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Introduction

Les années 1990 ont connu deux progrées spectasuldans la préparation des
surfaces de silicium. Les travaux initiés par Cltalmmt permis de mettre au point des
techniques de préparation de surfaces (111) deusilj hydrogénées (vierges d’oxyde),
atomiquement planes et ordonnées a grande écRaliailleurs, les travaux de Chidseyt
initié un vaste effort ayant abouti a la mise ainpde nombreuses techniques de greffage de
monocouches de molécules organiques sur la surfalregénée du silicium, permettant ainsi
sa fonctionnalisation. Aujourd’hui, le silicium edbnc considéré comme un substrat idéal
pour des études de chimie de surface contréléesiiPas différentes possibilités de le
fonctionnaliser, I'hydrosilylation est apparue commune méthode de greffage
particulierement intéressante grace a la formatienla liaison Si-C, tres robuste, et a la
grande versatilité de la méthode.

Dans ce chapitre, nous présenterons les différaitgees de fonctionnalisation qui
permettent I'accrochage de biomolécules sur unfaceide silicium. Nous décrirons dans un
premier temps les surfaces hydrogénées et lecsgrfarminées par des monocouches acides,

avant de nous intéresser aux étapes d’activatidtagtidation.

La microscopie a force atomique et la spectroscoprarouge seront utilisées pour
caractériser nos surfaces apres chaque étapen@adapermettra de disposer de procédures
opérationnelles validées quantitativement pour ladification de surface de silicium

cristallin.
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A. Préparation de surfaces hydrogénées

1. Choix du substrat

Depuis le milieu des années 90, la modificationsdafaces de silicium hydrogénées a
été largement étudiée en raison de ses divers demdiapplication, de la microélectronique
aux biocapteurd” Le silicium (100) est largement utilisé pour lacroélectronique en raison
des trés bonnes propriétés électroniques de FaterSi(100)/Si@ Dans le cadre de notre
travail, nous privilégierons la face cristallograpre (111) qui permet, par dissolution
anisotrope du silicium dans NH d’obtenir des surfaces atomiquement planes codlée
atomique facilement caractérisables par Microscagi@rce Atomique (AFMJ.Ces surfaces
planes constituent un substrat idéal pour des gtddechimie de surface bien contrblées. Le
silicium cristallise suivant le systéeme cubiquentit. Son réseau possede donc une symétrie
cubique, et on peut le représenter comme deuxrgsestux cubiques a faces centrées décalés
de ¥ I'un de l'autre le long d’'une des diagonalesgipales du cube. Ce réseau posseéde une
famille de plans denses orientés selon la direcfibhl] dont un exemple est représenté en
rouge sur la figure 1.

Dans notre cas, la coupe du cristal est |égérenstrientée par rapport a une telle
face. Un mode opératoire bien précis, qui seralldépar la suite, nous permet d’obtenir une
surface vicinale, structurée en réseau de marcégsliéres dont la hauteur (3,14 A)
correspond exactement a la distance entre 2 biesuatomiques. Ces marches atomiques,
rectilignes et paralléles, séparent les terrasgeesigquement planes. La figure 2 représente le
schéma de la « désorientation » (miscut), c'estealel plan de coupe du cristal par rapport a
la face cristallographique (111). Le miscut esirdgfar 2 angles. L'angle entre la normale
au plan optique et la direction [111] est I'angke ld désorientation. L’anglé qui définit
I'azimut du miscut est formé par la projection desteurs [111] et [12] dans le plan de la
surface. Nous travaillons donc avec des substréseptant une désorientatiarfaible mais
finie de maniére a contrbler soigneusement l'azimeatcelle-ci (par exemple, pour une
désorientation de 0,2°, les terrasses présententaogeur d’environ 100 nm). Le contréle de
I'azimut pour avoird = 180° est crucial pour obtenir des marches igotl, alors orientées

parallélement & la direction 10].2
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Figure 1 : Maille cubique du réseau de silicium cstallin : les 2 réseaux cubiques a faces
centrées sont représentés en noir et en blanc, ufece dense (111) est représentée en

rouge.
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Figure 2 : Schéma d’'une surface vicinale montrantd désorientation de la face vicinale

par rapport au plan dense (111).
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2. Hydrogeénation de la surface

a) Introduction

Depuis la fin des années 60, on sait qu'aprés aitetnent désoxydant dans I'acide
fluorhydrique HF, le silicium est passivé par umeiche contenant des liaisons Siti.De
nombreuses équipes de recherche se sont ensiwétessies a la caractérisation de ces
couches, mettant en évidence la présence d’'unecunoaobe de liaisons Si-H & la surfddeé’
Beaucoup de travaux ont été réalisés pour compgeledmeécanisme de dissolution du
silicium»*182° En 1995, Allongue a mis en évidence la coexistede deux voies
réactionnelles de dissolution dans JfH présentées sur la figure”3. La cinétique de la
réaction chimique est beaucoup plus rapide susites de crans et de bords de marche que
sur les terrasses. Cette réaction est trés anigoaibdépend peu du potentiel électrochimique.
Elle consiste a oxyder le silicium par les molésuléH,O qui réagissent préférentiellement
sur les sites de crans et les bords de marchedasuraisons stériques. La seconde réaction,
électrochimique, a en revanche lieu de facon peesdgatoire sur la surface et consiste en la
rupture électrochimique de la liaison Si-H. L’hygéme est alors remplacé par un groupement
hydroxyle pour former une liaison Si-OH. Le fludtamue ensuite la liaison Si-OH formée.
Des molécules d’eau s’inserent alors dans lesohaisrrieres Si-Si, rendues réactives par la
polarité de la liaison Si-F. Ainsi un atome decsilm est détaché de la surface et les liaisons
Si-H se reforment a la surface. Afin de favoriseréaction chimique le traitement doit se
faire a des pH compris entre 8 et 9, favorisangidanformation d’'une surface atomiquement
plane®*®%|| a enfin été montré que I'oxygéne dissous affewttablement la topographie de
surface en initiant la formation de pigres surtesasses. L'ajout d’ions sulfites $Odans

la solution, réduisant I'oxygéne dissous, permes’défranchir de ce problénfé.

L’étape d’hydrogénation du silicium est une étaptqguie, qui nécessite des substrats
et produits de grande qualité. Dans le cadre de &tide, nous avons travaillé avec des
échantillons de silicium Si(111) désorientés de& 8edon la direction [12] de type n, dopés
au phosphore. Ce silicium présente une résistigt® a 1QX2 cm et une épaisseur comprise
entre 500 et 550 um. Des produits de qualité semihaecteur ou VLSI Selectipur sont utilisés

pour le décapage.
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Figure 3 : Etape initiale de la dissolution du sitium par voie chimique (en haut) et par

voie électrochimique (en basj*

La qualité des couches obtenues a été contrbléeApM et par spectroscopie
infrarouge en mode ATR (Attenuated Total Reflectidre silicium utilisé pour 'AFM ne
présente qu'une face polie, pour favoriser la réactlectrochimique sur I'autre face dépolie
qui sert alors d'anode sacrificielle. Pour les mmes FTIR (spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier), le silicium a les deux$apