,, Al;03, SisN4 ou Ta,Os.

électrode de référence

Figure. 1. 8. Schéma d'un capteur ISFET

L’interaction entre I’ion a doser et le film mince change les propriétés de 1’interface isolant

électrolyte, d’ou une modification de la tension de seuil et par la suite, du courant de drain.
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IV. 2. 6. Biocapteurs électrochimiques

Les biocapteurs électrochimiques ont pour principe de transformer la réponse biochimique en
signal électrique qui peut étre amplifié et mesuré. Les biocapteurs électrochimiques ont pour
principaux avantages leur simplicité, leur coQt de revient relativement faible et leur rapidité de
réponse. En revanche, ils peuvent manquer de sélectivité. En effet, quand le potentiel appliqué
est élevé, si I'échantillon a analyser contient des substances électroactives contaminantes ou
des proteines, celles-ci vont avoir tendance a s'agglomérer sur I'¢lectrode. Ces biocapteurs

peuvent étre ampéromeétriques, potentiométriques ou conductrimétriques.

IV. 2. 6. 1. Biocapteur conductimetrique
La conductimeétrie est une technique électrochimique alternative a I’ampérométrie et a la
potentiométrie [25]. La conductimétrie permet de mesurer les variations (consommation ou

production) d’espéces chargées générées au cours des réactions enzymatiques, figure (1-9).

o 3
"Hf:.-" _.AI-:,_I:'B:""I
| iy |
. .
() (T
K - ecation
A anion

Figure. 1. 9. Migration d’ions, résistance

La conductance d’un corps est donnée par I’équation (I-1)

G=y-%, (1-1)

La constante y (en S.cm’l) qui est la constante caractéristique d’un produit connu, est la
conductance ou conductivité spécifique; A/A (en cm) est la constante géométrique de la
cellule; A est la surface de 1’¢lectrode et A est la longueur de 1’électrode.

La mesure de la conductance d’un électrolyte s’effectue en immergeant dans la solution une
cellule de mesure comprenant deux électrodes dont la surface A et la longueur A sont données.
L’étalonnage ou le controle de la cellule sont effectués en mesurant sa conductance Ge pour
un électrolyte de conductivité ye connue : k = Gelye. Lorsque 1’on connait la constante de
conductivité de la cellule k, on peut déterminer la conductivité y d’un électrolyte quelconque,

en mesurant la conductance G de la cellule immergée dans cet électrolyte : y= G/k.
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IV. 2. 6. 2. Biocapteur potentiométrique

Le potentiométre permet de mesurer 1’accumulation de charge sur une électrode indicatrice

(électrode de mesure), (figure 1-10).

électrode de calomel

- -
Ay fy 4 A
¥ + ¥

[ K’ K"

Figure. 1. 10. Accumulation de charge, potentiel

La potentiomeétrie est une méthode électrochimique basée sur la mesure de la différence de
potentiel entre une électrode de mesure et une électrode de référence (figure 1-11). La
détermination des potentiels des électrodes permet de mesurer directement la concentration de

I’analyte a doser [26].

mYy
Electrode
Electrode de N <
Ll - -
Electrode référence ionique
Reférence interne

Solution de
Séparateur pc:ureux__):r

référence interne
Membrane Solution & analyser
selective sélective

Membrane

Figure. I. 11. Schéma d’une électrode ionique et de la chaine de mesure.

Dans ce type de systéeme, un équilibre local est établi a la surface du capteur et conduit a la
génération d’un potentiel proportionnel au logarithme de la concentration (activité) de
I’échantillon selon le model Nernstien :

E, =Eges +RT/NF*INag, /a2, (1-2)
Ou :
Ep : représente le potentiel du couple redox ;
EC red : le potentiel normal standard du couple redox ;

23



Chapitre. I. Généralités sur les biocapteurs

R : la constante des gaz parfaits (8,314 J. K *.mol %) ;

aox/a Rreq : le rapport de 1’activité de I’espéce déterminant le potentiel a 1’état oxydé et a 1’état
réduit ;

T : la température absolue en Kelvin ;

F : constante de Faraday = 96500 C.mol™.

IV. 2. 6. 3. Biocapteurs ampérométriques

Les biocapteurs ampérométriques [27-29] font partie des dispositifs les plus répandus et les
plus commercialisés. La biotechnologie analytique a débuté par ces biocapteurs suite aux
travaux de Clark en 1956. Par la suite, un grand nombre de travaux ont été réalisés par
différentes équipes. Ces dispositifs reposent sur la mesure du courant produit lors d’une
réaction chimique. De ce fait, ce type de capteur nécessite un biorécepteur qui consomme ou
produit une espéce électroactive. La détection d’un substrat en solution est alors réalisée via
I’oxydation ou la réduction de cette espece directement a la surface de 1’¢lectrode (potentiel
constant et enregistrement de 1’intensite).

On distingue trois groupes de biocapteurs ampérométriques: les biocapteurs de premiére
génération, les biocapteurs de deuxiéme génération et les biocapteurs de troisieme génération

IV. 2. 6. 3. 1. Les biocapteurs de premiere genération
La premiere génération de biocapteurs ampérometriques (figure 1-12) a ete développée par
Leland Clark [4]. Dans ces systémes, 1’analyte, obtenu suite a la réaction avec I’enzyme, est
directement oxyd¢ ou réduit au niveau de 1’¢électrode. En prenant ’exemple d’un biocapteur a
glucose utilisant la glucose oxydase comme enzyme (le biorécepteur), nous avons les
réactions rédox suivantes (équations I-3-a et 1-3-b).
GOx(FAD) + glucose — GOx(FADH,) + gluconolactone (a)

(1-3)
GOx(FADHy) + O, — GOx(FAD) + H,0, (b)
Par la suite, ce principe a été amélioré et développé notamment par Updike et Hicks qui, en
1967, ont mis au point un systéme a deux électrodes a oxygene, dont une recouverte
d’enzyme, ce qui permet de mesurer une différence de courant par rapport a 1’¢lectrode
référence [6]. En 1973, Guilbault et Lubrano [30] ont finalisé une électrode enzymatique
quantifiant le glucose par la mesure du courant résultant cette fois de I’oxydation du peroxyde
d’hydrogéne produit par la réaction enzymatique, sur une anode polarisée, selon 1’équation (I-

4):
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H,Oy ——» O, + 2H" + 2¢” (|-4)
Dans ce type de systeme, deux cas de figure se présentent donc. On peut mesurer soit la

consommation de dioxygéne (figure I-12. a) soit la production d’eau oxygénée (figure 1-12.
b).
H202 EDK S
0, Ed P
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(a)

Figure. 1. 12. Principe des biocapteurs ampérométriques de premiére génération pour la détection de la
consommation de dioxygene (a) et la production de peroxyde d’hydrogéne (b).
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Quel que soit le mode de détection choisi des limitations existent. Effectivement, les
biocapteurs a glucose, basés sur la détection de la consommation de dioxygene, sont assujettis
aux fluctuations de la pression partielle en oxygene et a la limitation stoechiométrique
d'oxygene (concentration en oxygeéne dissous bien inférieure a la concentration physiologique
en glucose). De ce fait, la réponse de ces biocapteurs perd en linéarité vis-a-vis de la
concentration de glucose dans le milieu.

De méme les biocapteurs a glucose, basés sur la détection de la production de peroxyde
d’hydrogéne, présentent également des limitations. En effet, un grand nombre de substances «
électroactives», telles 1’acide ascorbique, 1’acide urique, le glutathion ou encore les
catécholamines présentes dans les organismes vivants, sont susceptibles d’étre oxydées au
potentiel d’oxydation du peroxyde d’hydrogéne (+0,65V / ECS). De ce fait, cela va créer des
interférences dans la réponse du biocapteur vis-a-vis du glucose rendant la mesure non
sélective.

Bien d’autres pistes ont été proposées afin de s’affranchir de telles interférences, mais une
nouvelle génération de biocapteurs ampérométriques a également été développée dans le but

d’augmenter la sélectivité de 1I’¢électrode.

IV. 2. 6. 3. 2. Les biocapteurs de deuxiéme génération
La seconde génération de biocapteurs ampérométriques (figure 1-13) est constituée de
transducteurs qui utilisent d'autres espéces oxydantes, appelées médiateurs, comme

transporteurs d'électrons entre 1’électrode et le centre rédox de I’enzyme (équation I-5).
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glucose + GOx(FAD) = — acide gluconique + GOx(FADH,) (a)
GOX(FADH,) + 2M(,xy — GOX(FAD) + 2M(red) + 2H" (b) (1-5)
ZM(,—ed) e ZM(OX) + 2¢’ (C)

Y Mg Eox S
\'[I E/eq P

Figure. 1. 13.Principe des biocapteurs ampérométriques de deuxieéme génération.

Par conséquent cette catalyse enzymatique mettant en jeu un troisieme couple rédox (M(ox) /
M(eq)) permet de travailler a des potentiels plus faibles, ce qui diminue sensiblement
I'influence de l'oxygeéne et les interférences dues aux substances contaminantes. Un grand
nombre des especes présentes naturellement dans les organismes vivants, ont un potentiel
rédox faible et souvent inférieur a celui de ’oxygeéne. On comprend donc bien la nécessité
d’abaisser le potentiel de travail des biocapteurs, en utilisant un médiateur (figure 1-14), afin

de s’affranchir des interférences dues a ces substances.

Os? GOx FAD Gluconolactone

-0,56 V

Carbon Electrode, ~0.02 V

Os2+ GOx FADH; Glucose

Figure. 1. 14. Echelle des potentiels standards des couples rédox mis en jeu dans une bioanode (/ Ag/AgCl)
dédiée a ’oxydation du glucose.

Les médiateurs sont, en genéral, des espéces de faible poids moléculaire. Le cofacteur de
I’enzyme lui-méme peut étre utilisé en tant que médiateur. Malheureusement celui-ci ne peut
se régénérer spontanement a un potentiel convenable a 1’anode.

Les médiateurs peuvent étre utilisés soit en solution, soit de préférence en I’immobilisant a la
surface de I’¢lectrode. En solution, la mise en ceuvre est plus facile mais n’est pas
technologiquement viable en tant que biocapteur in vivo. En effet, certains médiateurs sont

toxiques et les immobiliser permet de limiter leur impact sur l’organisme. De plus,
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I’immobilisation du médiateur permet une utilisation sur la durée et donc baisse les codts ce
qui est un facteur non négligeable. Cependant, ces biocapteurs ampérometriques présentent
I’inconvénient d’avoir une stabilité assez réduite. De plus, un certain nombre de critéres
doivent étre respectés afin de sélectionner le médiateur :

B La tension appliquée ne doit pas dépasser le potentiel de réduction de 1’oxygéne.

B Le médiateur réduit ne doit pas réagir avec l'oxygene.

B Le transfert des électrons entre le médiateur et I'enzyme doit étre tres rapide.

B Le médiateur ne doit pas étre influencé par le pH.

B Le médiateur doit étre non toxique.
Ces systéemes sont donc soumis a un grand nombre de contraintes et donc une troisieme

génération de biocapteurs a été étudiée.

IV. 2. 6. 3. 3. Les biocapteurs de troisieme génération

Dans la troisiéme génération de biocapteur, le principe est ici d’avoir un transfert d’électron
direct entre ’enzyme et 1’¢lectrode via le site actif de I’enzyme (figure 1-15). Ceci se fait tout
en gardant une séparation spatiale minimale entre les deux sites (accepteur et donneur

d’¢électrons).

AN

=

Figure. 1. 15. Principe des biocapteurs ampérométriques de troisieme génération.

Ces systemes présentent I’avantage de limiter fortement les interférences que I’on peut
rencontrer lors de dosage dans des milieux complexes [31], et ce du fait que le potentiel de
travail est tres bas, proche du potentiel rédox de I’enzyme. Cependant trés peu d’enzymes
permettent le transfert direct des électrons avec des électrodes dites conventionnelles. Cet état
de fait fut a I’origine de la nécessité de développer de nouveaux matériaux d’électrode.

Les biocapteurs ampérométriques de troisieme génération présentent théoriquement une
bonne sélectivité et de ce fait possédent un fort potentiel de développement. Néanmoins, tres
peu de biocapteurs ampérométriques de troisieme génération le sont réellement. En effet, la

plupart des technologies développées, hormis certaines a base de nanotubes de carbone qui
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permettent une connexion intime avec le site actif de 1’enzyme [32], nécessitent

I’incorporation de médiateur dans le matériau d’¢électrode.

V. Techniques d’immobilisation des biomolécules

V. 1. Introduction

Un point essentiel pour la fabrication d’un biocapteur est le greffage des biomolécules actives
(enzymes, anticorps, cellules, ou tissus...) sur la surface du transducteur. Différentes
procédures d’immobilisation du biorécepteur ont été développées dans le but d’avoir une
immobilisation efficace et stable des biomolécules actives sur la surface du transducteur, de
maintenir complétement les propriétés biologiques des biomolécules actives et garantir une
accessibilité et une réactivité maximales du biorécepteur [33- 35], la sélection d’une méthode
d’immobilisation appropriée dépend de la nature de la molécule biologique, du type du
transducteur utilisé, des propriétés physico-chimiques de I’analyte et des conditions
opératoires du biocapteur [12]. Il existe plusieurs techniques d’immobilisation que I’on peut

subdiviser en procédeés physiques et en procédés chimiques (figure 1-16).

'
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Figure. 1. 16. Représentation schématique des différentes méthodes d’immobilisation de I’élément biologique.

Préalablement, I’immobilisation physique laisse le biorécepteur intact, mais la faiblesse de la
liaison (forces de Van der Waals) peut entrainer une perte du biorécepteur et une sensibilité
élevée aux parametres physico-chimiques (t°, pH,...). Ce type de rétention exploite la grande
différence de taille entre la molécule sonde et la cible, d’ou I’idée de créer une barriére semi-
perméable pour retenir la molécule. Parmi les immobilisations qui appartiennent a cette
catégorie on site: I’immobilisation par adsorption qui est basé sur 1’établissement

d’interactions de faible énergie de type ionique, polaire ou hydrophobe ou encore des liaisons
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hydrogenes et des forces Van der Waals, entre les groupes fonctionnels de la molécule active
(biorécepteur) et la surface de support (le transducteur).

L’immobilisation par piégeage consiste a incorporer la molécule biologiquement active dans
une matrice organique (polymeres) ou inorganique (argiles). Nous trouvons aussi la rétention
par une membrane qui consiste en une technique d’immobilisation connue sous le nom
Langmuir-Blodget (LB). Elle repose sur 1’adsorption de biomolécule sur une monocouche de
tensio-actif, comme 1’octodécylamine (ODA) grace a la force électronique. On obtient un film
LB dans lequel la biomolécule est emprisonnée entre deux couches d’ODA. Une fois déposé
sur le transducteur, ces films sont traités avec des vapeurs de glutaraldehyde pour améliorer
leur stabilité.

Tandis que I’immobilisation chimique implique la formation d’une liaison chimique entre la
molécule active et un groupe réactif d’un agent d’immobilisation ou du support. La liaison se
réalise, soit par création d’une vraie liaison covalente (fixation covalente sur support active)
soit par coreticulation qui est basée sur I’interaction entre une protéine de charge (comme
I’albumine) et un agent bifonctionnel, pour la formation d’un réseau [36]. L’immobilisation
chimique présente souvent I’avantage de stabiliser la protéine et de permettre une utilisation
prolongée [37].

Le développement des biocapteurs réalisé dans ce travail se base sur le greffage des molécules

par des liaisons covalentes. Ainsi, on s’intéresse, dans ce qui suit, a définir ce type de liaison.

V. 2. Greffage covalent

L’utilisation des liaisons covalentes permet d’obtenir une bonne stabilit¢ de vie de la
biomolécule active greffée sur 1’¢lectrode. Elle permet également d’avoir des fortes liaisons
qui assurent une meilleure fixation de la biomolécule sur la surface du transducteur. Cette
technique est basée sur la réaction entre un groupement fonctionnel de la molécule active et
un groupement fonctionnel du support préalablement activé. Les groupements fonctionnels
disponibles pour les enzymes ou les protéines proviennent des chaines latérales des acides
aminés, notamment les groupements g-amine de la lysine, carboxyle de 1’asparatate et du
glutamate, sulfhydryles de la cystéine et hydroxyphénolique de la tyrosine. Des réactifs
bifonctionnels, tels que le glutaraldéhyde et carbodiimide sont aussi tres utilisés pour
I’immobilisation des protéines. D’autres stratégies utilisent des interactions d’affinité
spécifique entre les molécules préalablement fixees aux supports et les molécules sondes a

immobiliser.
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Pour assurer des liaisons covalentes, généralement, des surfaces métalliques telles que 1’or et
I’argent peuvent tre fonctionnalisées avec des groupement amines, hydroxyles ou carboxyles
en réagissant avec des aminoalcanethiols, hydroxyalcanethiols et carboxylcanethiols
simultanément.

Plus récemment, des électrodes meétalliques sur lesquelles sont déposés, par voie
électrochimique, des films de polymere conducteur fonctionnalisé permettent

I’immobilisation des biomolécules actives par liaison covalente.

VI. Les applications des biocapteurs

Les biocapteurs font partie de I’instrumentation qui touche un grand nombre de secteurs
d’activité industrielle, notamment le secteur médical en domaine hospitalier ou a domicile, le
secteur agro-alimentaire pour le contrdle des processus de fabrication, le secteur de la

protection de I’environnement et le secteur de la défense.

VI. 1. Le secteur biomédical

A Theure actuelle, ce sont les capteurs enzymatiques les plus utilisés en raison de la
spécificité du dosage et de la facilité de mise en ceuvre. Les enzymes et les transducteurs
correspondants sont aussi disponibles en général dans le commerce.

Dans le domaine médical, c’est 1’¢lectrode a glucose oxydase qui retient 1’attention, a cause
de I'intérét qu’elle présente pour le dosage du glucose dans le sang et dans I’urine pour le
diagnostic du diabéte. Cependant, 'utilisation du biocapteur in vivo demande la résolution
des problémes de biocompatibilité. Outre 1’¢électrode de glucose, d’autres biocapteurs sont
capable de doser les métabolites en milieu biologique : 1’électrode d’urée et de créatinine
permet le controle de la fonction rénale, 1’¢lectrode de cholestérol pour le dépistage et la
prévention de ’artériosclérose, 1’électrode d’acétylcholine pour le suivi du neurotransmetteur
en relation avec la transmission chimique au niveau des synapses et I’¢lectrode de lactate pour

I’évaluation de I’effort musculaire [38].

VI. 2. Le secteur agroalimentaire
Dans I’industrie alimentaire, les applications des biocapteurs sont multiples, grace a leur
sensibilité aux produits biologiques. Les biocapteurs se prétent au dosage des ingrédients,

additifs alimentaires, contaminants ou toxines. L’utilisation de 1’¢lectrode de glucose permet
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de déterminer la fraicheur de la viande par la consommation du sucre par les microbes
présents a la surface [39]. De méme, il est possible d’avoir une indication de I’état de
fraicheur des poissons par un capteur sensible a I’hypoxanthine, a linosine et a I’inosine 5

monosphate [40, 41]

VI. 3. Le secteur environnemental

Afin de répondre aux nouvelles dispositions législatives concernant le contréle des rejets de
polluants, les biocapteurs présentent des avantages certains sur les techniques d’analyses
chimiques conventionnelles méme si elles sont extrémement précises, n’en demeurent pas
moins coliteuses et nécessitent une main d’ceuvre qualifiée. Les biocapteurs sont, pour leur
part, trés sensibles et peuvent détecter de trés faibles concentrations de toxiques [42].

IIs peuvent également opérer dans des matrices complexes directement prélevées dans le
milieu naturel, les délais de réponse sont donc courts puisque la préparation des échantillons
est rapide. Ceci permet alors d’envisager I’emploi de tels outils pour instrumenter des sites et
obtenir des informations en continu et en temps réel quant a la présence de polluants. Depuis
une vingtaine d’années, de nombreux biocapteurs destinés au controle environnemental ont
été développés, et dans certains cas commercialisés, pour détecter les grandes familles de

substances susceptibles de polluer les écosystéemes aquatiques.

VI. 3. 1. Les pesticides

Différents types de biocapteurs ont été développés afin de détecter les pesticides [42].

Un grand nombre de ces biocapteurs repose sur I’inhibition des enzymes cholinestérases par
des composés organophosphorés et carbamates et utilisent des capteurs électrochimiques
comme transducteurs. Cremisini et al. (1995) proposent, par exemple, un capteur
ampérométrique a acétylcholinestérase pour la détection de paraoxon dans la gamme 1 a
15ppb [43]. On trouve également des capteurs conductimétriques ou ISFET pour la détection
de méthyl-parathion ou de méthyl-paraoxon avec des limites de détection (Ld) inférieures a
25 ppb [44, 45].

L’utilisation de systémes FIA 11 (le systéme d’analyse par injection en flux continue) permet
de se rapprocher de la configuration la plus adaptée aux mesures sur site et a été utilisée par
Pogacnik et Franko (2001) pour étudier I’inhibition de cholinestérases de différentes origines
par du paraoxon (Ld inférieure a 0,5ppb) et du carbofuran (Ld inférieure a 5ppb) afin

d’optimiser le choix du biorécepteur [46]. Quelques immunocapteurs ont également fait
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I’objet de recherches. La plupart est basée sur des détections optiques et permet la mise en
¢évidence d’atrazine, de s-triazines et de carbaryl [47].

Enfin, des capteurs a cellules entiéres sont apparus récemment et reposent généralement sur la
mesure de I’activité photosynthétique de cellules algales perturbée en présence d’herbicides.
En mesurant la fluorescence chlorophyllienne, Frense et al. (1998) ont mis en évidence la
présence d’atrazine jusqu’a 1ppb [48].

Les travaux menés par Vedrine (2003) ont débouché sur la mise au point d’un biocapteur a
cellules algales sensible a des concentrations inférieures a 0,25 ppb en atrazine, a 0,025ppb en
diuron et isoproturon et a 0,5ppb en simazine [49].

D’autres auteurs se sont intéressés aux variations de la consommation d’O, ou de la

production de CO; lors de la photosynthése pour détecter la présence d’herbicides [50 - 52].

V1. 3. 2. Les métaux lourds

Pour la détection de métaux lourds, des enzymes purifiées ont permis la mise au point de
biocapteurs adaptés pour la détection des métaux lourds notamment 1’uréase [53, 54] et la
phosphatase alcaline [55, 56].

Des biocapteurs optiques utilisant des algues Chlorella vulgariscomme biorécepteurs ont
permis de suivre 1’activité des phosphatases alcalines membranaires ainsi que leurs
perturbations en présence de divers métaux lourds avec des limites de détection d’environ 10
ppb pour Cd?* et Pb** [57].

D’autres capteurs basés sur la fluorescence chlorophyllienne d’algues immobilisées peuvent

¢galement servir a la détection du mercure et du cuivre comme 1’ont montré Campanella et al.

(2000) [51].

VI. 3. 3. Autres pollutions

Les phénols sont des molécules dont 1’usage est trés répandu (pesticides, plastiques,
surfactants, médicaments...).

L’enzyme tyrosinase utilisant des dérivés phénoliques comme substrat a permis de développer
de nombreux capteurs. Mai Anh et al. (2002) ont ainsi propose des capteurs ISFET a
tyrosinase pour la détection de phénol dans 1’eau avec une limite de détection de 20 ppm pour
le4-chlorophénol [58]. De nombreux autres capteurs électrochimiques avec des limites de
détection inférieures a 0,5ppb ont également fait ’objet d’études [42, 59].

Enfin, 1’évaluation de la pollution organique globale peut étre réalisée grace a des biocapteurs

basés sur la mesure de la DBO de bactéries immobilisées. La dégradation de molécules
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organiques par les microorganismes s’accompagne en effet d’une augmentation de leur

consommation en oxygene modifiant le signal mesuré par le capteur [12].

VII. Les biocapteurs enzymatiques

VII. 1. Définition et classification
Les enzymes, catalyseurs biologiques des organismes vivants, sont des macromolécules
majoritairement de nature protéique et chirale [60]. Elles sont constituées de plusieurs acides
a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par condensation entre le
groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine d’un autre acide aminé afin
de former une liaison amide. Les enzymes sont donc des polypeptides de masses moléculaires
élevées entre 10 a 1 000 kDa.
Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de
I’énergie, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en fonction de
leur activité catalytique que celles-ci sont classées.
Chaque classe est divisée en sous-classe et chaque sous-classe en sous-sous-classe. Un
"numéro” de classification est associé a chaque enzyme et est appelé "EC number”. 1l se
présente de la maniere suivante : EC [numéro de la classe]. [numéro de la sous-classe].
[numéro de la sous-sous-classe].[numéro individuel de série dans la sous-sous classe].
Une nomenclature a été proposee par la Commission des Enzymes de I'Union Internationale
de Biochimie divisant les enzymes en six grandes classes [61] : 1- les hydrolases ; 2- les
oxydoréductases ; 3-les transférases ; 4-les lyases; 5-les isomérases et 6 —les liages.

1- Oxydoréductases (qui catalysent des réactions d’oxydoréduction)

Ce sont des enzymes qui transfeérent des €lectrons, seuls ou accompagnés de protons, d’un

donneur a un accepteur, celui-ci peut étre de 1’oxygéne

2- Transférases (qui catalysent le transfert de groupements fonctionnels)

Ce sont des enzymes (transaméthylase, transcétolase, etc.) qui catalysent le transfert d’un

radical, d’un donneur a un accepteur.

3- Hydrolases (qui catalysent des réactions d’hydrolyse)

4- Lyases (qui catalysent des réactions d’addition sur une double liaison)

Ce sont des enzymes qui catalysent la formation d’une double liaison sur un substrat en

déplagant un groupe chimique. La double liaison peut s’établir entre deux atomes de

carbone ou avec un atome différent : O, S, N, ou halogene...
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5- Isomérases (qui catalysent des réactions d’isomérisation). Ce sont des enzymes qui
catalysent des réarrangements intramoléculaires.

6- Ligases ou synthétases (formation des liaisons avec clivage de I’ATP).

VII. 2. La catalyse enzymatique

La catalyse enzymatique repose sur les mémes principes que les autres catalyses. Un
catalyseur, ici I’enzyme, va permettre d’augmenter la vitesse d’une réaction et ce, sans
modifier les fonctions thermodynamiques de celle-ci. Le catalyseur va permettre d’abaisser
I’énergie d’activation de la réaction et d’augmenter le nombre de molécules susceptibles de
réagir. En effet, ’état de transition se retrouve a une ¢énergie inférieure, en présence
d’enzyme, ce qui a pour résultat d’abaisser 1’énergie d’activation comme illustré sur la figure
[-17. a. Cette diminution de 1’énergie d’activation augmente le nombre de molécules de
substrat converties en produit par unité de temps comme on peut le voir sur la figure 1-17. b.
Ces phénomenes sont a mettre en relation avec les notions de Turn Over Number (TON) et
Turn Over Frequency (TOF). Le TON représente le nombre de moles de substrat converties
par le catalyseur. Le TOF peut étre défini comme le nombre de moles de substrat converties
par le catalyseur par unité de temps.
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Figure .1. 17. (a) Diagramme énergétique d’une réaction chimique catalysée par une enzyme [60]. (b) Effet de la
diminution de 1’énergie d’activation sur le nombre de molécules susceptibles de réagir [62].

Dans les faits, le substrat va se lier a I’enzyme et plus particuliérement au site actif de celle-Ci
afin de former un complexe intermédiaire enzyme-substrat [60]. Suite a la rupture de cette
liaison, dont la durée de vie est limitée et bien définie, un produit va étre formé (figure 1-18).
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Figure. 1. 18. Schéma du mécanisme d’un cycle de catalyse enzymatique (type protéase).

VI11.3. Principe de fonctionnement d’un biocapteur enzymatique

Comme il est indiqué sur la figure (1-19), la surface sensible du transducteur est mise en
contact avec la couche enzymatique. On suppose qu’il n’existe pas de transfert de masse a
travers cette interface. La face externe de la couche enzymatique est trempée dans une
solution contenant le substrat a doser. Ce substrat va migrer vers 1’intérieur de cette couche et
sera décomposé en produit de réaction dés qu’il entrera en contact avec I’enzyme
immobilisée. Pour assurer une mise en équilibre rapides des concentrations, la membrane
enzymatique doit étre aussi fine que possible et la solution bien agitée pour assurer un apport
constant en substrat. En reésumé, les différentes étapes mises en jeu au cours du

fonctionnement du capteur enzymatique sont :

transducteur

EMZYM= Couche

5§ — =P

snzymatique

solution

Figure. 1. 19. Représentation schématique de la diffusion du substrat S et du produit P dans une couche
enzymatique fixée sur un transducteur [12].
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1) transport du substrat de la masse de la solution vers la couche enzymatique,

2) diffusion du substrat dans cette couche accompagnée de la transformation
enzymatique du substrat en produit de réaction,

3) migration du produit vers le transducteur,

4) conversion de la concentration du produit a cette interface, par le transducteur, en

signal électrique.

VI1.4. Propriétés des enzymes immobilisées
L’immobilisation des enzymes conduit trés souvent a un changement de leurs propriétés

physiques, chimiques et cinétiques [63].

VI11.4. 1.Stabilité
Une des propriétés importantes et caractéristiques de I’immobilisation est I’amélioration de la
stabilité dans le temps et de la résistance vis-a-vis de la dénaturation. La stabilité de I’enzyme

immobilisée dépend beaucoup du micreenvironnement impos¢ par le support.

VI1.4. 2. Propriétés cinétiques

L’immobilisation des enzymes affecte beaucoup leurs propriétés cinétiques. En effets, a la
vitesse de la réaction enzymatiques proprement dit, il faut ajouter I’effet du
micreenvironnement qui conditionne toute ’activité catalytique. Ainsi les phénomenes de
diffusion limitent 1’accés du substrat au niveau du site enzymatique. Ceci a pour conséquence
une variation de la vitesse maximale V), et de la constante de Michaelis Ky de I’enzyme ;
cette derniere constante pouvant avoir une valeur 10 fois supérieure. De méme, le pH de
I’enzyme peut étre modifi€é, en particulier lorsque la réaction enzymatique met en jeu une

libération ou une consommation de protons.

VI1.4. 2. 1. Le modéle de Michaelis & Menten

VIl.4.2. 1. 1. L’équation de Michaelis & Menten

Les premiers a avoir proposé et développé une théorie en catalyse enzymatique en phase
homogeéne, furent Leonor Michaelis et Maud Menten, en 1913 [64]. lls proposerent une
équation, 1’équation de Michaelis & Menten (équation 7), reposant sur I’hypothése qu’un
équilibre rapide entre les concentrations en enzyme, en substrat et en complexe enzyme-

substrat s’établit au cours de la réaction catalysée. La concentration totale du substrat [S], doit
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étre trés supérieure en comparaison a celle de I'enzyme [E]o et les mesures de cinétique seront

toujours faites pour des concentrations de produit trés faible.

2 k>
E+S = ES > E+P ()
ks

Ou ki, k1 et k, sont les constantes de vitesse

La vitesse V s’écrit sous la forme :

v=V, L (1-7)

k,+k
OuK,, =——= estlaconstante de Michaelis de 1’enzyme

+1
V,, est lavitesse maximale de la réaction enzymatique.

VIL.4. 2. 1. 2. Les constantes cinétiques

» Lavitesse maximale
La vitesse maximale est l'asymptote de la branche hyperbolique représentant I'équation de
Michaélis-Menten dans le modele de Michaélis-Menten. Cette branche hyperbolique est aussi

appelée courbe de saturation de 1’enzyme par le substrat (figure 1-20) :

V A V max

»
S
51
Figure. 1. 20. Relation hyperbolique entre la vitesse de la réaction enzymatique (V) et la concentration initiale
du substrat ([S]o) pour une concentration en enzyme ([Eg]) donnée.
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» La constante catalytique
La constante catalytique d’une enzyme, appelée kcat, est une mesure de 1’activité catalytique
maximale de cette enzyme. Elle représente le nombre de molécules de substrat par unité de
temps.

» Constante de Michaelis
La constante de Michaelis, appelée Ky, est inversement proportionnelle a I’affinité de
I’enzyme pour son substrat. L’affinit¢ de I’enzyme pour son substrat diminue avec la
constante de Michaelis.
Elle peut étre définie également comme la concentration en substrat pour laquelle la vitesse
initiale de la réaction est égale a la moitié de la vitesse initiale maximale. Son unité est donc
exprimée en mol.L™.

» Constante de spécificité
La constante catalytique et la constante de Michaelis, prises séparément, ne sont pas
suffisantes pour caractériser une enzyme. En effet, une enzyme peut avoir une grande affinité

vis-a-vis de son substrat (faible valeur de Ky) mais une efficacité catalytique faible (faible

. K, , .
valeur de k¢y) et inversement. Le rapport entre ces deux constantes, KC—‘” represente mieux la
M

spécificité globale d’une enzyme par rapport a son substrat. Ce rapport est appelé efficacité

catalytique.
VI1.5. Parametres affectant la réponse des capteurs enzymatique

VII. 5. 1. Effet du pH

La sensibilité au pH de la réponse d’un capteur est expliquée simplement par le fait que les
substrats et les sites actifs des enzymes portent souvent des groupes fonctionnels acides ou
basiques dont I’ionisation varie avec le pH. Ce dernier peut agir sur les paramétres cinétiques.
Ces effets de pH et leur magnitude différent d’une enzyme a ’autre [65] (figure 1-21).Donc
I’effet du pH reléve de deux possibilités : d’une part I’activité enzymatique est fonction du
pH, d’autre part le pH peut agir sur 1’équilibre de dissociation du produit formé dont une
forme seulement est détectable par le transducteur. Dans le cas ou le pH intervient dans
I’activité enzymatique, une perte de cette activité peut étre compensée par 1’augmentation de

la charge enzymatique de la membrane.
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Figure. I. 21. L'effet de pH sur deux enzymes différentes.

VII. 5. 2. Effet de température

La vitesse des réactions chimiques augmente généralement avec la température en raison de
I’énergie cinétique fournie aux molécules pour augmenter le nombre de collisions efficaces
conduisant aux produits de réaction. Cependant, pour les enzymes dont la structure tertiaire,
trés ordonnée et complexe, est nécessaire a la fixation stéréospécifique du substrat, I’élévation
de la température peut détruire cette structure conduisant a la perte d’activité enzymatique.
L’activation par la température d’une réaction enzymatique s’accompagne toujours du
phénomeéne de dénaturation thermique irréversible. Il existe une température optimale qui
permet d’obtenir une vitesse constante pendant toute la durée de 1’expérience. Il en résulte
I’existence d’une température critique T, au-dela de la quelle il se produit le phénomene de
dénaturation.

La température augmente également la vitesse de diffusion des différentes espéces chimiques
dans la couche active, ce qui améliore le temps de réponse.

Lorsque la charge enzymatique de la membrane active est élevée, la concentration du produit
formé au contact du transducteur est pratiguement la méme que celle du substrat dans la
solution a doser. Dans ce cas, une augmentation de 1’activité enzymatique par élévation de

température a peu d’influence sur la réponse du capteur [12].
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Figure. 1. 22. Réponse de ’électrode 4 AChE vis-a-vis de ’acétylcholine (107 M) en fonction de la température.

Sur la figure (1-22), on peut remarquer que la réponse du capteur est peu affectée par des
variations de la température lorsque celle-ci reste comprise entre 10 et 40°C [3]. Au-dela de
40°C, la diminution de I’activité enzymatique correspond a la dénaturation de I’enzyme. Au-
dessous de 10°C, D’activité apparente de la couche enzymatique diminue, entralnant une
baisse de la réponse du capteur. Dans la pratique, il est conseillé de travailler a 30°C environ,
soit a 10°C au-dessous de la température optimale utilisable, afin de limiter les phénomeénes

de dénaturation et de prolonger ainsi la durée de vie du capteur.

VII. 5. 3. Effet de force ionique

L’influence de la force ionique sur la vitesse d’une réaction enzymatique provient de la nature
des sels choisis pour effectuer les solutions tampons. En effet, une méme enzyme peut avoir
une activité plus grande en milieu tampon citrate qu’en milieu tampon acétate au méme pH.
La différence vient du fait que le citrate chélate les ions métalliques présents qui pourraient
inhiber I’enzyme. La présence des sels peut aussi affecter la vitesse d’une réaction
enzymatique, soit par déplacement de 1’équilibre de formation du complexe activé, soit par
leur combinaison avec les réactants. Pour obtenir des résultats reproductibles, la force ionique

du systéme ne doit pas varier de fagon appréciable.
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VII. 5. 4. Effet des interférences

Un composé est interférent lorsque sa présence modifie la réponse du capteur vis-a-vis de
I’échantillon a doser. Il y a trois types d’interférents selon qu’ils agissent sur le transducteur
de base, sur I’activit¢ de I’enzyme ou sur les composés mis en jeu dans la réaction

enzymatique.

VII.5. 4. 1. Interférence sur le transducteur de base

Quelle que soit sa nature, le transducteur n’est jamais parfaitement spécifique a un produit,
mais plutot sélectif, ce qui le rend également sensible a d’autres substances. Ainsi, une
électrode & cations monovalents, utilisée pour détecter NH** dans 1’électrode & uréase [66,

67], est également sensible & Li*, Na*, K" et H'.

VII. 5. 4.2. Interférence sur activité de I’enzyme

Certains composés peuvent augmenter ou diminuer |’activit¢ de 1’enzyme : ce sont
respectivement des activateurs ou des inhibiteurs. Lorsque le dosage du substrat s’effectuer en
présence des inhibiteurs, il est possible de lever I’inhibition en augmentant la charge
enzymatique de la membrane

Ce phénomene s’explique aisément par I’observation des profils de concentration du substrat
S et du produit P dans la couche fixée sur le transducteur (figure 1-23).Lorsque la couche
immobilisée possede une faible activité enzymatique (a), la concentration du substrat décrit au
fur et a mesure de sa diffusion vers le transducteur ou elle est égale a [S].. dans ce cas, la
réaction enzymatique a lieu sur toute 1I’épaisseur de la couche active et la concentration du
produit, au contact du transducteur, reste toujours inférieure a la concentration du substrat
dans le milieu échantillon ([P]e<[S]o). A 1’état stationnaire, ou [S]+[P]=[S]o en tout point de la
couche active, toutes les molécules enzymatiques participent a la réaction dont la vitesse est
traduite par la valeur de la concentration du produit [P]e a la surface du transducteur.

Lorsque la couche immobilisée possede une forte activité enzymatique (b), la vitesse de
conversion du substrat est si rapide que cette réaction n’a lieu que dans une partie de la
couche actine, I’autre partie appelée « zone morte » n’est pas utilisée car la concentration du
substrat y est nulle. La zone morte est limitée par une « frontiére libre », dont la position varie
avec l’activité¢ de I’enzyme immobilisée. Dans cette partie de la couche, la concentration du
produit atteint sa valeur maximale [S] o correspondant a la concentration du substrat dans le
milieu échantillon. En conséquence, aucune variation de 1’activité enzymatique en présence

d’un activateur ou d’un inhibiteur ne peut étre détectée puisque [P].=[S] o= constante.

42



Chapitre. I. Généralités sur les biocapteurs

On voit ainsi que I’interférence par ces composés peut étre levée en augmentant la charge

enzymatique de la couche active [68, 69].
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Figure. 1. 23. Profils de concentration du substrat et du produit dans une couche a faible activité enzymatique (a)
et une couche a forte activité enzymatique fixées sur un transducteur(b).

L’interférence sur D’activité enzymatique peut également provenir du non spécificité des
enzymes. La non spécificité d’une préparation enzymatique peut aussi étre dii a une
contamination par d’autres protéines enzymatiques pouvant engendrer une sensibilité du
capteur vis-a-vis d’autres espéces. Une purification de 1’enzyme permet de résoudre ce type

d’interférence.
VII. 5. 4. 3. Interférence sur les composeés de la réaction

Lorsqu’un composé réagit avec un substrat ou un produit de la réaction, il peut apporter une

erreur dans le dosage du substrat, en conséquence, la réponse du capteur est affectée.
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Chapitre. I11. Le silicium poreux

Introduction

Le silicium poreux a été découvert en 1956 par Uhlirs, lors d’une étude d’électropolissage du
silicium dans une solution d’acide fluorhydrique (HF) [1]. Ce matériau constitué de silicium
et du vide, a été utilisé pendant plusieurs années comme isolant dans les composants des
circuits électriques [2, 3]. Mais grace a la découverte de sa photoluminescence a température
ambiante en 1990 par Canham ensuite par Lehman et Gosele, le silicium poreux attira
I’attention du monde scientifique. La photoluminescence a ¢été alors explorée dans toute la
gamme du spectre visible [4]. L’étude des propriétés physiques de ce matériau par Vial et
Derrien, a conduit a utiliser ce matériaux dans de nombreuses applications comme matériau
photo luminescent [5, 6]. Il a servi aussi dans le domaine photovoltaique pour la réalisation de
couches anti-reflet [7] ou comme couches sacrificielles comme le proposent Bergman [8] et
Tayanaka [9]. Ainsi, en raison de sa grande surface spécifique, sa bonne compatibilité avec
les milieux biologiques, sa réactivité et sa capacité de transférer les électrons entre stimulus et
partie sensible, le silicium poreux a constitué un candidat puissant pour la réalisation des
capteurs optiques, chimiques et les capteurs biologiques connus couramment sous le nom de
biocapteurs [10-12].
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Chapitre. 1. Le silicium poreux

Dans cette premiére partie, nous commengons en premier lieu & décrire le mécanisme de
formation du silicium poreux par anodisation électrochimique, ses principales propriétés et
I’influence des conditions expérimentales sur ses caractéristiques. Ensuite, nous exposons une
revue bibliographique sur les différentes applications du silicium poreux et particulierement

son application pour la réalisation des capteurs et des biocapteurs.

l. Formation de SiP par anodisation électrochimique

Les trois grandes méthodes d’élaboration du silicium poreux sont : la structuration surfacique
par plasma pour la voie dite « seche » ou « spark etching » [13], la dissolution chimique ou
« stain etching » [14] et I’anodisation électrochimique [15, 16].

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’anodisation ¢lectrochimique comme
procédé d’¢laboration du silicium poreux. Cette méthode contrairement aux deux premicres,
présente 1’avantage d’obtenir des couches épaisses de silicium poreux et 1’accés a un large
éventail de morphologies.

Les nanostructures du silicium poreux se forment par dissolution électrochimique du silicium
dans une solution a base d’acide fluorhydrique (HF). La dissolution peut étre effectuée, soit a
courant constant, soit a tension constante [17]. L’anodisation a courant constant est souvent
préférée car elle permet de mieux contrdler la porosité et 1’épaisseur de la couche et assure

une meilleure reproductibilité de la morphologie des couches formees.

l. 1. Mécanisme de dissolution du silicium

A ce jour, le mécanisme de dissolution du silicium dans 1’acide fluorhydrique reste un sujet de
discussion. Plusieurs modeles ont été proposés. Le modeéle le plus cité est celui présenté par
Lehman et Gosele en 1991 [16]. Ce mécanisme de dissolution de silicium de type p est
détaillé dans la figure (11-1).

La surface de silicium immergée dans 1’acide fluorhydrique est initialement bien passivée par
de I’hydrogene (Figure 11-1-a). Les liaisons Si-H sont Iégerement polarisées. La surface de Si
reste inerte a I’attaque des ions fluor F en I’absence de courtant. Si un trou injecté de 1’anode
atteint la surface (figure 11-1-b), il polarise la liaison Si-H et rend possible la substitution de
cette liaison fragilisée par une liaison Si-F. Cette liaison polarise a son tour la liaison Si-H
adjacente et permet la création d’une seconde liaison Si-F avec libération de dihydrogéne H,

et d’un électron (figure 11-1-c). Comme les liaisons Si-F sont plus fortement polarisées que
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les liaisons Si-Si, une molécule SiF, se libére sous ’attaque du complexe par HF ou H,O.
(Figure 11-1-d). La surface résultante est ensuite passivée de nouveau par des atomes

d’hydrogéne.

Figure. I1. 1. lllustration du mécanisme de dissolution du Si de type p dans I’acide fluorhydrique [16]

l. 2. Les trois régimes d’anodisation électrochimiques

La caractéristique 1-V de la jonction « semi-conducteur — électrolyte » dépend de la nature du
substrat semi-conducteur ainsi que des espéces ioniques et moléculaires présentes dans
Iélectrolyte. La densité de courant dans une électrode semi-conductrice est limitée par la
cinétique de réaction sur I’interface « semi-conducteur — électrolyte » ou par la diffusion des
porteurs de charge dans 1’¢électrolyte.

La caractéristique I-V typique de Si poreux est présentée sur la figure (11-2).

Il existe trois zones qui caractérisent le processus d’anodisation : la zone de porosification, la
zone d’électro-polissage et la zone de transition.

La formation des pores a lieu pour les tensions 0< V<V Vs étant la tension qui correspond
au pic de densité de courant Jys. Ce pic est aussi souvent appelé « le pic d’électropolissage ».
La densité de courant J,s dépend principalement de la composition de 1’¢lectrolyte et
faiblement du substrat [18]. Pour les tensions V>V I’effet de 1’¢lectropolissage a lieu. On
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remarque ’existence d’une zone de transition, qui résulte de la compétition entre la formation

des pores et I’¢lectropolissage.
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Figure. I1. 2. Caractéristique |-V typique de I’anodisation électrochimique de Si

l. 3. Les parameétres d’anodisation électrochimique

Les caractéristiques morphologiques du silicium poreux telles que la porosité, la taille des
pores et des cristallites ou encore 1’épaisseur de la couche poreuse, sont contrdlées par les
parametres d’anodisation. La nature du substrat (type, niveau de dopage, orientation
cristalline), la densité de courant, la composition de 1’¢lectrolyte ou encore 1’illumination sont

les principaux paramétres qui influencent la gravure électrochimique du silicium.

l. 3. 1. Nature du substrat et condition d’éclairement

Les différents types de morphologie du silicium poreux sont contrdlés et classifiées selon le
type de dopage et la résistivité du substrat mais aussi selon les conditions d’illumination.
L’anodisation du silicium dopé p, dont la résistivité est supérieure ou égale a 1Q.cm, génére
un réseau de nanocristallites interconnectées de maniere aléatoire dont le diametre est compris
entre let 5Snm. Les pores sont de taille comparable a celle des nanocristallites. On obtient ainsi
du silicium nano-poreux [19].

Comme la taille des pores augmente avec le niveau de dopage, la microstructure du silicium
poreux préparé a partir d’un substrat de type P (résistivité p~10'3- 102 Q.cm) est constitué
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par un réseau de cristallites de tailles nanométriques ayant un diamétre moyen compris entre
10 et 100 nm, separées par des pores de dimensions équivalentes. Les pores se propagent de
maniere anisotrope dans une direction privilégiée et présentent de multiples ramifications
annexes. Le matériau obtenu est le silicium méso-poreux [20].

En ce qui concerne le substrat de type n (p~ 1 Q.cm), la morphologie du silicium poreux
dépend fortement de 1’éclairement au cours de 1’anodisation.

En absence d’éclairement, I’interface silicium/ électrolyte est un contact Schottky polarisé en
inverse. Un faible nombre de porteurs s’accumulent au fond des pores et une gravure
fortement anisotrope perpendiculaire a la surface de silicium est amorcée. Un réseau de
cristallites de dimensions comprises entre 0.1 et 1um est ainsi formé. Dans ce cas, on obtient
des macro-pores de silicium. [21]

Si on éclaire une des faces de la plaquette de silicium, des paires électron/trou sont générées
dans le substrat et affectent le caractere anisotrope de la gravure. Une couche de faible
épaisseur de silicium nano-poreux est formé en surface. Au-dela de quelques centaines de

nanometres, des macro-pores se forment.

l. 3. 2. Densité de courant

La densité de courant d’anodisation du silicium est un parameétre essentiel pour le contrdle de
la morphologie du silicium poreux. Pour une concentration, d’acide fluorhydrique, donnée, la

porosité et la vitesse de gravure augmentent avec la densité de courant.

l. 3. 3 Temps d’anodisation

Le temps d’anodisation influe sur 1’épaisseur de la couche poreuse. Cette derniére augmente
linéairement avec le temps d'anodisation. En effet, I'épaisseur de la couche formée au cours
d'une anodisation en mode galvanostatique (courant constant) est proportionnelle a la quantité

de charge échangée et par conséquent a la durée du temps d'anodisation.

l. 3. 4. Composition de I’électrolyte

L’acide fluorhydrique composant 1’¢électrolyte est initialement en dilution dans 1’eau. Le
silicium étant un matériau hydrophobe, le HF « pur » ne pénétre pas dans les pores initiés.
Ainsi I’adjonction d’un agent mouillant est indispensable pour favoriser la pénétration de

I’¢lectrolyte dans le réseau de pores. L’éthanol est le plus couramment utilisé car il mouille
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parfaitement la surface du silicium. Ceci est d a la diminution de la tension superficielle du
liquide en présence de I’éthanol, qui va permettre aux bulles d’hydrogéne formées lors de
I’anodisation électrochimique de quitter plus facilement la surface assurant une meilleure
homogénéité de I’attaque.

Pour une méme densité de courant, la porosité décroit lorsque la proportion de HF augmente
dans I’¢lectrolyte. Pour une faible concentration en HF, la quantité d’ions fluor participant a la
gravure est limitée es induit ainsi une gravure lente favorisant une propagation latérale plutot
isotrope des pores et donc leur élargissement. Tandis que pour une concentration en HF forte,
la gravure est rapide, ce qui favorise une croissance anisotrope des pores par une gravure au
fond des pores. En termes de porosité, la couche constituée de pores filiformes est moins

poreuse que celle ayant des pores « arrondis ».

l. 3. 5. Température

La tempeérature est un paramétre qui influe sur la valeur critique de la densité de courant pour
laquelle la réaction évolue du mode de gravure du silicium pour 1’obtention de silicium
poreux au mode d’électropolissage. Cette valeur passe typiquement de 50 a 200 mA/cm2
lorsque la température augmente de 17°C a 50°C.

Hormis cette limitation, pour une densité de courant donnée la température n’a que trés peu

d’influence sur la vitesse de croissance des couches de silicium poreux.

l. 4. Les caractéristiques des couches poreuses de silicium

. 4. 1. La porosité

La porosité d’un échantillon de silicium poreux correspond a la fraction volumique d’air
contenu dans sa couche poreuse. Des valeurs de porosité allant de 4 % (obtenue sur du
silicium macroporeux) [22] a 95 % (obtenue sur du silicium mésoporeux) [23] ont pu étre
mesurées. Ce parameétre structural peut étre déterminé par gravimétrie sur des couches de
grandes épaisseurs [24]. La méthode gravimétrique est destructive. Elle est plus adaptée a des
valeurs de porosités intermédiaires (de 30 a 70 %). Il s’agit de peser le substrat avant
porosification (m;), aprés la porosification (m,) et apres avoir supprimé la couche poreuse
réalisée (m3). La suppression compléte du silicium poreux se fait aisément par dissolution
chimique dans une solution de potasse. La porosité P s’obtient ensuite en appliquant la

formule suivante :

o1



Chapitre. 1. Le silicium poreux

1 —My

P(%) = :Z (11-1)

1
Pour des couches poreuses de faibles épaisseurs (< 1 um) et/ou de porosités elevées (de 70 a

95 %) ainsi que pour des couches de faibles porosites (de 4 a 30 %), la détermination de ce
parametre peut se faire grace a des techniques optiques exploitant la réflectométrie [25],

I”¢éllipsométrie [26] et 1’absorption des rayons X [27].

. 4. 2. Surface spécifique

Une couche de silicium poreux est aussi caractérisée par sa surface spécifique. Ce paramétre
correspond a la surface développée par les parois des pores de 1’échantillon par unité de
volume occupé par la couche poreuse (en m’cm-°). La détermination de ce paramétre est
essentiellement assurée par la méthode BET (Brunauer-Emmett-Teller) d’adsorption de gaz
[23]. Par cette technique, des surfaces spécifiques allant de 50 & 900 m?cm—2 ont été mesurées
sur des échantillons de silicium poreux [28]. La surface spécifique diminue quand la porosité
augmente et elle peut passer de 900 m?cm? pour une porosité de 50% a environ 100 m%cm?®
pour une porosité de 95%.

La possibilité d’¢laborer le silicium poreux avec une surface spécifique aussi importante
constitue I’avantage principal de son exploitation dans la conception des biocapteurs. En effet,
I’objectif d’utiliser une surface spécifique importante est d’une part de pouvoir immobiliser
un exces de biorécepteurs favorisant la détection de I’analyte sur un intervalle large de
concentrations et d’autre part d’amplifier la transduction afin d’améliorer les capacités de
détection (limites de détection et de quantification) et donc la sensibilité de la méthode

d’analyse.

. 4. 3. Epaisseur des couches de silicium poreux

L'épaisseur de la couche formée au cours d'une anodisation en mode galvanostatique (courant
constant) est proportionnelle a la quantité de charge échangée et par conséquent a la durée du
temps d'anodisation. Le contrble de I'épaisseur est fait en contrélant le temps d'anodisation et
il est donc a priorisimple et efficace. En effet 1’épaisseur de la couche augmente linéairement
avec le temps d'anodisation dans le cas des couches réalisées avec des substrats de type p et
de type p+.

La détermination de I'épaisseur des échantillons se fait directement a I'aide d'un profilométre

qui détermine avec une pointe le dénivelé entre le sommet et le fond de la couche poreuse sur
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des échantillons dont la moitié a été dissoute dans la soude, ou indirectement grace a la
simulation des spectres de réflectivité.
D’autres méthodes peuvent étre utilisées, soit par la pesée de I'échantillon si sa porosité et ses
dimensions latérales sont connues [29], soit par observation en coupe par microscopie
électronique a balayage.
L’épaisseur e de la couche poreuse peut également étre déterminée par la relation suivante
[30] :

e = m, —m,

S pe. (1n-2)

Ou:
e : épaisseur de la couche poreuse
psi : est la densité du silicium massif (psi=2.33g.cm™)
S: la surface ayant été anodisée.
m; : masse de I’échantillon avant anodisation

ms : masse de 1’échantillon apres dissolution totale de la couche poreuse dans la soude.

. 4. 4. Les différentes morphologies du silicium poreux

Par morphologie nous entendons principalement deux types de caractéristiques qui sont la
taille et la forme des pores. La morphologie du SiP est usuellement classifiée en trois
catégories suivant la taille des nanocristallites qui peut aller de quelques nanométres a
quelgues micromeétres. On parlera alors de :

- Silicium nano-poreux : la taille des cristallites est entre 1 et 5 nm, on observe une
structure spongieuse avec une disposition aléatoire des cristallites les unes par rapport
aux autres.

- Silicium méso-poreux : la taille des cristallites est entre 10 et 100 nm, le silicium
méso-poreux présente une structure pseudo organisée pour la quelle il y a a la fois
apparition d’une organisation colonnaire verticale et d’un reste d’interconnexions
entre ces colonnes. C’est ce type de silicium poreux qui a été exploité dans ce travail.
Ses propriétés feront ainsi 1I’objet d’une étude approfondie dans la deuxiéme partie de
ce chapitre.

- Silicium macroporeux : la taille des cristallites est supérieure a 100nm. Les

cristallites du silicium macroporeux, sont disposées de fagon trés organisee.
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l. 5. Autres propriétés importantes du silicium poreux

l. 5. 1. Propriétés chimiques
La surface du silicium poreux fraichement préparé est passivée avec de I’hydrogéne d’ou une
présence prédominante des fonctions hydrogénosilanes (Si-H) sur cette surface [31]. Ces
fonctions chimiques réagissent facilement par différents types de réactions telles que les
réactions d’hydrosilylation (addition d’un composé organique insaturé) et d’oxydation. Il est
alors possible de modifier chimiquement la surface du silicium poreux par greffage covalent
de molécules organiques [32]. La fonctionnalisation chimique du silicium poreux est une
étape cruciale dans sa préparation pour des applications en biodétection. En effet, la
modification chimique de la surface du silicium poreux permet d’une part I’incorporation de
I’élément de reconnaissance (biorécepteur) qui confere au capteur sa spécificité et d’autre
part, elle permet de stabiliser chimiquement la surface du matériau et donc de le protéger (de
la corrosion par exemple), ce qui est indispensable pour 1’élaboration d’un biocapteur

performant [33].

. 5. 2. Biocompatibilité du silicium poreux

La biocompatibilité est la capacité d'un matériau a réagir avec une substance naturelle sans
provoquer une réaction de defense. Le corps humain répond typiquement a un contact avec
des matériaux synthétiques par dépdt de protéines et de cellules sur leurs surfaces. En effet
ces matériaux ont été classés en trois grandes catégories en se basant sur le type de réaction
entre le biomatériau et le tissu vivant :

Bio- inerte : tels que le Tantale, le titane, I’aluminium et les oxydes de zirconium. De tels
matériaux sont liés au tissu vivant par une capsule fibreuse d’épaisseur variante.

Bioactif : comme I’ hydroxyapatite dense, le phosphate tricalcique et certains bio-verres. Dans
ce cas il y-a lieu d’une formation d’un lien biochimique direct avec la surface du matériau
accompagné d’une croissance libre.

Biorésorbable : tels que le Phosphate tricalcique, 1’hydroxyapatite poreuse, les sels de
phosphate calcique, certain bio-verres et le polyuréthane. Ces matériaux subissent une
dissolution graduelle du matériau par le biosystéme de 1’organisme sans toXicCité ou rejet.
Toutefois, contrairement a une large gamme de métaux, céramiques et polymeres, le silicium,
n'a pas eté considérée comme un biomatériau [34]. Par ailleurs, il a été démontré plus tard que

le silicium sous forme poreuse constitue un matériau biocompatible. 1l peut étre soit un
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matériau : bioactif, un bio-inerte ou un matériau résorbable, ceci est en fonction des
caractéristiques de la couche poreuse et de I'environnement dans lequel il est insérée [23]. En
effet le SiP se dissout complétement dans des solutions aqueuses, dans des conditions
physiologiques simulées, montrant une biodégradabilité compléte [35]. Cahnam et al [36] ont
montré que la vitesse a laquelle le SiP est dégradé par le corps, est ajustable par la chimie de
surface.

Il a été également prouvé que la modification de la surface de SiP par oxydation peut le
transformer en un matériau inerte. Des études in vitro impliquant I'immersion de différents
types de matériaux dans des liquides corporels simulés montrent que I'immersion du méso-et
nano-poreux de silicium ayant une porosité appropriée, induit dans certains cas, la
précipitation d'une forme d'hydroxyapatite sur sa surface, qui est la phase minérale de I'os. Ce
méme comportement apparait in vivo [37]. La bio activité avec les systéemes cellulaires vivant
a également été étudiée et, jusqu'a présent, aucun effet toxique du SiP n'a été observé [38].
Toutes ces épreuves affirment les potentialités du Si poreux pour devenir un biomatériau
important et une interface souple entre le monde de I'¢lectronique et biologique notamment
pour la construction de dispositifs implantables in vivo et aussi pour la fabrication une variété

de systemes de bio-détection pour divers applications

l. 6. Les applications du silicium poreux

Grace a ses remarquables propriétés, les applications du silicium poreux sont nombreuses et

variées.

l. 6. 1. Domaine de microélectronique :
La forte réactivité chimique du SiP, et plus particulierement son oxydation rapide, ont été
exploitées pour des applications en microélectronique. L’obtention de couches épaisses (en
quelques minutes de préparation), rendues oxydées, fut la principale utilisation dans les
techniques d’isolation. Le SiP a été aussi utilis¢ comme couche tampon dans les composantes
hétérogenes a base de semi-conducteurs fabriqués par épitaxie. Le SiP a été d’un grand apport
dans le domaine du photovoltaique. La texturisation et la passivation de la surface des cellules
photovoltaiques au silicium cristallin a partir d’un seul et unique procédé¢, sont des atouts qui

pourraient imposer son introduction a grande échelle dans 1’industrie photovoltaique [39].
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l. 6. 2. Domaine de I’optoélectronique :

La premiere diode électroluminescente basée sur le SiP fut réalisée par Richter [Richter
(diode)]. Il s’agit d’une jonction de type Schottky avec un dép6t d’or sur une couche poreuse
de type n. Une émission de lumiére rouge est observée sous une tension de polarisation de
200V. Koschida [40] a obtenu de meilleurs résultats sur une couche de type p. La tension de
polarisation fut abaissée jusqu’a 7V, mais le rendement de luminescence est resté faible, de
I’ordre de 10-5 %.

D’un point de vue technologique, les diodes de type Métal/SiP sont facilement réalisables.
Cependant, le rendement quantique externe de ces composants n’a jamais dépassé 0.01 % a
cause de I’absorption de la lumiere par la couche métallique et de la difficulté d’injecter des
porteurs. Cette difficulté d’injection des porteurs a incité certains chercheurs a déposer un
polymeére conducteur en contact avec 1’importante surface spécifique du SiP, permettant ainsi
d’améliorer I’injection des porteurs du métal vers le SiP et vice-versa [41]. De méme, la
technique sol-gel a été utilisé pour remplir les pores du SiP par des oxydes transparents

conducteurs mais le rendement reste toujours faible.

l. 6. 3. Les guides d’ondes
Le SiP dont l'indice de réfraction change avec sa porosité [42] est un bon candidat pour la
technologie d'interconnexion optique. Beaucoup de résultats sur les propriétés optiques du SiP
oxyde ou non oxydé ont été rapportés et des guides d'ondes optiques ont été fabriqués et
caractérisés [42- 44]. 1l est utilisé comme guide d’onde dans le visible et I’infrarouge [42, 45].
Evidement, les propriétés les plus intéressantes des guides d’ondes a base du SiP est dans le
domaine du visible ou le silicium n’a pas de propriétés de guidage. Il est possible de réaliser
différentes couches de SiP de porosités différentes sur le méme substrat de silicium. En 1993,
Bondarenko [46] a montré la faisabilité des guides optiques par oxydation thermique d’une
seule couche de SiP. Le controle du courant d’anodisation a permis la réalisation des guides

d’ondes avec deux ou trois couches de SiP [43].

. 6. 4. Capteurs et biocapteurs

En raison de sa grande surface spécifique de contact (jusqu’a 900 m%cm3) [28] ainsi que ses
exceptionnelles propriétés optiques, le silicium poreux a été largement utilisé pour la
réalisation de différents types de capteur de gaz [47, 48], d’humidité [49], de température et
des vapeurs des composés organiques volatiles.
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En plus de sa facilité¢ d’élaboration, de ses propriétés optiques remarquables et de sa grande
surface spécifique, le silicium poreux est caractérisé par son innocuité vis a vis des tissus
biologiques (bio-compatibilité) [50]. Ces caractéristiques, ont progressé 1’utilisation du SiP
pour la réalisation de différents types de biocapteurs notamment les biocapteurs optiques et
électrochimiques [51].

Néanmoins, un grand nombre de travaux ont montré que les méthodes de détection basées sur
les propriétés optiques sont les plus robustes [52]. Ces méthodes sont capables de détecter des
toxines, des hydrocarbures aromatiques polycycliques, des explosifs, de I’ADN, des protéines,
avec, pour certaines d’entre eux, une limite de détection de quelques ppm (parties par
milliard) [33]. Différentes propriétés optiques du silicium poreux sont utilisées comme moyen
de transduction dans les capteurs, a savoir sa photoluminescence et sa réflectivité optique. Par
exemple la trempe dans les spectres de photoluminescence aprés dép6t d'’ADN a été utilisée
pour étudier la transduction de I'nybridation d'’ADN [53]. Dans ce cas, le comportement a été
attribué a des processus de recombinaison non radiative [54].

Au cours des derniéres années, une mise en ceuvre réussie de ce type de biocapteur a été
obtenu [54, 55-57].

Aussi il est connu que la lumiere envoyee a la surface du SiP est réfléchie au niveau des deux
interfaces air/silicium poreux et silicium poreux/substrat de silicium. L’interférence a la
surface du matériau poreux des ondes réfléchies entraine la formation de franges appelées
"franges de Fabry-Pérot™ [58]. En effet, tout changement dans la composition du milieu
remplissant les pores, provoqué par exemple par la fixation de 1’analyte a un biorécépteur
spécifique préalablement immobilisé a la surface des pores, entraine une variation de I’indice
de réfraction du film poreux et un déplacement des franges de Fabry-Pérot. Dans cette optique
un grand nombre de biocapteurs a éte realisé.

D’autre part, 1’élaboration des biocapteurs électrochimiques a base de SiP reste encore
limitée par rapport a celle des biocapteurs a transduction optique [52]. Deux principales
difficultés limitent 1’utilisation du silicium poreux pour la réalisation des biocapteurs
électrochimiques. La premiére est sa faible conductivité, la solution proposée pour augmenter
ce parameétre été de modifier la surface poreuse de Si par un matériau conducteur comme l'or
[59], le platine [60], ou un polymeére conducteur [61, 62]. La deuxiéme difficulté est sa
grande surface de contact qui permet une capture efficace des analytes biologiques mais
implique également une forte réactivité avec I'environnement notamment dans une solution
aqueuse. Cela peut provoquer la dégradation du biocapteur. Pour cette raison, la stabilisation

de la surface du SiP par une chimie de surface appropriée est une étape nécessaire a
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I'obtention d'un biocapteur performant [63]. De plus I'affinité de liaison avec les analytes
étudiés, doit étre prise en compte [63, 64]. Les techniques courantes pour la fonctionnalisation
du SiP comprennent: 1’oxydation [65-67], la silanisation [54, 58,63, 68-71], I'nydrosilylation
d'alcenes et dalcynes [74, 75] [26, 27], les radiations [74] [28] et d'autres approches
chimiques [63, 75]. Par conséquent dans ce cas, la fonction principale du SiP est d'agir
comme un substrat de grande surface pour améliorer la sensibilité des biocapteurs.

D’autre part, il a été rapporté que des électrodes poreuses peuvent augmenter la sensibilité du
capteur biologique en comparaison avec des électrodes planes. Song et al [76] ont mené une
série d'expériences en utilisant une électrode plane et une électrode poreuse de silicium. La
Cholestérol oxydase a été immobilisée de maniere covalente sur chacune des électrodes par
silanisation. Les résultats obtenus ont montré que, la surface effective et la sensibilité de
I'électrode poreuse ont été environ trois (3) fois plus grandes que ceux de I'électrode plane. I
est a noter aussi que d’autres travaux réalisés par le méme groupe ont été consacrés a
développer un biocapteur électrochimique pour le diagnostic et le suivi des maladies du foie
[60, 77].

Notons également que Tembe et ces collaborateurs, [78] ont réalis€ un biocapteur
électrochimique pour la détection du catéchol. Le principe de ce biocapteur repose sur la
mesure de conductivité¢ de I’enzyme piégée a I'intérieur de la matrice poreuse du silicium. En
effet lorsque la tyrosinase interagit avec le catéchol, la variation de la caractéristique courant-
tension est proportionnelle a la concentration d'analyte. Ainsi Thust et al [79] ont réalisé un
biocapteur pour le contréle de la pénicilline. Des molécules de pénicillase (anzyme sensible a
la pénicilline) sont adsorbées dans une couche de silicium poreux oxydé. La variation de la
caractéristique capacité-tension en présence de pénicilline permet de déterminer la

concentration.
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Le SiP utilisé dans cette étude est le silicium méso-poreux avec une taille des pores qui varie
de quelques a plusieurs dizaines de nanomeétres. Ce type de silicium est évalué comme une
solution intéressante pour la rétention de fagon covalente d'une petite enzyme comme la HRP
(Horse Radish Peroxidase) dont les dimensions sont celles d'un parallélépidéque rectangle de
4.0 nm x 6.7 nm x 11.7 nm de rayon de giration de 2.65 nm [80].

Dans cette partie, nous détaillons le procédé expérimental utilisé pour la réalisation des
échantillons de silicium poreux, ensuite nous abordons la caractérisation par différentes
techniques (FTIR, angle de contact, MEB) des couches poreuses obtenues.

La formation des couches meso-poreuses de silicium adaptée a I’immobilisation de 1’enzyme,
sont obtenues par attaque anodique du silicium monocristallin de type (p*) dans une cellule
contenant un ¢€lectrolyte a base d’acide fluorhydrique (HF) et d’éthanol. Dans notre cas, la

réaction a lieu a densité de courant constante.

l. Méthodes expérimentales

. 1. Préparation des échantillons de silicium

La qualité et la reproductibilité des propriétés du SiP formé dépendent fortement de 1’état de
surface. Il est donc fondamental de disposer d’une surface chimiquement propre.
En effet avant 1’utilisation des échantillons déja découpés sous forme de carrée de dimension
1.5x1.5 cm? il est nécessaire de procéder a des opérations de nettoyage afin d’éliminer
certaines couches d’oxydes et d’impuretés. Cette étape consiste en un dégraissage dont le
processus est décrit ci-dessous et 1’ordre dans lequel sont énumeérés les solvants est tres
important :

e Trichloréthylene chauffé thermiquement pendant 15 minutes

e Aceétone chauffé thermiquement pendant 10 minutes

e éthanol chauffé thermiquement pendant 5 minutes

e Séchage a I’azote.
Avant chague anodisation et afin d’éliminer 1’oxyde natif, les échantillons sont trempés dans
HF (40%) pendant 1 min. Le contact ohmique est assuré sur la face arriere du wafer de

silicium en déposant un mélange eutectique Indium-Gallium (In - Ga).
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l. 2. Cellule électrochimique

La cellule électrochimique utilisée dans ce travail est représentée sur la figure (11-3). Elle
consiste en une cuve en polytrifluorochloroéthylene (PTFCE ou Kel’F) qui résiste aux
attaques de I’acide fluorhydrique ; elle est congue pour pouvoir contenir le substrat de
silicium, qui constitue I’anode, en position horizontale placé au fond de la cellule. La face
arriére du substrat, par laquelle le contact électrique est pris, est plaguée contre un contact en
cuivre (feuille mince). La face avant est exposée a 1’électrolyte constitué d’un mélange
HF/éthanol. L’étanchéité au niveau du substrat est garantie par un joint en Viton qui délimite
une surface utile de 0,8 cm?. La cathode est une électrode en platine (inattaquable par HF)
sous forme de grille plongée dans I’électrolyte face au substrat de silicium. L’établissement
d’un courant entre les deux électrodes déclenche le processus d’anodisation. Dans cette
configuration, une bonne homogénéité de la densité de courant est assurée permettant

d’obtenir des couches poreuses uniformes.

Cellule en KelF
Solution électrolytique
Electrode de platine

Joint torique en Viton

Contact électrique en cuivre

Echantilion

Matériau polymére mou

Figure. 11. 3. Schéma de la cellule utilisée pour la formation de silicium poreux.

HF, Ethanol
Anodisation

Figure. 11. 4. Schéma de formation de silicium poreux par anodisation électrochimique.
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l. 3. Sources de courant
L’anodisation électrochimique a été réalisée en utilisant un potentiostat de type (Princeton
Applied Research, Model 362) reli¢ a un systeme d’acquisition piloté par le logiciel
(LabView) (figure 11-5), qui permet de tracer les caractéristiques I(V), I(t), V(t).

I Potentiosat I

I Cellule !

Figure. 11. 5.Schéma du montage expérimental utilisé pour la dissolution anodique.

l. 4. Condition de formation de silicium méso-poreux

I 4. 1. Type de substrats de silicium
Pour obtenir des couches de silicium poreux avec les caractéristiques physiques les plus
adaptées a notre application de bio-détection (une surface spécifique élevée et des pores
suffisamment ouverts pour introduire des enzymes de la taille de I’HRP, nous avons
expérimenté un type de substrat de silicium (p*) fortement dopé avec des atomes de bore (B),
de résistivité comprise entre 0.08 et 0.12 Q.cm, d’orientation <100> et de 500 um d’épaisseur

obtenus par une croissance cristalline de Czochralski (CZ).

. 4. 2. Electrolytes d’anodisation
L’anodisation électrochimique du silicium est réalisee a température ambiante (20 = 0,5°C).
La solution électrolytique utilisée pour préparer les échantillons est un mélange de 48%
d’acide fluorhydrique et d’’ethanol absolu, avec une proportion volumique 1/1, La présence
d’éthanol accroit la mouillabilité sur le silicium, tout en favorisant le dégagement de

I’hydrogeéne gazeux généré par la réaction chimique.
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l. 4. 3. Densité du courant et temps d’anodisation
La densité du courant est le rapport entre I’intensité du courant appliquée et la surface du
substrat de silicium anodisée (en contact avec 1’électrolyte d’anodisation). La densité du
courant appliquée pour 1’élaboration de nos échantillons de silicium poreux est égale a 80

mA/cm?, pendant un temps d’anodisation de 30 sec.

II.  Caractérisation des couches de silicium poreux

1. 1. Détermination de la porosité par gravimétrie
La porosité p est définie comme la fraction de volume inoccupé au sein de la couche de

silicium poreux. Elle est determinée par gravimetrie en utilisant la formule suivante :

p = my "My (11-3)

mi—ms
m;=: masse de I’échantillon avant anodisation,
m, =: masse de 1’échantillon aprés anodisation,
m3 =: masse de 1’échantillon apres dissolution totale de la couche poreuse dans la soude.

Pour m;=0.1772312 g ; m,=0.1769201g et m3=0.1767155 g, la porosité est dep =60,32%

1. 2. Caractérisation par MEB

L’observation au microscope électronique a balayage montre que ’attaque du silicium de type
p* par une solution contenant un mélange HF et d’éthanol en proportions égales en
appliquant une densité de courant de 80mA /cm? conduit & la formation du silicium
mEésoporeux.

La vue en surface (figure I11-6-a) montre la formation de pores sous forme de labyrinthe,
distribués de fagon homogene avec une dimension moyenne de 1’ordre 10-15 nm. La coupe
transversale (figure 11-6-b) montre des meésopores ramifiés et interconnectés. La couche
poreuse est uniforme avec une épaisseur de ~ 2,5 um. Cette vue d’ensemble de la couche

poreuse montre que 1’interface silicium poreux /silicium est trés franche.
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Figure. 11. 6. Micrographies au MEB du silicium méso-poreux :
a) Vue en surface, b) Vue en clivage

1. 3. Caractérisation par angle de contact

La mouillabilité caractérise la facilité avec laquelle une goutte de liquide s’étale sur une
surface solide. La mesure de 1’angle de contact 6 entre une surface et une goutte de liquide
nous informe sur 1’état de la mouillabilité d’un matériau. La variation de ce parameétre dans le
cas du SiP est attribuée aux interactions entre la chimie de la surface et le liquide. En effet
dans le cadre de cette thése, cette mesure est réalisée dans le but de confirmer ’efficacité des
réactions chimiques entreprises en surface a chaque étape de fonctionnalisation.

L’angle de contact a été mesuré en utilisant 1pL d’eau DI a une température de 20" Cetun
systeme de géométrie contrdlé (Visio drop), la mesure d’erreur est estimée a 2°. La premiere
mesure en utilisant cette technique a été réalisée sur une surface poreuse du silicium
fraichement préparée. Le résultat obtenu (figure 11-7 et tableau I1-1), montre que la valeur de
I’angle de contact est égale a 115 cette valeur étant supérieure a 90, confirme
I’hydrophobicité de ce matériau [81]. Ceci montre que la surface de SiP obtenue est
totalement recouverte de liaisons hydrures (SiHy) hydrophobes, et elle est exempte de toute

oxydation de surface.

Tableau. I1. 1. Valeur de I’angle de contact déterminée
apres anodisation électrochimique du silicium.
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Il est a noter que les liaisons hydrures sont des fonctions apolaires avec une énergie de surface
trés faible, tandis que I’cau ultra pure est un milicu trés polaire avec une énergie de surface
trés €levée, ce qui conduit a la réduction de I’interface eaux/SiP qui se mesure par un angle de

contacte élevé.

Il. 4. Caractérisation par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Le spectre FTIR présenté sur la figure (11-8) présente tous les modes de vibration
caracteéristiques des liaisons hydrures présentes a la surface du silicium poreux fraichement
préparé sans aucune autre impureté en surface. Il apparait un triplet autour de 2085, 2115 et
2135 cm™ attribué respectivement aux modes de vibration d’élongation des liaisons Si-H, Si-
H, et Si-Hs, [82-85]. La bande correspondant au mode de vibration de déformation de la
liaison Si-H, est enregistrée vers 910 cm-* (mode de cisaillement) [86].

Aucune oxydation de surface n’a été détectée. Ceci est confirmé par I’absence d’une bande
d’oxyde de silicium autour de 1000-1200 cm™ [87]. Par ailleurs, les oscillations sinusoidales
de la ligne de base sont dues aux interférences dans la couche mince de silicium poreux de
faible indice optique [88]. L’observation de telles oscillations révéle 1’homogénéité de la

couche poreuse obtenue [89].
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Figure. 11. 8. Spectre FTIR en transmission de la couche de silicium méso-poreux
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Conclusion

Ce chapitre de thése a été consacré a I’étude de silicium poreux comme matériau de base
pour la réalisation de nos échantillons.

La premiére partie a été réservee a 1’étude bibliographique du SiP. Nous avons commencé par
rappeler le principe de son élaboration par anodisation électrochimique ainsi que ses
différentes propriétés. Puis, nous nous sommes intéressés aux principales applications du
SiP et plus particulierement son application en biodétection par voie électrochimique,
méthode que nous avons choisi d’exploiter dans le cadre de cette thése. Dans la deuxieme
partie nous avons présenté ’ensemble des conditions et des moyens d’¢élaboration utilisés
pour la fabrication du SiP. Nous avons également présenté les résultats des différentes
caractérisations effectuées sur les couches poreuses de silicium. En effet la valeur de la
mesure de porosité par gravimétrie a été estimée a 60%. Aussi les analyses réalisées par MEB,
FTIR et I’angle de contact, montrent la formation d’une couche méso-poreuse avec des
terminaisons hydrures SiHx sans oxydation de surface, qui conférent un caractére hydrophobe

aux couches poreuses formeées.
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Chapitre. I11. Fonctionnalisation de la surface du silicium
poreux et immobilisation de I’enzyme

Introduction

Parmi les possibilités d’évolution des technologies basées sur le matériau silicium, la
réalisation de dispositifs hybrides combinant les caractéristiques physiques du semi-
conducteur et les améliorations apportées par la présence de molécules organiques en surface
apportent de réelles promesses. L’intégration d’une monocouche organique greffée a la
surface du semi-conducteur permet en effet d’accrocher diverses espéces autorisant
I’utilisation de ces dispositifs dans des domaines variés allant de la microélectronique [1] aux
capteurs chimiques ou biochimiques [2]. Parmi ces systemes, le greffage d’espéces
organiques sur des surfaces de silicium hydrogénées permet 1’obtention de couches denses et
ordonnées [3-5]. La liaison covalente Si-C assure a ces dispositifs une bonne stabilité
chimique associée a des bonnes propriétés électroniques. Ainsi, les réactions chimiques a la
surface de silicium poreux menant a la formation de la liaison Si-C requiérent une surface
précurseur métastable; elle doit étre assez stable a ’air en présence de vapeurs de solvants et
autres contaminants, mais assez réactive pour que la réaction ait lieu. Les terminaisons
hydrures (Si-Hy) a la surface de silicium poreux présentent une bonne surface de départ qui
satisfait ces deux caractéres [5-8].

Par ailleurs, les monocouches greffées peuvent servir de surfaces de départ pour d’autres
fonctionnalisations supplémentaires a travers une série de procédés chimiques développés a la
surface de silicium depuis quelques années seulement [3, 9]. L’existence de différentes
molécules portant différents groupements fonctionnels compatibles avec cette chimie permet
I’accrochage d’une multitude d’espéces chimiques et biologiques telles que les enzymes avec
les propriétés désirées [10-15].

Dans notre travail pour 1’accrochage de I’enzyme a la surface du SiP par des liaisons
covalentes, on fait apparaitre sur le support des fonctions chimiques réactives. Ces fonctions
peuvent Etre créées par greffage d’un composé qui comporte une fonction capable de former
une liaison covalent avec les fonctions portées par les acides aminés de I’enzyme. Ce
composé permet de fixer I’enzyme a une certaine distance du support et d’avoir une meilleure
accessibilité de I’enzyme a son substrat [16]. Pour arriver a cette fin, nous avons utilisé¢ un
procédé a plusieurs étapes pour fonctionnaliser la surface de SiP par 1’enzyme. Nous avons
procédé, en premier lieu, au greffage d’une monocouche d’acide a la surface hydrure de SiP
via la liaison covalente Si-C. Par la suite, I’accrochage de I’enzyme est réalisé en deux étapes

: un ester réactif est généré a partir des groupements acides en surface, puis cette surface
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activée est couplée avec les amines contenues dans 1’enzyme par formation des liaisons

amides.
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Dans le cadre des biocapteurs, les surfaces terminées par des groupements carboxyles sont
particulierement intéressantes. Elles peuvent en effet étre facilement activées pour accrocher a
la surface une biomolécule de fagon covalente via une réaction d’amidation en deux étapes
[17- 18]. 11 est possible d’obtenir par hydrosilylation des monocouches d’acides bien
contr6lées et compactes, avec une densité de sondes connue [19].
Dans ce travail, nous avons privilégié 1’hydrosilylation thermique comme méthode de
greffage. Cette réaction consiste a insérer une liaison insaturée carbone-carbone (C=C) dans la
liaison silicium-hydrogene (Si-H) pour former la liaison covalente silicium-carbone (Si-
C).Pour obtenir des surfaces terminees par des fonctions acides (-COOH) en une seule étape,
nous avons utilis€ un précurseur acide w-alcénoique : 1’acide undécylénique (CH,=CH-
(CH)s-COOH).
Par ailleurs, I’accrochage des sondes biologiques sur des surfaces a terminaisons acides,
nécessite une étape intermédiaire. Il s’agit de 1’activation, cette derniére a pour objectif de
baisser la barriéere d’énergie entre les terminaisons amines des entités biologiques et les
terminaisons acides de la surface greffée, permettant I’immobilisation des biomolécules telles
que les enzymes pour la fabrication des biocapteurs.

Dans cette premiére partie de ce chapitre, nous nous intéressons a présenter un état de
I’art des diverses méthodes mises en ceuvre pour la réalisation de surfaces de silicium greffées
par des monocouches organiques. Ensuite nous nous consacrons a une étude bibliographique
sur les différentes étapes de fonctionnalisation utilisées dans ce travail a fin d’immobiliser

I’enzyme.
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. Etat de I’art sur le greffage covalent de groupements organiques

sur la surface de silicium

Depuis quelques années, une panoplie de réactions en phase liquide ont été développées,
utilisant la surface hydrure de Si et de SiP comme support chimique a travers lequel des
groupements organiques ont été greffés de maniére covalente [3, 20]. La plus importante de
ces réactions est I’hydrosilylation (inspirée de la chimie des silanes moléculaires [20]) qui
consiste en I’insertion d’une liaison insaturée carbone-carbone dans la liaison silicium-

hydrogéne. Par la suite, d’autres méthodes (¢lectrochimiques et autres) ont été développées.

l. 1. Hydrosilylation en présence d’un initiateur
C’est I’équipe de Chidsey qui a réalisé pour la premiere fois en 1993, un greffage covalent
d’une monocouche organique par réaction d’hydrosilylation entre un alcéne et une surface de
silicium hydrogénée en présence d’un initiateur radicalaire le peroxyde de diacyle ([CHgs-
(CH,),-COO0]y), a 100°C pendant 1h [21]. Le mécanisme proposé pour cette réaction dite
d’hydrosilylation est de type radicalaire. Les peroxydes sont en effet des espeéces bien connues
pour produire facilement des radicaux R® (aprés départ de CO,) capables de capter le proton

de la liaison Si-H pour donner le radical silyle Si®.

—SMH T RY | ~  =Si"+RH (i

Le radical formé réagit ensuite rapidement sur la double liaison de 1’alcéne pour créer la
liaison covalente Si-C, le radical se déplacant sur le carbone de la liaison insaturée

n’intervenant pas dans la liaison Si-C (carbone en f).

=Si +CH|/2‘:\;H2_R —— > =Si-CH,-(CH)*-R  (111-2)

Le radical carbone va a son tour capter un proton. Le proton le plus proche se situe sur le
silicium adjacent. De cette maniére, un nouveau radical silyle Si® est formé et la réaction peut

se propager de proche en proche.
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. 2. Hydrosilylation thermique
En poursuivant leurs travaux, Chidsey et son equipe ont montré que la réaction
d’hydrosilylation peut avoir licu sans initiateur [22]. La réaction serait alors initiée par une
rupture homolytique de la liaison Si-H sous ’effet du chauffage (>150°C), créant ainsi un
radical silyle a la surface. Ce radical réagirait ensuite avec 1’alcéne pour former la liaison Si-
C. Ce mécanisme radicalaire est schématisé sur la figure 1-1. Différentes molécules ont pu
étre greffées par hydrosilylation thermique sur les surfaces de silicium [23, 24] et SiP [25-
27]. Les surfaces greffées seraient tres denses et présenteraient une trés bonne stabilité

chimique.

l. 3. Hydrosilylation photochimique
L’hydrosilylation peut également étre obtenue par un procédé photochimique. En effet,
I’irradiation de la liaison Si-H par des UV engendrerait un clivage homolytique de la liaison
initiant ainsi ’hydrosilylation d’un composé insaturé. Le groupe de Chidsey a montré que
I’irradiation UV (185 et 253,7 nm) d’une surface de silicium hydrogénée pendant 2h a
température ambiante, en présence d’alcénes aliphatiques permet le greffage de chaines
alkyles [28] (figure I11-1). Le mécanisme proposé est semblable a celui décrit précédemment.
Par ailleurs, Stewart et al [29] et Sun et al [30] ont montré qu’une simple source de lumiere
blanche (A > 400 nm) a température ambiante suffit pour I’hydrosilylation des alcénes et des
alcynes a la surface hydrogénée de SiP photoluminescent en quelques minutes. Dans ce cas le
mécanisme n’est pas radicalaire car la lumiére blanche n’est pas assez énergétique pour
prétendre au clivage homolytique de la liaison Si-H. Les auteurs ont montré que la lumiere
favorise la formation d’un trou sur la surface qui pourrait réagir avec la liaison nucléophile de

I’alcéne pour former un B-carbocation qui réagirait ensuite avec un hydrure adjacent.
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Figure. 111. 1.Le mécanisme radicalaire proposé par Chidsey pour la réaction d’hydrosilylation des alcénes.

. 4. Hydrosilylation induite par micro-ondes

L’utilisation de I’activation par micro-ondes est motivée par le grand impact des récents
travaux sur la synthése organique assistée par micro-ondes sur la réduction des temps de
réaction, I’augmentation du rendement et la spécificité.

Boukherroub et al [31] ont développé une méthode de fonctionnalisation de la surface de
silicium poreux avec un alcéne fonctionnel sous irradiation micro-ondes pour former une
monocouche organique attachée de maniere covalente a la surface a travers la liaison Si-C. Ils
ont montré que I’utilisation de micro-ondes comme source d’énergie mene a 1’augmentation
significative de la vitesse de la réaction d’hydrosilylation et de la compacité de la couche

organique.

l. 5. Hydrosilylation catalysée par des acides de Lewis
D’autres réactions d’hydrosilylation non radicalaires ont été développées. Ces réactions sont
catalysées par des acides de Lewis ou des métaux de transition. Buriak et al ont été les
premiers a préparer des monocouches organiques par hydrosilylation de surfaces de SiP
hydrogénées avec des alcenes, en présence de EtAICI, comme catalyseur, & température
ambiante [32, 33]. Par la suite, Boukherroub et al ont appliqué cette méthode aux surfaces de

silicium hydrogénées atomiquement planes Si(111)-H [34].
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. 6. Réaction avec un organomagnésien ou un organolithien
Des méthodes, autres que I’hydrosilylation, ont ét¢ mises au point pour le greffage covalent
de couches organiques a la surface du silicium. Bansal et al ont utilisé des réactifs de Grignard
pour modifier une surface de silicium préalablement halogénée [35]. La surface de silicium
hydrogénée est exposee au PCls pendant 1h a 100°C. La surface chlorée obtenue réagit

ensuite avec des composes R-Li ou RMgX pour former la surface alkyle Si(111)-R.

l. 7. Procédés électrochimiques
Des méthodes électrochimiques ont été également mises en ceuvre. Parmi ces méthodes, le
greffage par des réactifs de Grignard (I’équipe de Chazalviel) [36, 37], le greffage par
réduction cathodique des sels de diazonium (Allongue et al) [38], le greffage par oxydation ou
réduction d’alcynes (I’équipe de Buriak) [39, 40] et le greffage par réduction
d’halogénoalcanes (1I’équipe de Sailor) [41].

Il.  Greffage de la monocouche d’acide par Hydrosilylation thermique

a la surface de silicium poreux

Les monocouches terminées par un groupement alkyle ou aryle sont inertes et assurent une
bonne passivation de la surface de silicium. Cependant, elles ne permettent pas I’introduction
de groupements fonctionnels en surface. Or, il est connu en chimie organique que les
fonctions amines peuvent se condenser avec les acides carboxyliques par une réaction
d’amidation. Par conséquent, une monocouche d’acides carboxyliques greffée serait la surface
idéale de depart pour accrocher les enzymes par formation de liaisons amides, puisque ces
molécules renferment des fonctions amines dans leurs structures. Dans ce travail, nous avons
utilisé la méthode d’hydrosilylation thermique pour le greffage de la monocouche d’acide qui
va servir comme surface de départ pour 1’accrochage de I’enzyme.

Le choix de la réaction d’hydrosilylation par voie thermique revient principalement a sa
facilité de mise en ceuvre, a sa grande versatilité de plus la liaison Si-C, trés robuste mene a la
formation des surfaces greffées trés denses et de bonne stabilité thermique.

Pour obtenir des surfaces terminées par des fonctions acides (-COOH) en une seule étape,
nous avons utilis¢ un précurseur acide w-alcénoique : 1’acide undécylénique (CH=CH-

(CH2)g-COOH). Comme nous 1’avons cité, 1’hydrosilylation consiste a insérer une liaison
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insaturée carbone-carbone (C=C) dans la liaison silicium-hydrogéne (Si-H) dans ce cas la, le

groupement terminal C=C-R-COOQH réagirait avec Si-Hy selon la réaction suivante :
Si-Hyx + CH;=CH-(CH)s-COOH _T=150°C ,  Si-CH»-(CH)9-COOH (1n-3)

Cette réaction est schématisée sur la figure (IlI-2). Notons que I’échantillon de SiP

fraichement préparé réagit dans 1’acide undécylénique chauffé a 150°C pendant 16h.

Ho,
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T=150°C, 16h

Figure. 111. 2.Schéma de la réaction d’hydrosilylation d’acide undécylénique a la surface de silicium
poreux.

I1l. Activation des terminaisons acides

Comme il a été dit précédemment, les surfaces terminées par des monocouches d’acides vont
servir de surface précurseur pour I’accrochage de I’enzyme par une réaction d’amidation entre
les fonctions acides et les fonctions amines —NH, contenues dans 1’enzyme. Cependant la
condensation directe d’un acide carboxylique et d’un groupement amine est
thermodynamiquement impossible. En effet, une réaction acido-basique prend place formant
un sel stable et I’équilibre est déplacé vers 1’hydrolyse plutot que vers la synthése comme le

montre 1’équilibre suivant [42] :

RCOOH + RNH; RNH;' + RCOO «——— RCONHR' + H,0 (111-4)

pKa-4-5 pKa-10-11

Afin de rendre la réaction d’amidation possible, une étape intermédiaire est necessaire.

Elle consiste a transformer la fonction acide carboxylique en un ester activé en remplagant le

groupement hydroxyle (-OH) de I’acide par un autre groupement plus labile qui part plus
facilement sous ’attaque nucléophile de I’amine contenue dans 1’enzyme.

Cette étape appelée ‘Activation’ est schématisée ci-dessous (réaction 111-5)
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i
Agent H ,
d’activation i R'NH> (|“-5)
i
1
1

RCOOH RCOX —— > RCONHR’

Amidation

Activation
Dans ce travail, nous avons transformé les terminaisons acides en ester de succinimidyle

(Ester NHS) par une reaction de la surface acide avec un carbodiimide soluble dans 1’eau, le
N-éthyl-N’-(3  (dimethylamino) propyl) carbodiimide (EDC) en présence du N-
hydroxysuccinimide (NHS). Cette étape d’activation a largement été utilisée pour mettre au
point plusieurs protocoles d’accrochage covalent de biomolécules. Néanmoins, d’autres
agents de couplage peptidique similaires peuvent étre utilisés [43, 44].

Par ailleurs, afin d’accrocher des biomolécules de fagon covalente dans des conditions
douces, une autre stratégie consiste a greffer directement un alcéne qui contient le groupement
fonctionnel d’ester de succinimidyle a la surface du silicium hydrogéné [45-49].

Cependant, cette méthode nécessite une synthése organique spécifique et couteuse en temps.
La figure (111-3) montre le schéma de la réaction d’activation des terminaisons acides dans
EDC/NHS. L’EDC réagit en premier pour former un intermédiaire trés réactif (O-acylisourée)

qui réagit a son tour avec le NHS pour donner la surface activée (I’ester de succinimidyle).

NHS

O-acylisourée

Ester Succinimidyle

H, cr
|

EDC: CHs-CH,-N=C=N-(CH,)s-N"- CH; NHS : D-Qo
1

CH, o

Figure. 111. 3. Schéma de la réaction d’activation dans EDC/NHS des terminaisons acides a la surface de SiP.
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Cependant, vu la grande réactivité de I’intermédiaire ‘O-acylisourée’, plusieurs chemins
réactionnels sont envisageables, tel il est illustré sur la figure (I11-4) [50]. Ce schéma
réactionnel est inspiré des réactions établies en phase homogéne [44]. Trois réactions rentrent
en compétition :

- une attaque nucléophile par le NHS pour former I’ester succinimidyle (2),

- une réaction de 1’O-acylisourée avec un groupement carboxylique voisin pour former un
anhydride (3),

- un réarrangement irréversible par transfert d’acyl intramoléculaire pour former le N-acylurée

(4).

Ester de succinimidyle O&G
1

0.
WO~ »° ScwmO

NHS
(5)
0
O ®=S*
Réaction avec
un acide voisin :
(3)
v‘;-', "H
Ii." & |'-- I.'E]
Anhydride
Acide O-acylisourée
o
(4) ﬁﬂ'h(;“o -
Réarrangement
¥ s o
'?sé‘._- e N-acylurée
Figure. 111. 4. Résumé du schéma réactionnel de formation des produits secondaires lors de I’activation

(formation de I’ester succinimidyle) des surfaces acides dans EDC/NHS.

L’existence de ces différents chemins réactionnels provoque la formation de produits
secondaires a la surface. Afin d’obtenir des surfaces parfaitement activées et exemptes de tous
les produits indésirables, une étude approfondie a été menée par S.SAM et al [16] sur la
transformation des terminaisons acides d’'une monocouche moléculaire greffée a la surface de

SiP en un ester de succinimidyle (surface activée) par le traitement EDC/NHS.
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Les concentrations respectives en EDC et en NHS ont été rigoureusement déterminees afin de
permettre une activation compléte des chaines acides et d’éviter la formation de produits
secondaires indésirables a la surface. Il apparait que les conditions optimales pour I’activation
correspondent particulierement a des concentrations équimolaires en EDC et NHS se trouvant
comprises entre 5 et 10 Mm [16]. Dans le cadre de cette thése, nous avons décidé d’adopter

ce procédé expérimental qui permet une réaction d’activation totale sur le silicium poreuX.
IV. Immobilisation de I’enzyme

Apres 1’étape d’activation qui consiste a transformer la fonction acide carboxylique en un
ester activé, il reste la derniere étape qui consiste a accorocher I'enzyme a la surface du
silicium poreux. L’immobilisation de I’enzyme se fait via une réaction d’amidation entre les
terminaisons acides activées et les fonctions aminées NH;, contenues dans I’enzyme [51]
(figure 111-5).

’ié:%t%ﬁ @%

oy f
O-c (

S
o-(,
Enzyme
P—S——
Ester Succinimidyle
Figure. 111. 5. Représentation schématique de I’accrochage de I’enzyme par amidation.

L’enzyme a immobiliser devra respecter un certain nombre de contraintes, particulieres :

- Elle devra si possible étre peu couteuse et bien documentée dans la littérature.

- Elle devra former sur cette surface une monocouche controlée en densité.

- Elle devra former une monocouche enzymatiquement active.

- Elle devra évidemment étre stable dans le temps : pas de dénaturation thermique trop
rapide a I’ambiant, pas de sensibilité exacerbée au milieu extérieur, ou de besoin
impérieux de milieu stérile.

Dans le cadre de cette thése, afin de remplir au maximum les contraintes ci-dessus, nous

avons decidé de travailler avec I'enzyme Horseradish Peroxidase. Elle est plus connue sous
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I’appellation péroxydase de raifort. Cette enzyme est extraite a partir de la racine d’une
plante, le raifort, Armoracia rusticana. Il s’agit d’une plante vivace cultivée dans les régions
tempérées du monde, connue principalement pour les vertus culinaires de ses racines [52]. La
peroxydase de raifort (HRP) (donneur d'hydrogene) appartient a la classe Il de la
superfamille des peroxydases qui comprennent les peroxydases d'origine bactérienne,
fongique et végétale. Dans la littérature, le terme de « peroxydase de raifort » est générique.
En effet, il existe dans la racine de cette plante 30 enzymes présentant des séquences d’acides
aminés différentes mais catalysant la méme réaction chimique. La HRP est une monochaine
polypeptidique de 308 residus d'acides aminés ainsi que deux types de centre métalliques :
I’héme, un cofacteur se composant d'un atome de fer contenu dans le centre d'un grand noyau
hétérocyclique organique et deux atomes de calcium qui sont essentiels pour la structure et les
fonctions de I'enzyme (figure 111-6). La perte de ces deux atomes de calcium se traduit par la
diminution de l'activité et de la stabilité thermique de 1’enzyme [52]. Son poids moléculaire
est de 44kDa [53], le pH optimal d'activité est de 6 a 6.5, mais elle conserve 84% de son
activité a pH 7.5 [54].
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Figure. 111. 6. Chaine peptidique a la base de I'activité catalytique de la HRP
- La HRP est une enzyme peu couteuse et trés bien documentée dans la littérature.
- Cette enzyme catalyse les réactions d’oxydoréduction faisant intervenir un peroxyde

(par exemple ROOR’ ou H,0,) comme oxydant [55]. Le mécanisme réactionnel va

étre décrit en détail dans le premier chapitre de la quatriéme partie de cette these.
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De plus, il s'agit d'une petite enzyme : son poids moléculaire est faible et ses
dimensions sont celles d'un parallelépideque rectangle de 4.0 nm x 6.7 nm x 11.7 nm
de rayon de giration de 2.65 nm [56]. Ceci facilitera une bonne densité de greffage.
Des mesures ellipso-métriques et d'/AFM [56] montrent que la densité a saturation de
la monocouche « quasi dense » de HRP adsorbée sur du silicium est de '= 3,4*10"
molécules/cm?, soit une aire par enzyme de 2.93 nm? en accord avec d'autres résultats
expérimentaux montrant que les HRP se mettent sur leur « petit coté », c'est a dire la
face de 4 nm x 6.7 nm adsorbée sur le substrat. Ces mesures permettent de mesurer la
présence ou non des enzymes mais ne permettent pas de déterminer si elles sont
enzymatiquement actives ou non. Des mesures complémentaires pour déterminer les
taux d'activité et les vitesses de réactivité conduites a l'air par spectrophotométrie UV-
visible ont conclu que 78% des HRP en surface sont actives (par greffage covalent)
[57]. D'autres auteurs ont conclu que la HRP adsorbée en surface perd de 50% a 93%
de son activité enzymatique [56, 58], ceci est dii aux réorganisations spatiales de sa
chaine dues a la proximité du substrat.

Cette enzyme se trouve étre assez pérenne puisque 81.5% de HRP adsorbée est encore

active apres 45 jours [57].

Il'y a cependant quelques inconveénients a utiliser la HRP auxquels il faudra prendre garde lors

de son utilisation :

La HRP étant a la base du systéeme de défense de nombreux organismes : elle oxyde,
en présence de H,0, les organismes ennemis, elle doit étre manipulée
préférentiellement en milieu relativement stérile sinon elle peut étre lysée par les
bactéries du milieu.

De plus, elle catalyse la réaction d'oxydation de I'eau oxygénée mais elle peut étre

empoisonnée par cette derniere en quantités trop importantes.
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Afin d’initier I’étude électrochimique qui va étre présentée dans le dernier chapitre de ce
travail, un systéeme redox simple qui est le ferrocene a été immobilisé a la surface plane de
silicium monocristallin d’orientation (111).

Nous décrirons dans un premier temps les surfaces hydrogénées et les surfaces terminées par
des monocouches acides, avant de nous intéresser a 1’étape de couplage. La caractérisation
chimique de I’interface sera obtenue grace a I’utilisation de la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) en mode ATR.

Nous allons par la suite présenter dans la deuxieme partie, les techniques et les moyens
expérimentaux exploités pour la fonctionnalisation des couches poreuses du silicium. L’étape
finale menant & I’immobilisation de I’enzyme choisie, la HRP, via une réaction d’amidation a
température ambiante est précédée par deux autres étapes qui consistent a greffer une
monocouche d’acide par hydrosilylation thermique de I’acide undécylénique, suivie par
I’activation des terminaisons acides a basse température en présence des agents de couplage
EDC/NHS.

Pour chacune de ces trois étapes, des analyses par spectroscopie infrarouge et par mesure de
I’angle de contact ont été réalisées dans le but de vérifier le succes des procédés
expérimentaux menés.

Avant chaque utilisation la verrerie est soigneusement lavee au détergeant et aux solvants
(acétone, éthanol) afin d’éliminer toute contamination organique. La verrerie est ensuite
rincée a I’eau DI puis séchée pendant toute une nuit a 1’étuve. Il faut travailler en absence
totale d’eau et d’oxygene afin d’éviter toute oxydation de la surface. Pour I’ensemble des

réactions effectuées, toutes les solutions ont été dégazées, sous azote dans un Schlenk.
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l. Le couplage thermique des ferrocenes a la surface de H-Si(111)

L’étude présentée dans cette partie du travail se concentrera sur des substrats orientés selon la
face (111). Le choix de cette face cristallographique s’appuie sur la possibilité d’obtenir, pour
cette orientation, des surfaces planes a 1’échelle atomique par dissolution anisotrope du
silicium lors de 1’hydrogénation de celles-ci en milieu alcalin. Ce type de substrat apparait
ainsi idéal pour la réalisation d’une chimie de surface contrdlée qualitativement et

quantitativement permettant 1’obtention de couches organiques compactes.

l. 1. Les surfaces de silicium (111) hydrogénées

l. 1. 1. Introduction

Depuis la fin des années 60, on sait qu’aprés un traitement désoxydant dans 1’acide
fluorhydriqgue HF, le silicium est passivé par une couche superficielle [59, 60]. De
nombreuses équipes de recherche se sont ensuite intéressées a la caractérisation de ces
couches, mettant en évidence la présence d’une monocouche de liaisons Si-H a la surface [61-
67]. Beaucoup de travaux ont été réalisés pour comprendre le mécanisme de dissolution du
silicium [65, 68-71]. En 1995, Allongue a mis en évidence la coexistence de deux voies
réactionnelles de dissolution dans NH4F [72]. Une réaction chimique avec une cinétique
beaucoup plus rapide sur les sites de crans et de bords de marche que sur les terrasses. Cette
réaction est tres anisotrope et dépend peu du potentiel électrochimique. Elle consiste a oxyder
le silicium par les molécules de H,O qui réagissent préférentiellement sur les sites de crans et
les bords de marche pour des raisons stériques. La seconde réaction, électrochimique, a en
revanche lieu de facon presque aléatoire sur la surface et consiste en la rupture
électrochimique de la liaison Si-H. L’hydrogéne est alors remplacé par un groupement
hydroxyle pour former une liaison Si-OH. Le fluor attaque ensuite la liaison Si-OH formée.
Des molécules d’eau s’inserent alors dans les liaisons arriéres Si-Si, rendues réactives par la
polarité de la liaison Si-F. Ainsi un atome de silicium est détaché de la surface et les liaisons
Si-H se reforment a la surface. Afin de favoriser la réaction chimique le traitement doit se
faire a des pH compris entre 8§ et 9, favorisant ainsi la formation d’une surface atomiquement
Plane [68-70]. 11 a enfin été montré que I’oxygene dissous affecte notablement la topographie
de surface en initiant la formation de piqlires sur les terrasses. L’ajout d’ions sulfites SO5*

dans la solution, réduisant 1’oxygéne dissous, permet de s’affranchir de ce probleme [73].
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l. 1. 2. Procédure expérimentale

L’¢tape d’hydrogénation du silicium est une étape critique, qui nécessite des substrats et des
produits de grande qualité. Dans le cadre de cette étude, nous avons travaillé avec des
échantillons de silicium Si(111) de type n, dopés au phosphore. Ce silicium présente une
résistivité de 10 a 30 Q cm et une épaisseur comprise entre 500 et 550 um.

Des échantillons de 13x18 mm? sont découpés a partir d’une plaquette de silicium & I’aide
d’une pointe en diamant. Dans le cas des mesures FTIR, on utilise des cristaux de silicium
purifiés par le procédé de zone fondue « Float Zone » (FZ), pour minimiser la quantité
d’oxygeéne contenue dans le volume [74-77].

Ainsi, pour la caractérisation infrarouge en géométrie ATR, les échantillons sont fagonnés en
forme de prisme. La zone supérieure de I’échantillon est dépolie pour y privilégier 1’attaque
¢lectrochimique et ainsi garder la planéité atomique lors de I’hydrogénation de la partie polie.

L’étape d’hydrogénation se fait en deux étapes :

- Une étape de nettoyage, durant laquelle 1’échantillon et la verrerie sont nettoyés al00°C
dans une solution dite de Piranha, 1 : 3 H,0; : H,SO,4 (H,0,, 30% et H,SO,4, 96% fournis par
Carlo Erba). Cette étape permet de supprimer toutes les impuretés organiques et de former
une couche d’oxyde a la surface. Le tout est soigneusement rincé a I’eau ultra pure (MilliQ,
18,2 MQ cm a 25°C), afin d’éviter toute contamination organique pouvant limiter la
dissolution du silicium.

Une étape de décapage, qui consiste ensuite a enlever la couche d’oxyde obtenue a la surface
du silicium et a former la monocouche Si(111)-H par dissolution du silicium. L’attaque
s’effectue dans une solution de fluorure d’ammonium NH4F40% dans laquelle une faible
quantité de sulfite d’ammonium a été dissoute est préalablement homogénéisée aux ultrasons
pendant 10 mn, dans un bécher en polytétrafluoroéthyléne (PTFE).

L’échantillon y est ensuite immergé 15 mn. Par la suite, la surface est rincée abondamment a

I’eau ultra pure et séchée sous un flux d’azote. La surface Si-H obtenue est trés hydrophobe.
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l. 2. Hydrosilylation photochimique de I’acide undécylénique a la surface

hydrogénée de silicium

Dans cette partie le greffage des groupements carboxyles -COOH de 1’acide undécylénique
sur les surfaces hydrogénées de Si se fait par voie photochimique (irradiation par I’'UV a
A=312 nm)

l. 2. 1. Procédure expérimentale

Comme pour les surfaces hydrogénées, afin d’éliminer toutes les contaminations organiques,
la verrerie est soigneusement et successivement lavée a 1’éthanol, a I’eau avec un dégraissant,
a I’eau osmosée (15 MQ cm) contenant du détergent TFD4 puis enfin abondamment rincée a
I’eau MilliQ (ultrapure 18,2 MQ cm). Il est important de travailler en milieu sec pour éviter la
formation d’une couche d’oxyde sur la surface de silicium. Afin de prévenir la formation
d’oxyde, I’ensemble de la verrerie et des solutions est dégazé a chaud sous argon.

La surface Si-H doit étre préparée le plus tard possible pour éviter une éventuelle oxydation
du silicium avant le début du greffage. L’hydrogénation du silicium est donc réalisée au
dernier moment.

Dans un tube de Schlenk préalablement dégazé 5 minutes a 100°C, la solution d’acide
undécylénique est introduite puis dégazée a son tour pendant 30 minutes. Le tube de Schlenk
est ensuite refroidi a température ambiante pendant 15 minutes avant d’y introduire la surface
hydrogénée fraichement préparée. Une fois 1’échantillon introduit, le dégazage continu quinze
minutes avant de fermer le tube de Schlenk.

Pour réaliser un greffage photochimique, le Schlenk est placé pendant trois heures dans un
réacteur UV (figure 111-7). Celui-ci est constitué d’une chambre métallique contenant 8 tubes
UV (A=312 nm). La puissance d’irradiation fournie a 1’échantillon est de 6 mWem™ Apres le
temps imparti, le tube de Schlenk est refroidi a température ambiante. L’échantillon est

ensuite rincé 2 fois pendant 15 mn a I’acide acétique chaufté a 75°C sous argon.
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Figure. I11. 7. Photographie du réacteur UV utilisé pour le greffage photochimique.
a) une vue d’intérieur b) une vue d’extérieur

l. 3. Le couplage des molécules de ferrocéne sur les surfaces acides de silicium

l. 3. 1. Introduction

La reaction de couplage a été réalisée pendant 3h et 15h, sur les surfaces acides de silicium a
une température de 100°C. Le couplage des molécules de ferrocéne se fait par une réaction
d’estérification entre les ferroceneméthanols et les terminaisons acides selon la réaction

suivante :

0 0
] [ _
Si— € — OH+HO— CHy— FeC — Si—C—O-CHy— FeC# H,0! (111-6)

Le chauffage a 100°C permet de mener la réaction dans le sens de couplage et élimine par

conséquent la formation du processus réversible de la réaction.

I 3. 2. Procédure expérimentale

La solution de couplage a été préparée dans un volume de 30 ml de toluéne, ou nous avons
dissous 10mM de ferrocenmethonol (Fec-MeOH) et 1mM de p-Toluene Sulfonic
acidmonohydratate (TSOH).

La réaction de couplage a été réalisée également dans un schlenk, ce dernier est branché avec
un réfrigérant afin de pouvoir condenser la solution de couplage évaporée.

La réaction de couplage des molécules de ferrocenes se fait en plusieurs étapes :
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30 ml de solution de couplage est introduite dans un Schlenk sous barbotage d’argon. Apres
15 min, on introduit la surface greffé et on laisse purger pendant 15 min a température
ambiante. Sans fermer le Schlenk on le place dans un bain d’huile chauffé a une température
de 100°C. Le dégazage du Schlenk continue durant toute la réaction de couplage.

Une fois la réaction terminée, le Schlenk est retiré du bain d’huile et laissé refroidir a
température ambiante sous la hotte. La surface de Si couplée au ferrocéne est retirée de la
solution de couplage et rincée deux fois sous barbotage d’argon pendant 15min, dans

I’acétonitrile a 70°C (bain Marie). La surface rincée est séchée sous un flux d’azote.

l. 4. Caractérisation IR en mode de réflexion totale (ATR)

Sur la figure (111-8) sont présentés les différents spectres infrarouge a transformée de Fourier,
en geométrie ATR, correspondant a la surface acide de silicium apres greffage photochimique
des groupements carboxyliques (figure I11-8-a) et a la surface de silicium modifiée par des
ferrocénes aprés 3h et 15h de couplage (figure 111-8-b et figure 111-8-c). Ces spectres ont été
enregistrés en polarisation p dans la zone 1000-3050 cm™. La référence étant la surface
hydrogénée, le pic négatif & 2083 cm™ indique la disparition des liaisons Si-H.
L’encombrement stérique des molécules ne permet pas la substitution complete de ces
liaisons. En effet, le diametre des molécules que 1’on souhaite greffer a la surface est environ
égal & 4,3 A, alors que la distance entre 2 liaisons Si-H est de 3,84 A [78, 79]. Théoriquement
50% des groupements Si-H peuvent étre substitués.

Le greffage de la surface (figure 111-8-a) est confirmé par la présence des bandes associées
aux vibrations des différentes liaisons du groupement —C;oH,,COOH. La bande intense a
1710 cm™est caractéristique du mode de vibration d’¢élongation de la liaison C=0, alors que
les faibles bandes a 1290 etl415 cm™ sont associées aux vibrations du groupement
fonctionnel C-OH. Les bandes situées & 2850 et 2920 cm™ correspondent aux modes de
vibration d’élongation symétrique et antisymétrique des groupements CH,. La déformation de
cette liaison dans le plan H-C-H8CH, est aussi visible & 1465 cm™. Dans la région située entre
1000 et 1200 cm™, on note la présence des bandes caractéristiques de 1’oxyde de silicium.

A partir des deux spectres (b et c) de la figure (I111-8), nous avons observé une décroissance
significative de la bande caractéristique de la liaison C=0 & 1710 cm™, en fonction du temps
de couplage. Cette décroissance a été accompagnée par la formation d’un épaulement vers

1742cm™. Ceci peut étre une indication d’une transformation partielle des terminaisons
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acides en ester. Cependant aucun signe clair indiquant 1’accrochage des molécules de

ferrocéne n’a été illustré.
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Figure. 111. 8. Spectre infrarouge en géométrie ATR a) aprés greffage photochimique d’une monocouche
d’acide, b) apres 3h de couplage de ferrocene, ¢) aprés 15h de couplage de ferrocéne.

Il.  Fonctionnalisation des couches poreuses de silicium

1. 1. Greffage de chaines acides par hydrosilylation thermique

I1.1. 1. Procédure expérimentale

Rappelons que dans cette partie, nous avons privilégié la méthode d’hydrosilylation
thermique pour le greffage de la monocouche d’acide undécylénique (CH,=CH-(CH,)s-
COOH) qui va servir comme surface de départ pour I’accrochage de I’enzyme. Le mode
opératoire pour le greffage de la monocouche d’acide est le suivant :

L’échantillon de SiP est préparé juste avant le greffage afin d’éviter toute oxydation de la
surface a I’air. Dans un Schlenk (Figure 111-9-a) préalablement dégazé sous azote pendant 5
min, on place 10 ml d’acide undécylénique qu’on laisse dégazer a son tour pendant 15 min.
Par la suite, on introduit la surface de SiP fraichement préparé dans I’acide undécylénique
toujours sous barbotage d’azote a température ambiante pendant 15 min. Le Schlenk est fermé

hermétiquement gréce a ses robinets en téflon, placé dans un bloc d’aluminium chauffé a
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150°C et laissé réagir pendant 16h (figure I11-9-b). Lorsque la réaction est terminée, le

Schlenk est retiré du bloc d’aluminium et laiss¢ refroidir a température ambiante sous la hotte.

&=
+—Onifice desortie i
_—
Bloc d’aluminium
Tube en verre
+—— Entrée d'azote \
Barbuage Schlenk
Solution réactive Silicium
Plague chauffante
Azote
Figure. 111. 9. a. Schéma du Schlenk Figure. I11. 9. b. Montage utilisé pour le
utilisé pour le barbotage. greffage thermique.

La surface de SiP fonctionnalisée est retirée de la solution de greffage et rincée deux fois sous
barbotage d’azote pendant 30 min, dans 1’acide acétique a 75°C (bain Marie). L’acide
acétique est préalablement dégazé a I’argon avant 1’introduction de 1’échantillon. La surface
rincée est récupérée dans un bécher contenant 1’acide acétique chaude puis elle est séchée
sous un flux d’azote. L’étape de ringage dans I’acide acétique est trés importante, car il a été
observé que des molécules d’acide undécylénique n’ayant pas réagi restent adsorbées a la
surface acide greffée par de fortes liaisons hydrogenes, formant ainsi une bicouche en surface
[19]. Le ringage de la surface par les solvants usuels (THF, CH,Cl,) (figure 111-10-a) s’est
aveéré inefficace. Seul 1’acide acétique utilise a chaud a permis, par substitution, de casser les

liaisons hydrogénes, éliminant ainsi les molécules d’acide non greffées (figure 111-10-b).

¢ Su S S o Ju Sy S

Si(111) Si(111)

Figure. 111. 10. Surface de silicium modifié par un acide : a) Apres un rincage avec CH,Cl,. b) Aprés un rincage
avec CH;COOH [19].
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I1.1. 2. Caractérisation par angle de contact du SiP apreés greffage de I’acide
Apres la réaction de la surface du SiP dans ’acide undécylénique, nous constatons une
diminution de la valeur de I’angle de contact a 53° (Figure 111-11, tableau I11-1) par rapport &

celle obtenue pour le SiP fraichement préparé (115°). Ceci confirme la formation des liaisons

avec des terminaisons polaires sur la surface du silicium poreux [53].

b

’ Figure. ”l-'ll- P,hoto’graphie de 1uL Tableau. I1. 1. Valeur de I’angle de contact
d’une goutte d'eau déposée sur la surface du déterminée apres greffage de la monocouche acide.

SiP apres greffage de I’acide.
11.1. 3. Caractéristiques FTIR du SiP aprés greffage de I’acide
Le spectre infrarouge d’une surface de silicium poreux modifié par 1’acide undécylénique est
représenté sur la figure (111-12-b). Par comparaison, le spectre de la figure (111-12-a) montre
les bandes d’absorbance infrarouge du SiP avant fonctionnalisation. Nous pouvons voir que

de nouvelles bandes apparaissent sur le spectre de la surface greffée (figure 111-12-b).

Absorbance (A. U)

3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm™)

Figure. 111. 12. Spectre FTIR d’une surface de silicium poreux a) avant modification. b) aprés greffage
thermique d’acide undécylénique.
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Les bandes & 2855 et 2925 cm™ sont associées respectivement aux modes d’élongation
symétrique et antisymétrique des groupements méthyléne des chaines carbonées (CH,)
[19, 80]. Les modes de vibration de déformation correspondant, apparaissent vers1460 cm™.
La bande intense vers 1710 cm™ est attribuée & la vibration d’élongation de la liaison C=0 du
groupe carboxylique [17, 80]. Ce qui prouve la présence d’acide sur la surface. Les bandes
situées & 1280 et 1415 cm™, sont associées aux vibrations du groupement fonctionnel C-OH
[17, 19]. Ceci montre que les fonctions acides sont préservées lors du greffage, et que ce
dernier s’opére bien par la double liaison C=C.

L’absence de bandes d’oxyde (Si-O-Si) dans la région 1000-1200 cm™ montre que le greffage
de I’acide dans ces conditions n’est accompagné d’aucune oxydation de la surface de silicium
[81, 82]. La surface est donc parfaitement préservée de toute dégradation au cours du
processus de greffage par hydrosilylation thermique, ce qui montre la pertinence de cette
méthode pour la préparation d’une monocouche d’acide a la surface de SiP.

Notons enfin la diminution significative de I’intensité des bandes correspondant aux
vibrations des liaisons Si-Hx a la surface de SiP (figure 1l1-12-a). Ceci est d0 a la
consommation de celles-ci lors de la réaction d’hydrosilylation pour former les liaisons Si-C.
Toutefois, ces bandes demeurent observables dans le spectre aprés la réaction de greffage, ce
qui montre que seule une partie des liaisons Si-Hx a réagi (figure 111-12-b). L’encombrement
stérique entre les longues chaines acides greffées en surface limiterait la consommation totale

de toutes les liaisons Si-Hx présentes en surface [83].
11.2. Activation des terminaisons acides

11.2. 1. Procédure expérimentale

L’activation est 1’étape intermédiaire avant de pouvoir accrocher I’enzyme aux terminaisons
acides par formation de la liaison amide.

Dans ce travail, 1’activation est réalisée en transformant les terminaisons acides en ester de
succinimidyle en utilisant le N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence de 1’agent de
couplage N-éthyl-N’-(3-dimethylminopropyl) carbodiimide (EDC) dans une solution aqueuse.
L’EDC est un produit instable qui se dégrade rapidement par hydrolyse. Il est conservé sous
atmosphere d’azote a -20°C. Par conséquent, les solutions d’EDC et de NHS sont préparées
dans de I’eau froide juste avant la réaction afin de ralentir I’hydrolyse de ’EDC. Un mélange
d’EDC et de NHS avec les concentrations appropriées (tableau I11-2) est dégaze sous azote
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pendant 15 min dans un Schlenk placé dans un bain marie a 15°C. La surface fraichement
greffée par des terminaisons acides est introduite dans le Schlenk et laissée réagir sous un
barbotage continu d’azote a 15°C (Figure 111-13). Aprés 90 min de réaction, la surface activée

est retirée du Schlenk, rincée abondamment a 1’eau DI et séchée sous un flux d’azote.

Schlenk
Thermomeétre
Echantillon L’eau froide
Figure. 111. 13. Montage utilisé pour 1’activation.
Masse | Concentration molaire Masses
Produits molaire | des solutions préparées | utilisées (g)
(g/mol) (Mol/m) pour 10 mL
(NHS)
N-hydroxysuccinimide 115.9 2
C 4Hs NOs (97%) 10 0.01185
(EDC)-N-éthyl-N"-(3- 191.7 107 0.01917
dimethylaminopropyl) carbodiimide (98%) '

Tableau. I1. 2. Les concentrations molaires et les masses correspondantes lors de I’activation

11.2. 2.Caractérisation par angle de contact des surfaces activées
De méme, I’activation des terminaisons acides apres traitement de la surface dans EDC/NHS

est confirmée par la diminution de 1’angle de contact (45°) (Figure I11-14, tableau I11-3)

attestant de la transformation des acides en ester de succinimidyle, plus polaire [53].
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- l 45 45 45 - .

Ifigure. . 1.4' th)tngaphie de 1uL Tableau. I11. 3. Valeur de I’angle de contact déterminée
d’une goutte d €au fjepqsee sur la surface aprés activation des terminaisons acides.
de SiP apres la réaction d’activation.

11.2. 3. Caractéristiques FTIR des surfaces activées

La formation de I’ester de succinimidyle apres activation de la surface acide dans EDC/NHS
est évidente par I’apparition d’un triplet caractéristique dans la région du spectre qui
correspond aux vibrations d’élongation des carbonyles (C=0) (figure I11-15-c). La bande la
plus intense de ce triplet, vers 1745 cm™ est attribuée au mode antisymétrique des deux
carbonyles du cycle NHS, et la bande vers 1785 cm™ est attribuée au mode symétrique
correspondant. La bande la moins intense vers 1818 cm™ correspond au mode de vibration
d’¢longation du carbonyle de I’ester [16]. La forte atténuation de la bande caractéristique de
I’acide vers 1710 cm™(figure 111-15-b), montre que la majorité des groupements acides ont été
transformés en ester de succinimidyle [16].

D’autres bandes caractéristiques apparaissent vers les faibles énergies, comprenant les modes
de vibration d’élongation antisymétrique et symétrique du groupement C-N-C du cycle NHS
vers 1205 et 1371 cm™ et le mode de vibration d’¢longation du groupement C-ON vers 1080
cm™[16].
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Figure. 111. 15. Spectre FTIR d’une surface de silicium poreux a) avant modification. b) aprés greffage
thermique d’acide undécylénique. c) apres activation des terminaisons acides.

11.3. Immobilisation de la HRP

11.3. 1. Procédure expérimentale

Cette partie présente la derniere étape de cette série de réactions chimiques et consiste a
immobiliser la HRP via une réaction d’amidation entre les terminaisons acides activées
(I’ester de succinimidyle) et le groupement amine primaire contenu dans I’enzyme.

La solution de la HRP a été préparée dans une solution tampon de PBS de 0,06 M (phosphate
buffer solution) a un pH = 7. L'immobilisation de la HRP a été réalisee par immersion de la
couche de SiP activée dans le PBS contenant la HRP a une concentration de 5mg/ml, pendant
une nuit a température ambiante. L'électrode a enzyme immobilisée est ensuite lavée avec le
PBS et stockée dans le méme tampon a une température de 4°C entre les utilisations. La figure
(111-16) résume les différentes étapes de fonctionnalisation du silicium poreux pour

I’immobilisation de la HRP.

95



Chapitre. I11. Fonctionnalisation de la surface du silicium
poreux et immobilisation de I’enzyme

Hydrosilylation Activation Immobilization

Figure. 111. 16. Schéma des différentes étapes de 1I’immobilisation de la HRP sur SiP.

11.3. 2. Caractérisation par MEB des surfaces immobilisées avec HRP

Sur la figure (111-17) sont présentées, les photos MEB de la surface de silicium mésoporeux
fraichement préparée (figure 111-17-a) et la surface de SiP aprés immobilisation de la HRP
(figure 111-17-b). La figure 111-17-b révéle une modification significative de la surface du SiP.
Nous pouvons clairement constater I’immobilisation des enzymes a la surface du silicium
poreux de maniere trés homogene sur toute la surface. De plus la structure poreuse est
conservée; I’entrée des pores n’a pas été obstruée. Les spots de contraste plus clair sont
probablement dus a des enzymes qui n’ont été greffé mais qui sont restées adsorbées a la
surface méme apres ringcages.

Par ailleurs, il faut noter que les modifications de surface survenues aprés greffage des
groupements carboxyliques, et aprés activation de ces terminaisons acides (non illustré), n’ont
pas pu étre observées par les analyses MEB. Ceci est dd, contrairement aux enzymes, aux
petites dimensions de ces molécules qui ne peuvent pas étre discernées par le grossissement
du MEB utilisé.
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Figure. 111. 17. Micrographies au MEB du silicium méso-poreux :
a) fraichement préparé, b) aprés immobilisation avec HRP.

11.3. 3. Caractérisation par mesure de I’angle de contact des surfaces immobilisées avec

HRP

L’accrochage de I’enzyme qui contient une multitude de fonctions polaires, est évident par la

faible valeur de I’angle de contact enregistrée (23°) [53] (Figure 111-18, tableau 111-4).

23 23 23 0.920 20.0

Figure. 111. 18. Photographie de 1pL
d’une goutte d'eau déposée sur la surface du
SiP immobilisée par I’enzyme.

Tableau. I11. 4. Valeur de I’angle de contact déterminée
apres immobilisation de la HRP a la surface activée du SiP.

11.3. 4. Caractérisation par FTIR des surfaces immobilisées avec HRP

La figure (111-19) montre les spectres FTIR pour les différentes étapes de greffage de la HRP.
Apres la réaction damidation de la HRP avec la surface du SiP activé, le spectre FTIR
correspondant (Figure 111-19-d), montre la disparition du triplet caractéristique de l'ester de
succinimidyle et l'apparition de deux bandes vers 1665 cm™ et1550 cm™. Ces bandes

appelées respectivement amide | et amide 1l sont caractéristiques de la fonction amide [84].
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Elles correspondent aux modes de vibration d’¢longation de la liaison C=0 et de déformation
de la liaison N-H respectivement.

La position de ces bandes est pratiquement la méme que celle rapportée par Wang et al pour
la HRP non immobilisée (1642,12 cm™et 1531.85 cm™) [85].

Cette similitude suggere que la HRP conserve les caractéristiques essentielles de sa structure

secondaire native sur la nanostructure de SiP fonctionnalisée.

Absorbance (A. U)

3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Figure. 111. 19. Spectre FTIR d’une surface de silicium poreux a) avant modification. b) aprés greffage
thermique d’acide undécylénique. c¢) aprés activation des terminaisons acides. d) aprés immobilisation de la
HRP.
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Conclusion

Nous avons montré dans un premier temps, les étapes suivies pour 1’accrochage des
molécules de ferrocene sur la surface acide de silicium. La caractérisation infrarouge en
géométrie ATR des surfaces modifiées n’a dévoilé aucun signe clair indiquant 1’accrochage
des molécules de ferrocene. En revanche, afin de confirmer le couplage covalent de ces
molécules, nous avons envisagé d’étudier dans le chapitre suivant, le comportement

électrochimique de ces surfaces couplées de Si.

Par ailleurs, la modification de la surface de SiP par HRP a été réalisée dans la deuxiéme
partie de ce chapitre. Il est a noter, qu’un procédé a plusieurs étapes a été utilisé. En premier
lieu I’acide undécylénique a été greffé a la surface hydrogénée de SiP par hydrosilylation
thermique, ce qui assure un greffage covalent a la surface via la liaison SiC. L’étude des
spectres infrarouges a montré que les surfaces acides ne sont ni oxydées ni greffées par le
groupement fonctionnel. Aussi, la diminution de I’angle de contact indique la formation de
nouveaux groupements polaires rendant la surface SiP-acide plus hydrophobe.

Dans la deuxieme étape, les terminaisons acides ont été activées dans EDC/NHS afin de
former 1’ester de succinimidyle. L’obtention d’une activation totale des terminaisons acides a
¢té démontrée par 1’absence de produits indésirables a la surface. La caractérisation par
I’angle de contact dévoile encore la diminution de I’angle de contact, attestant de la
transformation des acides en ester de succinimidyle, plus polaire.

Enfin, cette surface activée a réagi avec les fonctions amines NH, contenus dans la HRP via
une réaction d’amidation qui a permis 1’accrochage covalent de I’enzyme. Les liaisons amides
formées au cours de cette derniére étape ont été confirmees sur les spectres infrarouges et la
faible valeur de I’angle de contact enregistrée.

La robustesse de la liaison covalente Si-C servant d’accrochage aux molécules d’acides a
conféré au systeme une trés grande stabilité chimique. Ainsi, aucune oxydation de surface

n’est observée au cours des différentes étapes de fonctionnalisation.
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Chapitre. IV. Application des couches modifiées du silicium
poreux par la HRP pour la détection du phénol

Introduction

Le phénol et ses dérivés constituent une classe importante de polluants rencontrés dans 1’eau.
Ils proviennent essentiellement des rejets des industries du bois, du charbon ou du pétrole.
Mais également des activités domestiques puisque certains d’entre eux sont utilisés comme
désinfectants. Le phénol est aussi un composé trés toxique et possede une action destructive
sur les cellules de 1’épiderme avec laquelle il entre en contact. Il tue la faune aquatique a des
concentrations de 1ppm. Dés 1938, ces dériveés, trés toxiques, étaient déja reconnus comme
une des causes possibles de maladies professionnelles. Pour ces raisons. La législation
impose, pour les eaux destinées a la consommation humaine, que les phénols ne soient pas
détectables organoleptiquement apres ’ajout de chlore. Ainsi en Europe, la concentration
totale maximale en composés phénoliques a été fixée a 0, 5 pg/l (chaque composé phénolique
ne doit pas dépasser 0,1 pg/l) dans les environnements aquatiques [1-4].

Par conséquent, la détection de tels composés constitue 1'une des premicres priorités des
chercheurs, vu I’effet de ces polluants sur 1’environnement et sur 1’étre humain [5,6]. Depuis
plusieurs années le contréle et la surveillance des dérivés phénoliques été réalisée par des
instruments d’analyses lents, couteux et volumineux [7,8].

Dans le but de résoudre ce probléme et d’améliorer les procédés de détection, différents types
d’électrodes modifiées avec différentes entités biologiques appelées aussi biocapteurs ont été
élaborées et développées [9].

Les biocapteurs ampérométrique a base d’enzymes, ont fait 1’objet d’une intense activité de
recherche au cours de ces dernieres années. Toutefois, la troisiéme génération de biocapteurs
ampérométriques présente 1’avantage de transférer les électrons entre le site actif de 1’enzyme
et 1’¢lectrode et ceci sans faire appel a des agents médiateurs [9]. La Peroxydase de Raifort
(HRP) fait partie des enzymes les plus frequemment utilisées pour élaborer cette catégorie de
capteur [10]. Cette enzyme oxydoréductase est capable grace a son heme ferrique qui
constitue son site actif, et en présence du peroxyde d’hydrogéne, a oxyder un grand nombre
de composés organiques a savoir les phénols [11].

Dans le cadre de cette these la HRP été immobilisée sur la surface fonctionnalisée du silicium
poreux afin de détecter le phénol par voie électrochimique. Vue la nature des réactions que

catalyse la HRP entant qu’enzyme de la classe des oxydoréductases, la voltampérométrie
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cyclique est considérée comme la technique la plus commode pour I’étude du transfert

d’¢lectrons entre I’enzyme et I’¢électrode.
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Dans cette partie, nous nous intéressons dans un premier temps a donner un apercu sur
I’origine, la définition, la toxicité et I’oxydation des composés phénoliques. Par la suite, nous
décrivons le principe de détection des phénols par une électrode modifiée par la HRP. Enfin,
nous donnons un rappel sur les théories régissant la technique utilisée, la voltampérométrie
cyclique, pour I’étude du comportement électrochimique de la HRP immobilisée sur le SiP en

présence du phénol.

l. Généralites sur les phénols

l. 1. Définition et structure

On appelle phénols les dérivés hydroxylés du benzéne et des hydrocarbures aromatiques, dans
lesquels le groupe OH est lié a un atome de carbone du cycle benzénique.

Les dérivés polyhydroxylés sont appelés polyphénols.

l. 2. Nomenclature

IIs sont nommés comme des phénols substitués. Le numéro le plus petit est affecté a 1’atome

de carbone porteur du groupe —OH.

GHg OH OCH;

N ~GHg Ho. A2
=™ -

4

T
6-Isopropyl-2-methylphenol 2 ngihoxy4-rop-2-ényle)phénol
Figure. 1V. 1. Exemple de composés phénoliques
Certains dérivés sont connus sous un nom d’usage. Le 6-isopropyl-2-méthyphénol est le
thymol. Le 2-méthoxy-4-(prop-2-ényle)-phénol est I’eugénol. Les phénols dérivés du toluéne

sont appelés crésols.

l. 3. Origine

Ce sont des alcools aromatiques qui proviennent des végétaux. Les phénols simples, déchets
du métabolisme végétal, sont assemblés en polyphénols comme la lignine. Les composés
phénoliques définissent un ensemble de substances que I’on a appelées pendant longtemps

« matiéres tannoiques » d’une fagon générale et imprécise parce qu’on ne connaissait pas,
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avec suffisamment de précision, la nature de ces substances. Il y a quatre principales familles

de composés phénoliques : les acides-phénols, les flavones, les anthocyanes, les tanins.

l. 4. Toxicité

La toxicité des phénols peut se manifester localement, principalement a ’occasion de leur
utilisation comme antiseptique, ou de fagon générale apres ingestion, inhalation, ou contact
cutané prolongé.

- Toxicité locale : dermatose puis gangréene.

- Toxicité générale : les phénols induisent des troubles nerveux (convulsions puis

coma) et des cedémes pulmonaires.

En plus de leur toxicité, certains composés phenoliques causent des problemes de mauvais
go(t de I'eau potable, surtout lorsque celle-ci a été chlorée. Ces composés sont présents dans
les effluents de nombreux procédés industriels [12]. Dans l'industrie de pulpation, les
effluents produits au moment du blanchiment par chloration provoguent la pollution de I'eau
parce qu’ils contiennent des lignines fortement modifiées et des chlorolignines, ainsi que des

phénols et des chlorophénols [13].

l. 5. Propriétés chimiques des composés phénoliques

- Propriétés réductrices

Le potentiel d’ionisation est I’énergie minimale qu’il faudrait fournir a une espéce chimique
pour lui arracher un électron. Plus un composé aromatique est substitué a un groupement
donneur d’électrons, plus son potentiel d’ionisation est faible et son caracteére réducteur est
grand, il peut aussi subir une oxydation non électronique qui conduit a un radical cation. Dans
le cas du phénol, le radical cation formé est un acide fort qui se déprotone pour donner un

radical phénoxyl.

- Polarisabilité

Les molécules possédant de gros atomes présentent des bandes d’absorption dans le domaine
de I’'UV proche et du visible. Ils sont hautement polarisables, c’est le cas des composés

aromatiques. Les phénols les plus polarisables présentent des bandes d’absorption dans ’'UV
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aux longueurs d’ondes Amax>300 nm (flavonols et hydroxycinnamique), voir 500 nm dans le

cas des pigments anthocyanes.

- Liaison hydrogene

Les phénols sont le siege d’association intermoléculaire par liaison hydrogéne. Dans le cas
des composés phénoliques complexes, il peut y avoir des liaisons hydrogenes
intramoléculaires. Les diverses propriétés de ces liaisons hydrogénes sont :

- Les liaisons hydrogéne modifient de nombreuses propriétés physiques : le point de
fusion et d’¢bullition, la solubilité, les spectres d’absorption dans les domaines de
’ultraviolet et de I’infrarouge.

- La présence de liaisons hydrogéne diminue la réactivité des groupements phénoliques
(solubilité en milieu alcalin, leur aptitude a la formation d’esters et d’éthers-oxyde).

- Les liaisons hydrogéne sont plus fortes lorsqu’elles conduisent a la formation d’un
cycle a 6 chaines qu’un cycle a 5 chaines.

- Les liaisons intermoléculaires diminuent le point de fusion et la solubilité des
composés phénoliques ce qui peut rendre leur purification difficile par formation des

structures hexagonales (6 groupes phenoliques unis par des liaisons hydrogenes).

- Caractere acide de la fonction phénol

La déprotonation de la liaison OH des phénols entraine la formation des ions phénolates, leur
forte solvatation (formation de liaison H avec I’eau) permet d’expliquer les propriétés acides

faibles des phénols dans I’eau (pKa situé entre 8 et 10).

- Formation de complexes avec les métaux

La formation de complexe par chélation avec les métaux (en genéral le fer et I’aluminium) est
exploitée pour la révélation des chromatogrammes, pour le dosage de ces substances et la
réalisation des spectres d’adsorption. Dans la nature cette complexation intervient dans la

coloration des plantes.
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- Formation d’esters et d’éthers-oxyde

La fonction ester provient de la réaction d’un acide avec un OH alcoolique ou phénolique. La
fonction éther-oxyde provient de la déshydratation intermoléculaire des alcools, des phénols,
ou des réactions d’alcool et d’aldéhyde.

Dans la nature, la formation des esters a partir des composés phénoliques fait intervenir la
fonction acide d’un phénol et la fonction alcool d’une autre molécule. (Les composés
phénoliques n’interviennent pas par leur fonction phénol).

La formation d’éthers-oxyde est treés fréquente dans la nature et particulierement la formation

d’éthers-oxyde mixtes entre une fonction phénol et 1’alcool méthylique.

- L’oxydation

L’oxydation du phénol peut avoir lieu sous I’action de trés nombreux oxydants : Fe**, O, etc.
symbolisés par [O]. Elle conduit a la formation de radical phénoxyle relativement stable avec

un atome d’oxygene simplement li¢, mais possédant un électron célibataire (figure 1V-2).

8] 0
= O~
B

Figure. 1V. 2. Oxydation du phénol

OH

Généralement un tel radical est trés instable et réagit rapidement, éventuellement apres
isomérisation sous forme de radical contenant, en position ortho ou para de 1’atome
d’oxygene, un atome de carbone trivalent mais possédant un électron impair. Le radical ainsi
formé peut se dimériser, ou réagir avec un autre radical, en formant, par ordre d’importance,
des liaisons C-C, C-O ou O-O. Dans le cas des monophénols ou les diphénols, une oxydation
se faisant sur des molécules complexes a noyau catéchol, peut conduire a un produit
polymérisé de coloration brun-noir.

L’oxydation des phénols peut se produire par le systeme enzymatique contenant les
polyphenoloxydases (PPO), les laccases et les peroxydases avec ou sans H,O, et aussi par

I’alcalinisation, notamment en présence d’ions métalliques.
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Il.  Principe d’une électrode immobilisée avec HRP pour la détection

des phénols

Les électrodes modifiées par la HRP permettent la détection des dérivés phénoliques. Leur
champ d’applications potentielles concerne essentiellement le domaine biomédical (dosage de
neuromédiateurs, catécholamine) et celui de I’environnement (détection de polluants
phénoliques et pesticides). Ces applications nécessitent des capteurs capables de détecter des
concentrations nanomolaires de la molécule cible, ce qui constitue le premier objectif a

atteindre.

0
II
—Fe (IV)—
Compound |
H20

—nlal a)—

Compound Il
Phred
HOOH
—Fe (Il)— ‘)
HRP Phox

H20

Oﬂnnm—mq

o

Figure. 1V. 3. lllustration schématique du systéme de détection des phénols par la peroxydase de Raifort HRP
[14].

Le principe de détection est montré sur la figure (IV-3). Les molécules phénoliques sont
principalement transformées en quinones et/ou en radicaux libres [5], qui sont des espéces
électro-actives et peuvent étre réduites électrochimiquement pour revenir a leur forme initiale
sur la surface de I'électrode. Le fonctionnement de telle électrode est basé sur la mesure du
courant de réduction des radicaux libres générés par la réaction enzymatique. La réponse
ampérométrique de I’électrode est directement liée a la concentration du phénol dans la

solution [15].

l. La voltampérométrie cyclique:

I11.1. Principe de la méthode
La voltampéromeétrie cyclique est 1’une des méthodes les plus utilisées pour étudier les

processus d’¢lectrode comme les réactions de réduction et d’oxydation ou 1’adsorption
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d’especes chimiques. Cette méthode consiste a varier linéairement le potentiel de 1’¢électrode
de travail au cours du temps et @ mesurer le courant résultant. La programmation en potentiel
est triangulaire, c.-a-d. le potentiel varie linéairement, a une vitesse de balayage v bien définie,
a partir d’un potentiel initial E1 jusqu’a un potentiel E2 ou le sens de balayage est inversé

comme montré sur la figure (1\V-4).

Pente=-v

Pente=v

E: |

|
0

Figure. 1V. 4. Profil de potentiel appliqué en fonction du temps.

Le courant mesuré en voltampérométrie cyclique est la somme de deux contributions de
nature differente :

d
Imes = Ip + I, = %+ Cv (IV-1)

Le courant faradique I, obéissant a la loi de Faraday, est lié a des réactions d’oxydoréduction.
Sa forme analytique dépend du systéme étudié. Le second terme I est le courant capacitif qui
est li¢ a la présence d’une double couche ¢lectrique a I’interface électrode-solution et est
directement proportionnel a la vitesse de balayage v. Qr représente la charge faradique et C

est la capacité de double couche. La vitesse de balayage est un parametre trés important.
I11.2. Espéces redox en solution
- Systéme réversible :

Pour un systeme redox réversible en solution ou les especes arrivent par diffusion a I’interface

¢lectrochimique, 1’allure du voltampérogramme cyclique est représentée sur la figure (1\V-5).
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Figure. IV. 5. Exemple de diagramme de voltampérométrie cyclique.

Pour un systéeme redox infiniment réversible, le courant de pic est donné par la relation
suivante a 25°C: [16]

I, = 2,69 10° n®2 A D2 ¢ v*/2 (1IV-2)
Avec |, le courant de pic (A), n le nombre d’électrons transférés, A la surface de 1’électrode

(cm?), D le coefficient de diffusion de ’espéce électroactive (cm?/s), C,, sa concentration

(mol/cm?®) et v la vitesse de balayage (V/s).

- Systéme irréversible :

Pour un systeme irréversible, le courant de pic a 25°C est donné par la relation 1V-3: [16]
I, = 2,99 10% n®/2 @*/24 DY/ ¢ v*/? (IV-3)

Avec a le coefficient de transfert de charge.

111.3. Especes redox greffées en surface
Les equations utilisées pour décrire les processus électrochimiques des surfaces modifiées
sont inspirées de la théorie des espéces adsorbées développée par Laviron [17-19], puisque

cette théorie est élaborée en supposant que les concentrations en solution tendent vers zéro.

- Casou la réaction de transfert de charge est rapide
On suppose que dans le domaine du potentiel considére, les concentrations surfaciques sont

indépendantes du potentiel, avec initialement (a t=0) .=, et Mz.,=0 . Ainsi,ona:

ArG __arm,d (t)

J
_ V-4
nF ot dat ( )

112



Chapitre. IV. Application des couches modifiées du silicium
poreux par la HRP pour la détection du phénol

Ou, j est la densité de courant, n est le nombre d’¢électrons échangé, F est la constante de
Faraday,

Mox €t Mr.q SONt les concentrations surfaciques.

Dans le cas d’un systéme rapide, les concentrations surfaciques obéissent a 1’équation de

Nernst :

Fox () nF o (1V-5)
Mooa 0 P (77 E-£)

Ou, E°’ est le potentiel standard des espéces greffées en surface, R la constante des gaz

parfaits, T la température.

En combinant les équations (1V-4) et (IV-5) avec 1’égalité  Tox (t) + Tzea(t) =5, 0N Obtient

I’expression de/ = f(E) , en balayage linéaire de potentiel, de la forme :

_(nF .
n?F2uly, e.\p(-RT(E Ed))

- _ (IV-6)
_.(1 +exp (% (E - E%))

j= 3

Avec v la vitesse de balayage du potentiel.
Le voltampérogramme cyclique typique correspondant a cette équation est représenté sur la
figure (IV-6). Il ressort aussi de cette expression que la densité de courant de pic jp, est donnée

22
mE o, (IV-7)

ar la relation : P
P Jo =3RT

Figure. IV. 6. Voltampérogramme cyclique d’une espéce Ox adsorbée a la surface de I’électrode.
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Le potentiel E°” est défini comme étant le potentiel d’équilibre du systéme redox immobilisé a
la surface [20, 21]. Murray a montré a partir de plusieurs exemples que E°* est généralement
égal au potentiel conditionnel apparent du méme processus en solution. [21]
Les propriétés caractéristiques qui distinguent un tel processus rapide en surface sont les
suivantes : [22]
- La variation de la densité de courant de pic est proportionnelle a la vitesse de balayage de
potentiel v (et non pas a v2 comme cela est le cas pour un systeme rapide en solution [16]).
- Le pic anodique retour est ’image miroir du pic cathodique aller. Eps = Epc (AE, =0 et
indépendant de v).
- Dans le cas idéal, la largeur du pic de courant (en oxydation ou en réduction) a mi-hauteur,
AEp 12 =3,53 RT/nF = 90,6/n (en mV a 25°C).
- L’aire sous le pic de réduction du voltampérogramme cyclique représente la charge
électrique développée au cours de la réduction de 1’espéce oxydée liée en surface.
Elle est donnée par 1’équation :

Q = NFAI;, (Iv-8)
Avec A la surface de 1’électrode. Q est indépendant de v.
Exemples : La figure (IV-7) montre I’évolution, en fonction de la vitesse de balayage, d’un
voltampérogramme cyclique correspondant au couple redox Co(Il)/Co(lll) du complexe
cobalt phtalocyanine adsorbé a la surface d’une électrode de carbone (v=200 (c), 500 (b) et
1000 (a) mVs™. Electrolyte=solution aqueuse de H,SO,4 & 0,05M).

i
[=]

=]
|

Densité du courant {uAjem 3
[\%]
=)
|

=20 -

-40

[
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12
E (VJECS

Figure. IV. 7. Voltampérogramme cyclique du couple Co(11)/Co(l1l) du complexe cobalt phtalocyanine adsorbé
a la surface d’une électrode de carbone (v=200 (c),500 (b) et 1000 (a) mVs™. Electrolyte=solution aqueuse de
H,SO, a 0,05M).
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Cette figure montre qu’en pratique ’allure des voltampérogrammes est différente de celle
prévue théoriquement, du fait de la présence d’un fort courant capacitif et de complications
cinétiques et/ou organisationnelles a la surface des électrodes.

En effet, les résultats expérimentaux décrits dans la littérature montrent quelques limites de ce
modeéle théorique. Les valeurs expérimentales des deux parametres les plus significatifs, AE,
et AEy 1, sont généralement différentes de celles prévues théoriquement [19, 23] (AEy# O et
varie avec v, AE, 1, # 90,6/n pour un systeme rapide).

Laviron a montré que cet écart a 1’idéalité est dii a deux facteurs : [18]

-- Interaction entre les molécules a la surface de 1’électrode dans le cas ou la concentration des
especes greffées est élevée. Afin de tenir compte de cet effet, il a fait introduire dans les
¢équations établies des constantes d’interaction entre les especes Ox et Red. Il a montré par
simulations mathématiques I’influence de ces paramétres d’interaction sur 1’allure des
voltampérogrammes obtenus. La figure montre un élargissement des pics anodique et
cathodique selon I’intensité des interactions, mais la symétrie des pics est préservée dans le
cas d’un processus réversible.

- Inhomogénéité des électrodes solides qui méne a une distribution non équivalente des sites
redox qui entrainerait une légére différence du potentiel redox d’un site a un autre. Cet effet

provoque eégalement un élargissement des pics anodique et cathodique.

- Cas d’un systéme lent : [16]
Si I’espece Ox immobilisée en surface est réduite selon une réaction de transfert de charge

lente et irréversible, il faut considérer la relation :

j—F = kel o(t) (1IV-9)

n

Avec k¢, la constante de vitesse

Les parametres caractéristiques suivants doivent permettre d’identifier une telle situation :

an?F? . (1V-10)
I = (2,718RT) VT ox
g _poy KT . (BT (k° (IvV-11)
v anF " anF \ v
RT 625 . (IV-12)
— — y (=]
DE,y2 = 244——=—" (mV,4 25°C)
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Avec a le coefficient de transfert de charge et k° la constante de vitesse standard.

On retrouve de nouveau une variation de la densité de courant de pic proportionnelle a la
vitesse de balayage de potentiel (et non pas a sa racine carrée).

La vague voltampérométrique est déformée par rapport a 1’allure parabolique symétrique d’un
systéeme rapide. Le pic cathodique est déplacé vers les potentiels négatifs, et le pic anodique
vers les potentiels positifs (augmentation de AEp) [19].

Laviron [18] a montré que dans le cas d’une électrode solide ou des inhomogénéités de
surface apparaissent, ou lorsque la concentration des espéces greffées est élevée induisant de
fortes interactions entre les molécules, les voltampérogrammes obtenus sont fortement
déformés. En plus de I’élargissement des pics anodique et cathodique, leur forme devient
différente (avec I’un qui peut étre plus large que 1’autre).

Enfin, plus le systeme est irréversible, plus AE, augmente.

Il a été également montré qu’un systéme réversible en solution peut devenir irréversible
lorsque le couple redox est immobilisé en surface. Cet effet est probablement di aux
propriétés de la surface ou I’échange d’électrons avec 1’électrode est lent [24].

En conclusion, 1’observation d’une forte dissymétrie entre les pics anodique et cathodique
révéle I’existence d’interactions entre les molécules immobilisées, aussi bien que la non

réversibilité de la réaction électrochimique.
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Nous tenons a rappeler que cette partie débutera dans son premier volet, par 1’étude du
comportement électrochimique des molécules de ferrocene couplées & une monocouche acide
greffée a la surface du silicium plat. Cette partie a pour objectif d’initier I’étude du
comportement électrochimique de la HRP, par 1’étude d’un systéme redox simple du
ferrocénemethanol contenant un site ferrique électrochimiquement actif.

Le deuxiéme volet est consacré a I’étude du comportement électrochimique — par
voltampérométrie cyclique des surfaces de silicium poreux modifiées par ’immobilisation de
la HRP. Dans un premier temps nous nous intéressons a 1’étude électrochimique de la HRP
immobilisée sur les surfaces modifiées du SiP en absence du phénol et du H,O,, ensuite nous

traitons la détection électrochimique du phénol par la HRP immobilisée en présence de H,0,.

l. Etude du comportement électrochimique des ferrocenes couplées

a la surface acide de silicium plat

Les mesures électrochimiques ont été réalisées avec un potentiostat Autolab (Eco Chemie) a
température ambiante (figure 1V-8-b). La cellule électrochimique d’un volume de 500 pL
utilisée comprend trois électrodes : une contre électrode en platine, la surface du silicium
modifiée comme électrode de travail et une électrode au calomel saturé (ECS) comme
référence (figure 1V-8-a). Les voltampérogrammes cycliques sont enregistrés a des vitesses de
balayage allant de 20 & 1000 mVs™dans une solution d’acétonétrile contenant 0.1M de
Perchlorate de Tetrabutyl d'ammonium (TBUACIO,), ce sel est rajouté pour augmenter la

conductivité ionique dans la solution.

Figure. 1V. 8. Dispositifs utilisés pour I’étude électrochimique
a)Micro cellule électrochimique, b) Potentiostat Autolab (Eco Chemie).
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Les voltammogrammes des surfaces de silicium modifiées avec les ferrocénes, montrés sur la
figure (IV-9), ont été obtenu pour des vitesses de balayage comprises entre 20 et 1000 mVs
let sont enregistrés dans une gamme de tension allant de -0.5 & 0.7 V/ECS, montrent un pic
anodique a 0.4 V/ECS et un pic cathodique a 0.25 V/ESC. Ces deux pics sont attribues aux
pics d’oxydation et de réduction du couple redox Fe™/Fe*?. Cette oxydoréduction est

monoeélectronique et se produit selon la réaction suivante [25, 26] :

R
Z - (IV-13)
@ ~ Fe (I) + le
'
4 T T

courant / pA

-0,5 0,0 0,5
Tension /V vs ECS

Figure. IV. 9. Voltampérogrammes cycliques des surfaces modifiées de Si dans une solution d’acétonétrile
contenant 0.1M de TBuUAclO,

Sur la figure (IV-9), nous observons que 1’oxydation des ferrocenes s’effectue a un potentiel
¢gal a 0,4V. Qui correspond au méme potentiel d’oxydation du ferrocéne en solution sur une
électrode en platine (0.41 V) [25, 26]. De plus, I’allure des voltammogrammes ne correspond
pas aux voltammogrammes d’espéces immobilisées en surface, ou les pics anodiques et
cathodiques sont symétriques [16].

La figure (IV-10) montre la variation de I’intensité des pics anodique et cathodique (Ipa) et
(Ipc) en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage. Selon la théorie, dans le cas
des molécules adsorbées, la variation des pics de courant (anodiques et /ou cathodiques) est
linéaire avec la vitesse de balayage. D'autre part, dans le cas des molécules en solution, la
variation des pics de courant est linéaire en fonction de la racine carrée de la vitesse de

balayage [16, 27]. Dans notre cas, une relation linéaire a été obtenue du courant anodique et
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du courant cathodique avec la racine carrée de la vitesse de balayage (figure 1VV-10). Ce
résultat montre que le processus électrochimique observé est provoqué par des espéces dissout
en solution et non pas par des molécules attachées a la surface de silicium.

Par conséquent, nous pouvons conclure que les ferrocénes couplés a la surface acide de
silicium se sont désorbés dans la solution, indiquant I’instabilit¢é de 1’immobilisation des

ferrocénemethanols par une réaction d’estérification avec les terminaisons acides.

35 F
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Figure. 1V. 10. Evolution de I’intensité des pics anodiques et cathodiques en fonction de la racine carrée de la
vitesse de balayage.

Il.  Etude électrochimique de la HRP immobilisée sur le SiP

1. 1. Etude électrochimique directe de la HRP immobilisée sur le SiP

Afin de mettre en évidence le comportement électrochimique de la HRP immobilisée a la
surface du SiP, un voltampérogramme cyclique du SiP modifié par la HRP a été enregistré
(figure 1V-11-a). Le voltampérogramme d’une surface de SiP modifiée par des terminaisons
acides a été également enregistré (figure 1\V-11-b) a titre de comparaison.

Les mesures électrochimiques ont été réalisees avec un potentiostat programmable (Princeton
Applied Research, modele 362) a température ambiante. La cellule & trois électrodes utilisée
comprend une contre électrode en platine (sous forme d’une grille fine), la surface du silicium
modifiée comme électrode de travail, et une électrode au calomel saturé (ECS) comme
référence. Les voltampérogrammes cycliques sont enregistrés a des vitesses de balayage allant
de 20 & 500 mVs™dans 0.06 M d’une solution tampon de phosphate PBS & pH=7.
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Sur la figure correspondante (figure 1V-11-b), nous remarquons un seul pic autour de —0.4 V.
Ce pic anodique qui est également présent dans le voltampérogramme cyclique du silicium
poreux modifié par la HRP (figure 1V-11-a) est d0 a 1’oxydation du silicium [28]. Ce pic
d'oxydation est observé dans tous les voltampérogrammes présentés dans cette etude. Par
ailleurs, aucun autre processus d'oxydoréduction n’a été observé sur la surface de SiP
modifiée par des terminaisons acides.

Par ailleurs, 1’électrochimie de la surface du silicium poreux modifiée par la HRP dans 0,06
M de PBS, pH = 7 montre une paire de pics d'oxydoréduction a 0,15 V et 0 V correspondant
au couple redox Fe (I1)/ Fe (I11) dans le centre électroactif de la HRP immobilisée [29, 30].
Ceci montre qu'il y a eu un transfert d'électrons direct entre la HRP immobilisée et I'électrode
de SiP sans aucun médiateur [10, 32]. Il a été reporté dans la littérature que la HRP subit une
réaction d’oxydoréduction qui met en jeu un électron couplé avec un proton, selon la réaction
suivante: [29, 30]:

PSi-HRP (Fe3*) + H* + e~ ¢ PSi-HRP (H” - Fe2*) (IV-14)

75 T T T T T T T T T T T

60

45

30

Courant / pA

15

-15

1 1 1 1 1 1
-0,9 -0,6 -0,3 0,0 0,3 0,6
Tension /V vs ECS

Figure. 1V. 11. Voltampérogrammes cycliques des surfaces modifiées de SiP dans 0.06 M de PBS, pH=7
a) Avec HRP immobilisée, b) Avec des terminaisons acides. Vitesse de balayage = 500mVs™

Ce résultat confirme la préservation de [lactivité enzymatique de la HRP apres
immobilisation.

Le potentiel formel Ei, = (Epat Epc) /2 est d'environ 0,075 V. Il est proche de la valeur de
0,08 V par rapport a une référence ECS, obtenue en immobilisant la HRP sur des
nanoparticules d'or électrodéposées sur une électrode d'oxyde d’indium-étain [33] et il est plus
positif que la valeur obtenue pour la HRP en solution [34], la HRP fixée sur des nanotubes de

TiO; [35] et sur d’autre substrat [36, 37]. Ceci signifie que la HRP immobilisée sur une
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surface fonctionnalisée de SiP peut avoir besoin de moins d'énergie d'activation pour effectuer
un transfert direct d'électrons avec I'électrode. Cela peut étre attribué au microenvironnement
favorable du SiP fonctionnalisé pour I’immobilisation des protéines.

La Figure (IV-12) représente les voltampérogrammes cycliques de I’électrode du SiP
immobilisée avec HRP dans 0,06 M de PBS a pH=7 enregistrés a différentes vitesses de
balayage (20-500 mVs™).

Ces voltampérogrammes présentent les caractéristiques des processus d'oxydoréduction quasi-
irréversible d'especes immobilisées [19]. Les pics d'oxydation et de réduction ne sont pas
symétriques, la separation de pic (Ep=Ea-Epc) n'est pas nulle et augmente avec l'augmentation
de la vitesse de balayage du potentiel, révélant un transfert de charge lent entre le centre actif
de la HRP immobilisée et I'électrode. Cela est probablement di a la résistivité de la couche de
SiP qui est fortement dépletée. En effet, il a été rapporté que l'irréversibilité de certains

systemes immobilisés est due aux propriétés de surface [24, 29, 38- 40].

Courant / pA

-0,9 -0,6 -0,3 0,0 0,3 0,6
Tension/ V vs ECS

Figure. 1V. 12. Voltampérogrammes cycliques de la surface du SiP immobilisée avec la HRP dans 0.06 M de
PBS, pH=7 a différentes vitesses de balayage, V = (20, 50, 100, 250 and 500 mVs-1).

La figure (IV-13) montre une variation linéaire de I’intensité des pics anodiques et

cathodiques en fonction de la vitesse de balayage du potentiel de la surface du SiP

immobilisée avec la HRP. Ceci indique que le processus détecté correspond, effectivement a

I'enzyme immobilisée a la surface de SiP [29]. Contrairement au cas d'un processus
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électrochimique en solution (contrdle par la diffusion de I'espéce a I'électrode), ou le courant

des pics est proportionnel & v**2.
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Figure. 1V. 13. Tracé de I’évolution du courant des pics anodiques et cathodiques en fonction de la vitesse de
balayage.

11.2. Etude électrochimique de la HRP immobilisée sur le SiP en présence de H,0,

Le comportement électrochimique de la HRP immobilisée & la surface de SiP en présence de
H,0, est illustré sur la figure (I\V-14-b). Par comparaison, la figure (I\V-14-a) montre le
voltampérogramme d’oxydoréduction de la HRP immobilisée & la surface du SiP dans 0,06
M de PBS a pH=7 en absence de H,0,.

Lorsque le H,0, avec une concentration de 20.10° M est injecté dans la solution mére (PBS,
pH=7), nous observons la disparition du pic anodique a 0,15 V relatif a 1’oxydation directe de
la HRP, cependant nous avons remarqué la présence du pic correspondant a la réduction du

site électroactif de la HRP.
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Figure. IV. 14. Voltampérogrammes cycliques des surfaces modifiées de SiP avec HRP dans 0.06 M de PBS
pH=7, a) 0 M H,0,, b) 20.10° M H,0,. Vitesse de balayage = 500mVs™

En s’appuyant sur les travaux de Ghamouss et al et Yin et al, le mécanisme de la réduction

électrocatalytique de H,O, dans ce travail peut étre exprimé comme suit [41, 42]:

PSi-HRP (Fe*") + H,0,— Composé | (Fe*'= 0, P™") + H,0 (1V-15)
PSi-Composé | (Fe*'=0, P™) + H,0,— HRP (Fe**) + O, (IV-16)
PSi-HRP (Fe**) + e — HRP (Fe®") (sur électrode) (IV-17)
PSi-HRP (Fe®*) + O,— HRP (Fe**-0,) (rapide) (1V-18)

PSi-HRP (Fe®*-0,) + 2~ +2H*— HRP (Fe?*) + H,0, (sur électrode)  (IV-19)

Dans les réactions (I\VV-15) et (IV-16), le peroxyde d’hydrogéne H,O, agit comme un oxydant
et un réducteur, respectivement. La HRP (Fe®) est oxydée en premier lieu, par H,O, pour
produire le composé intermédiaire | (Fe** = O, P * "), puis le composé I est réduit par le H,0,
par le transfert de deux électrons et il en résulte la HRP native (Fe**) et O,. Aprés avoir
accepté un électron de I'électrode, la HRP (Fe**) se réduit pour former la HRP (Fe®") (réaction
IV-17). Dans la réaction (1V-18), la HRP (Fe?") réagit trés rapidement avec O, en solution
produisant la HRP (Fe**-O,). Ce dernier subit une réduction électrochimique sur I'électrode au
méme potentiel de réduction de la HRP (Fe **), produisant ainsi le H,O, et la HRP (Fe?")
(réaction 1V-19).
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La figure (IV-15-a) montre les voltampérogrammes cycliques enregistrés a différentes
vitesses de balayage, dans 0,06 M de PBS & pH=7 contenant 20.10° M de H,0, d’une surface
de SiP immobilisée avec HRP. Les vitesses de balayage ont été variées de 50 & 500 mVs™.

La proportionnalité de I’intensité du pic a la vitesse de balayage (figure 1V-15-b) révéle qu’il

s’agit effectivement d’un processus redox en surface [16].
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Figure. 1V. 15. a) Voltampérogrammes cycliques de la surface du SiP immobilisée avec HRP dans 0.06 M de
PBS pH=7 en présence de20.10® M H,0,, & différentes vitesses de balayage, V = (50, 100, 250 and 500 mVs-1),
b) Tracé de I’évolution du courant du pic cathodiques en fonction de la vitesse de balayage.

11.3. Etude électrochimique de la HRP immobilisée sur le SiP en présence du phénol

La réaction enzymatique des peroxydases pour la détection des composés organiques requiére
la présence du peroxide d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier oxyde 1’enzyme et I’enzyme oxydée,
revient a sa forme initiale en deux étapes (par des réactions de réduction) au cours des quelles
le phénol est oxydé en espéces actives qui vont étre par la suite réduites a la surface de
I’électrode. L’intensité du courant de réduction est proportionnelle a la concentration du
composé organique en solution, et ce, tant que la concentration de H,O, n’est pas limitante
[15].

Le chemin réactionnel présente un mécanisme ou deux enzymes intermédiaires cinétiquement
distinctes (communément notées compose | et composé 11) sont formés [15]

Le mécanisme réactionnel est présenteé par les réactions suivantes :

PSi-HRP (Fe**) + H,0,— PSi-composé | + H,0 (1V-20)
PSi- composé | + AH,— PSi- composé Il + AH* (Iv-21)
PSi- composé Il + AH,— PSi- HRP (Fe**) + AH* + H,0 (IvV-22)
AH* +1e + H'— AH; (IV-23)
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La premiére réaction permet 1’oxydation a deux ¢€lectrons du site actif (Fe3+) de I’enzyme
HRP par H,O, pour former le premier intermédiaire « composé | » (degré d’oxydation 5+),
qui contient un ion oxyferryl et un cation radicalaire @ de porphyrine HRP (Fe?**= 0, P™)
(réaction IV-20). Dans la réaction suivante (réaction I1V-21), le composeé | extrait un électron a
partir d’une molécule de phénol pour former le second intermédiaire « compose Il » (état
d’oxydation 4+) qui contient également un groupe oxyferryl HRP (Fe**=0) qui est formée
par la réduction du cation radicalaire de porphyrine. Par la suite, le composé Il recoit un
électron supplémentaire par une seconde molécule de phénol (réaction 1V-22) permettant a
I'enzyme de retourner & sa forme initiale HRP (Fe**). Lors de leurs oxydation selon les
réactions (IV-21) et (IV-22), les molécules phénoliques sont principalement transformées en
quinones et / ou des radicaux libres [5], qui sont des especes électro-actives et peuvent étre
réduites électrochimiquement pour retourner a leur forme initiale sur la surface de I'électrode
(réaction 1V-23).

Sur la figure (IV-16-b) est illustré le voltampérogramme cyclique de du SiP modifié avec la
HRP en présence de quantités appropriées de H,O, et de phénol. A titre de comparaison, le
voltampérogramme cycliqgue du SiP immobilisé avec HRP dans 0,06 M de PBS
précedemment indiqué ci-dessus, est également affiché (figure 1V-16-a).

En présence de H,0,, la HRP immobilisée subit une oxydation par le peroxyde d’hydrogene
selon la réaction (I\VV-20), ainsi le processus d'oxydoréduction correspondant a 1’électrochimie
directe de la HRP immobilisée (Fe** / Fe®*) sur la surface de I'électrode tel il a été montré sur
la figure (IV-16-a), n'est pas observée dans la (figure IV-16-b). Cependant, outre le pic
d'oxydation du SiP, la figure (I\V-16-b) présente un pic de réduction a -0,22 V. Ce pic est
probablement attribué a la reduction électrochimique sur I'électrode de travail (réaction (IV-
23)), des quinones et / ou des radicaux phénoxy formés lors de 1’oxydation du composé
phénolique par I’enzyme conformément a la réaction (1V-22).

Orozco et al ont trouvé le méme courant catalytique a -0,1 V par rapport a une référence de
Ag / AgCl, correspondant a la réduction du catéchol en présence de H,O, sur une ultra-
microélectrode d’Or immobilisée avec la HRP [43]. Ce pic de réduction peut étre quantifié et

devrait étre proportionnelle a la concentration du phénol dans la solution.
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Figure. 1V. 16. Voltampérogrammes cycliques de la surface de SiP immobilisée avec HRP dans 0.06 M de
PBS, pH=7a) 0 M phénol et 0 M H,0,, b) 48.10° M phénol et 20.10° M H,0,. Vitesse de balayage = 500 mVs™.

11.3. 1. Etude de l’effet de la concentration du phénol sur la réponse de la HRP
immobilisée

La figure (IV-17) représente les réponses voltamétriques du SiP immobilisé avec HRP pour
différentes concentrations de phénol (48.10°, 25.107 et 30.10°M) dans 0,06 M de PBS (pH =
7) contenant 2.10°M de H,O,. Nous constatons que l'intensité du pic cathodique augmente
avec l'augmentation de la concentration du phénol dans la solution.
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Figure. 1V. 17 .Réponses voltamétriques de la HRP immobilisée sur la surface fonctionnalisée du SiP pour
différentes concentrations de phénol (48.10°°, 25.10"et 30.10® M) dans 0.06 M de PBS (pH=7) en présence de
2.10° M de H,0,.

La courbe de calibration montrée sur la figure (IV-18) montre que I’intensité du pic de

courant cathodique augmente de maniére linéaire avec la concentration du phénol, avec une
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pente de 3,24 et R? de 0,98. On note quela linéarité est obtenue pour des faibles

concentrations, ce qui rend ces structures utiles pour les applications réelles.
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Figure. 1V. 18. Courbe de calibration du phénol dans 0.06 M PBS (pH=7) et 2.10° M H,0,, sur I’électrode du
SiP modifié avec la HRP.

11.3. 2. Stabilité de la réponse électrochimique de la HRP immobilisée

La reproductibilité et la stabilité de la réponse de 1’enzyme HRP immobilisée sur la surface
fonctionnalisée du SiP au phénol ont été vérifiées en effectuant plusieurs voltampérogrammes
cycliques avec la méme vitesse de balyage (500 mVs™) a des intervalles de temps différents
(figure 1V-19). Cette figure montre que les voltampérogrammes conservent la méme
apparence sur plusieurs cycles. De plus, aucune perte significative de l'intensité du courant

n’a été observée.
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Figure. 1V. 19. Stabilité de la réponse voltampérométrique de la HRP immobilisée sur la surface fonctionnalisée
du SiP pour 48.10° M de phénol dans 0.06 M PBS (pH=7) en présence de 2.10° M H,0,.
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Conclusion

Au cours de la premiere partie de ce chapitre, nous avons utilisé la voltampérométrie cyclique
pour 1’étude électrochimique des ferrocénes couplés a la surface acide du silicium. Il a été
démontré que la réaction d’oxydoréduction détectée, correspond au couple redox Fe/Fe?
dissout en solution (processus redox régi par la diffusion) et non pas a des espéces
immobilisées en surface. Ce résultat indique que les ferrocénes se sont désorbés en solution

dd a I’instabilité du couplage par une réaction d’esterification des ferrocénméthanol.

D’autre part, nous nous sommes intéressés dans la deuxieme partie de ce chapitre, a 1’étude
par voltampérométrie cyclique, du comportement électrochimique de la HRP immobilisée a la
surface du SiP. Il a été montré qu’en absence de H,0,, le transfert d'électrons entre I'électrode
et le centre électroactif de la HRP immobilisée, se fait de maniére directe sans médiateurs,
attestant que l'activité enzymatique de la HRP immobilisée a été préservée. Cependant,
I’étude électrochimique en présence de H,O, a prouvé la capacité de la HRP immobilisée a la

surface de SiP a détecter ce compose.

La réponse de la surface du SiP modifiée par la HRP au phénol en présence de H,O.a été
démontrée par I’observation d’un pic cathodique correspondant a la réduction des espéces
phénoliques préalablement oxydées par 1’enzyme. De plus, la réponse linéaire de la surface
modifiée du SiP par la HRP au phénol démontre que la structure peut étre utilisée pour le

développement de capteurs de composés phénoliques.
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Conclusion générale

L’objectif de cette these a été partagé sur deux volets.

Nous nous sommes intéressés dans le premier volet a I’immobilisation d’une enzyme de la
famille des oxydoréductases, la Horse Radish Peroxydase (HRP) sur une surface
fonctionnalisée du silicium méso-poreux. Le deuxiéme volet de ce travail a été consacré a
I’étude du comportement électrochimique des surfaces immobilisées du SiP afin de détecter le
phénol.

Le substrat de SiP a été élaboré par voie électrochimique dans une solution de HF. La mesure
par gravimetrie a révélé une porosité de 60% pour le SiP formé et I’analyse réalisée par MEB
a montré la formation d’une couche méso-poreuse avec un diamétre moyen des pores de 10-
15nm.

La modification de la surface de SiP par ’enzyme a été réalisée en suivant un procédé a
multi-étapes compatible avec les conditions requises pour ’accrochage de cette molécule
biologique tout en préservant son activité catalytique.

Dans un premier temps une monocouche organique portant des groupements acide en bout de
chaine a éte greffée par une réaction d’hydrosilylation thermique entre 1’acide undécylénique
et la surface hydrure de SiP. La réaction prend place par la double liaison C=C de 1’acide
undécylénique et méne a la formation d’une monocouche organique greffée de manicre
covalente a la surface a travers les liaisons Si-C. Le choix d’une monocouche d’acide comme
surface de départ a été fait dans le but d’accrocher 1’enzyme par une réaction d’amidation
entre 1’amine contenue dans ces molécules et les terminaisons acides en surface. Or,
I’activation de ces terminaisons acides a été¢ nécessaire pour que la réaction d’amidation ait
lieu. Cette activation a été réalisée en utilisant le N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence
de I’agent de couplage N-éthyl-N’-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) afin de
transformer les terminaisons acides en ester de succinimidyle. Enfin, I’accrochage covalent de
I’enzyme (a travers la formation d’une liaison amide) a ¢été réalis¢é par une réaction
d’amidation entre I’amine primaire contenue dans ces molécules et la surface activée (1’ester
de succinimidyle).

Les surfaces de silicium méso-poreux apres chaque étape de fonctionnalisation ont été
caractérisées par des mesures de 1’angle de contact et par spectrométrie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR). Les résultats ont montré 1’efficacité du greffage covalent de la

HRP et sans aucune oxydation de surface.
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Les mesures électrochimiques par voltampérométrie cyclique sur des surfaces de HRP-SiP
dans une solution tampon de PBS de pH=7, ont prouvé que le transfert d'électrons entre
I'électrode et le centre électro-actif de la HRP immobilisée se fait de maniére directe sans
médiateurs, attestant de la préservation de l'activité enzymatique de la HRP immobilisée.

Par ailleurs, les résultats relatifs a la détection électrochimique du phénol par la surface du SiP
modifiée par la HRP, en présence d’une concentration appropriée de H,O,, montrent la
présence d’un pic cathodique correspondant a la réduction des especes phénoliques
préalablement oxydées par I’enzyme. De plus, ce pic de réduction est proportionnel a la
concentration du phénol en solution.

Ainsi, la réponse linéaire de la surface du SiP modifiee par HRP aux différentes
concentrations du phénol, démontre d’une part la capacité de tels dispositifs a détecter des
composés organiques et d’autre part, la possibilit¢ de leur utilisation pour des applications
réelles.

A P’issu de ces résultats intéressants, une étude analytique compléte (sélectivité, sensibilité,
limite de détection) sera menée en perspective sur les électrodes de SiP modifiées avec HRP
afin de valider ces systéemes pour la détection des composés organiques in-situ. Il serait
¢galement intéressant de poursuivre I’étude sur ’immobilisation d’autres enzymes (telle que

la tyrosinase) sur le SiP fonctionnalisé a fin d’¢largir I’intervalle des polluants a détecter.
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Annexes. Techniques de caractérisation

ANNEXE | : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Afin de suivre 1’évolution de la surface de silicium avant et durant les différentes phases de

I’attaque chimique, nous avons utilisé la spectroscopie infrarouge.

1. Principe de la spectroscopie infrarouge vibrationnelle

Il existe de nombreuses interactions entre un rayonnement infrarouge (IR) incident et une
molécule. Un phénomeéne de résonance peut intervenir lorsqu’un faisceau IR traverse la
molécule ou s’y réfléchit. Si la fréquence de résonance du rayonnement est différente de celle
des vibrations moléculaires rencontrées ; la radiation n’est pas absorbée. Dans le cas contraire,
la radiation perd une partie de son énergie : la molécule (ou une partie de la molécule) dont
les atomes sont animés d’un mouvement de fréquence identique, absorbe cette énergie. Les
mouvements moléculaires sont classées en différentes catégories.

Dans une molécule on peut avoir différents modes de vibration de liaison et une liaison peut

avoir différents modes de vibration. Ces modes sont :

» Modes d’élongation

\W/ZERN

Le mode d’élongation symétrique

\

Le mode d’élongation antisymétrique
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» Modes de déformation

@Y Va\h i@y IV

Cisaillement Rotation

Déformations dans le plan

+ - + +
Torsion Balancement

Déformations hors plan

+ Signifie que le groupe se déplace vers 1’avant.

— Signifie que le groupe se déplace vers ’arricre.
2. Principe de fonctionnement du spectromeétre FTIR

Le spectrometre FTIR est constitué de deux compartiments interconnectés : le banc optique et
le compartiment de I’ordinateur.

Le banc optique contient une source qui émet une radiation infrarouge, un interférometre de
Michelson et un détecteur. La figure 1 décrit le schéma d’un spectrometre a transformée de
Fourier.

Le rayon infrarouge produit par la source est dirigé vers I’interférométre. A ’intérieur de ce
dernier, le faisceau est immédiatement dévie en deux moitiés par la séparatrice. Une partie de
la lumiére est délivrée sur un miroir fixe et 1’autre sur un miroir mobile, ce dernier a un
mouvement de va et vient. Les deux rayonnements qui ont été réfléchis par les deux miroirs

se recombinent au niveau de la séparatrice pour continuer et atteindre 1’échantillon. Aprés
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avoir traversé I’échantillon, le faisceau atteint un détecteur qui enregistre 1’interférogramme
qui représente I’intensité du signal en fonction de la différence de marche produit par les
différentes positions du miroir mobile de I’interférometre. La transformée de Fourier de ce

signal fournit le spectre infrarouge en fonction du nombre d’onde.

Interférometre de

Michelson c Ij— Z\Iiroir’é
fixe %
Miroir mobile :
D3 D02 D1 2
=% ‘% 8| ~ | -
. ®0)__ \L (o
5 Source
1724 1/4% ZPD Separatrice
Intensité
en sortie
Signal détecté Echantillon
Position du miroir mobile
l Détecteur

Figure. 1. Schéma d’un spectrométre a transformée de Fourier

3. Mesures infrarouges en transmission

Les mesures infrarouges en transmission effectuées sur les échantillons de silicium poreux ont
¢été réalisées en placant 1’échantillon a 90° par rapport a la direction du faisceau incident. Le
faisceau infrarouge traverse 1’échantillon pour €tre ensuite mesuré par un détecteur, le DTGS
(Deuterated Tri Glycine Surface) travaillant a température ambiante (Figure 2). Tous les

spectres ont été enregistrés entre 400 et 4000 cm™, avec 100 scans et une résolution de 4 cm™.

B |
Faisceau
infrarouge Détecteur
venant de > > DTGS
l'interféeromeétre
-
Silicium

Figure. 2. Schéma des mesures FTIR en transmission
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Le dispositif avec lequel les spectres d’absorption infrarouge ont été obtenus est un

spectromeétre a transformée de Fourier de type « Thermo-Nicolet ».

Dans ce travail, les spectres FTIR sont montrés en absorbance. Cela correspond a des pics
positifs pour les espéces qui apparaissent sur la surface mesurée par rapport a une surface de
référence qui est une surface de silicium hydrogénée. L’absorbance A (ou densité optique) est
reliée a la concentration des especes chimiques par la loi de Beer-Lambert :

A =¢lC
¢ : Coefficient d’extinction molaire caractéristique de la substance étudié a une longueur
d’onde donnée en L mol™ cm™.
| : Epaisseur traversee en cm

C : la concentration en mol L *

L’absorbance A est déduite de I’intensité I du spectre étudié et de 1’intensité Iy d’un spectre
de référence par la relation : 4 = In (10/,) .

Ainsi, les changements d’absorption observés permettent de connaitre 1’évolution (disparition

ou apparition) des différents groupements chimiques présents.
4. Mesures infrarouges en mode ATR

La spectroscopie infrarouge utilisant la géométrie en réflexions internes multiples (la
réflexion totale atténuée ATR : Attenuated Total Reflexion), a été utilisee pour les
échantillons de silicium plan. Cette technique présente 1’avantage d’augmenter la sensibilité
de la mesure grace a une amplification du signal associée aux réflexions multiples au sein de
’échantillon étudié. Pour avoir la réflexion totale, I’indice de réfraction du matériau doit étre

plus élevé que le milieu adjacent. C’est le cas du silicium.

Les échantillons de silicium utilisés pour cette géométrie sont biseautés a 45° sur les deux
bords par un polissage mécanique : les échantillons de silicium découpés sous forme carrée
sont collés a la cire entre deux supports en aluminium formant un prisme (Figure 3), puis polis
en différentes étapes a 1’aide de papiers abrasifs de cinq tailles de grains décroissantes et on

finit le polissage avec une pate diamantées (tailles des grains de 3 a 1um).
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Support en aluminium

Echantillon de silicium — 4 4

Figure. 3. Polissage de I’échantillon de silicium sous forme d’un prisme.

La figure (4) représente le schéma des mesures FTIR en géométrie ATR. Un premier miroir
parabolique permet de focaliser le faisceau provenant de I’interféromeétre sur un des bords
biseautés de I’échantillon. Apres différentes réflexions internes, le faisceau infrarouge qui

ressort du prisme de silicium est focalisé par deux autres miroirs paraboliques sur le détecteur.

Mirair
paraholique

Détecteur
MCT

Faisceau
infrarouge
venant de

l'interféromeétre

Silicium

Figure. 4. Schéma des mesures FTIR en géométrie ATR.

Le nombre de réflexions a I’intérieur du prisme est donné par la relation :
N =L/etan(d)

Ou L est la longueur du prisme, e est I’épaisseur de 1’échantillon de silicium, ¢ est I’angle
d’incidence du faisceau par rapport au plan de la surface. Ce nombre de réflexions dépend de
I’angle du biseau (¢’) par lequel entre le faisceau : on a ¢ = /2 - ¢’. Dans ce travail L = 14
mm, ¢ = 500 pm et ¢ = 45° donnant N = 28.

Dans le cas d’une mesure en géométrie ATR, le détecteur utilisé¢ est un détecteur MCT
(Mercure Cadmium Tellurure). Ce détecteur est une jonction p-n faite a base d’un
semiconducteur a petit gap qu’il convient de refroidir a I’azote liquide avant utilisation. Le
compartiment contenant le détecteur, les miroirs paraboliques ainsi que 1’échantillon, est
purgé a I’azote. Le détecteur MCT présente une coupure autour de 900 cm™. Les spectres
infrarouges sont donc analysables sur une gamme de nombre d’onde comprise entre 900 et
4000 cm™. Les spectres sont obtenus par une accumulation de 200 scans de I’interférométre

avec une résolution de 4 cm™.
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Lorsque les mesures sont effectuées en polarisation, un polariseur placé avant 1’échantillon est
alternativement positionné en polarisation s et p. En polarisation s, le champ électrique de
I’onde est dans le plan de la surface. Cela permet de sonder les composantes des dipdles
paralléles a la surface. En polarisation p, le champ électrique de 1’onde est dans le plan

d’incidence. Cela permet de sonder les composantes des dipdles perpendiculaires a la surface.

ANNEXE II : Mesure d’angle de contact

La mesure de I’angle de contact rend compte de I’aptitude d’un liquide a s’étaler sur une
surface par mouillabilité. La méthode consiste & mesurer 1’angle de la tangente du profil d’une
goutte déposée sur le substrat, avec la surface du substrat. La mesure de I’angle de contact
permet la détermination de la nature polaire ou apolaire des interactions a I’interface liquide /
solide. Il est ainsi possible de déduire le caractére hydrophile ou hydrophobe de 1’échantillon.
L’angle de contact dépend fortement de I’état de surface. Cette derniere se doit d’étre exempte
de tout contaminant. De plus, la rugosité ainsi que 1’hétérogénéité chimique influe fortement
sur cet angle. Il est a noter que le liquide sonde la surface sur plusieurs angstréms en
profondeur, ainsi 1’angle ne dépend pas uniquement de la couche atomique superficielle mais
aussi des groupements présents plus en profondeur.

D’un point de vue pratique, une goutte d’eau ultra-pure de 1 pL est déposée a 1’aide d’une
seringue sur la surface de I’échantillon a analyser. Ce dernier est éclairé sur le coté par un
faisceau de lumicre blanche afin que la caméra puisse enregistrer 1’ombre de la goutte

(Figure.3).

Seringue

Source de
. - lumiére
Echantillon

Figure. 3. Dispositif expérimental de mesure de ’angle de contact

138



Annexes. Techniques de caractérisation

La mesure de 1’angle se fait a partir d’images capturées par un PC via une caméra. Le logiciel
Visio drop permet de numériser le contour de la goutte par traitement des images. Il détermine
ensuite I’angle de contact grice a des méthodes d’interpolation. La mesure de 1’angle de

contact se fait sur un appareil DigiDrop équipé d’une caméra USB.

Figure.4. Goutte d’eau sur une surface hydrophile 6 = 5° (gauche) et sur surface hydrophobe (droit)

> tension interfaciale solide-liquide ys_ (J/m?)
> tension interfaciale solide-vapeur ysy (J/m?)

> tension interfaciale liquide-vapeur y.v (J/m?)

Ces trois grandeurs sont reliées par I’équation de Young qui est la base de la plupart des

méthodes de calcul de I’énergie de surface : ysy = ys.+ yLv . c0sO
ANNEXE 111 : Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage est une technique permettant de réaliser des images
de la surface d’objets en 3 dimensions avec une trés haute résolution de 1’ordre du nanometre.
Elle permet également la microanalyse d'un échantillon pour identifier et quantifier les
éléments chimiques présents a sa surface. Cette technique est basée sur le principe des
interactions électrons-matiere. L'interaction électron-matiere donne naissance a divers
rayonnements : électrons secondaires, électrons rétrodiffusés, électrons transmis, rayons X et
électrons Auger (Figure 5). A chacun de ces phénomenes correspond un mode de

fonctionnement avec formation d'image.
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Rayons X
caractéristiques

\

w Rayons X
caractéristiques

Figure.5. Signaux produits par interaction d’un électron primaire avec ’échantillon

Analyse morphologique

La detection des électrons secondaires est le mode classique d’observation de la morphologie
de la surface. Le principe général consiste a balayer I’échantillon a observer par un faisceau
électronique et on vient détecter les électrons secondaires de trés faible énergie qui sont
produits suite au bombardement de I’échantillon. Ces électrons secondaires sont amplifiés,
détectés puis interprétés pour reconstruire une image en fonction de I’intensité du courant
électrique produit. Le MEB réalise donc une topographie de I’échantillon a analyser, c’est
pourquoi le MEB fournit des images en noir et blanc ou chaque nuance de gris est le résultat
de I’intensité du courant détecté.

Les ¢électrons secondaires captés proviennent d’un volume étroit (environ 10 nm). De ce fait,
la zone de réémission fait a peu pres le méme diamétre que le faisceau. La résolution du
microscope est donc le diametre du faisceau, soit environ 10 nm. Une grille placée devant le
détecteur d’¢lectrons, polarisée positivement, attire les électrons. De cette maniére, la majorité
des électrons secondaires sont détectés alors que les électrons rétrodiffuses, qui ont une
énergie plus élevee, ne sont quasiment pas déviés par le champ électrique produit par la grille
du collecteur. La quantité d’électrons secondaires produite ne dépend pas de la nature

chimique de I’échantillon, mais de I’angle d’incidence du faisceau primaire avec la surface.
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Résume

Dans cette étude, I'enzyme peroxydase de Raifort (HRP) a été immobilisée de maniére
covalente a la surface du silicium poreux (SiP) en utilisant une stratégie a plusieurs étapes.
Tout d'abord, les terminaisons acides ont été générées sur la surface de SiP hydrogénée par
hydrosilylation thermique de l'acide undécylénique. Ensuite, les terminaisons acides sont
transformées en ester de succinimidyle. Cette réaction appelée activation, est réalisée en
utilisant le N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence de I’agent de couplage N-éthyl-N’-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC). Enfin, I'enzyme a été fixée a la surface par une
réaction damidation. La structure des couches de SiP a été observée par un microscope
électronique a balayage (MEB). Les caractérisations par spectroscopie infrarouge (FTIR) et
par mesure de I’angle de contact ont confirmé l'efficacit¢ de la fonctionnalisation apres
chaque étape. Les cycles Voltampérometriques ont été enregistrés en utilisant les surfaces de
SiP modifiées avec HRP comme électrode de travail. Les résultats obtenus montrent que
I'activité enzymatique de la HRP immobilisée a été préservée et, en présence de peroxyde
d'hydrogene, 1’enzyme oxyde les molecules phénoliques qui sont ensuite réduites sur
I'électrode modifiée du SiP.

Mots clés : Silicium poreux, fonctionnalisation, Peroxydase de Raifort, Oxydation d’enzyme, Phénol.

Abstract

In this study, horseradish peroxidase enzyme (HRP) was covalently immobilized on porous
silicon (PSi) surface using multistep strategy. First, acid terminations were generated on
hydrogenated PSi surface by thermal hydrosilylation of undecylenic acid. Then, the carboxyl-
terminated monolayer was transformed to active ester (succinimidyl ester) using N-
hydroxysuccinimide (NHS) in the presence of the coupling agent N-ethyl-N-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC). Subsequently, the enzyme was anchored on the
surface via an amidation reaction. The structure of the PSi layers was observed by scanning
electron microscopy (SEM). Infrared spectroscopy (FTIR) and contact angle measurements
confirmed the efficiency of the modification at each step of the functionalization. Cyclic
voltammetry was recorded using the HRP-modified PSi as working electrode. The results
show that the enzymatic activity of the immobilized HRP is preserved and in the presence of
hydrogen peroxide, the enzyme oxidizes phenolic molecules which were subsequently
reduced at the modified-PSi electrode.

Keywords: Porous silicon, functionalization, Horseradish Peroxidase, Enzymatic oxidation, Phenol.
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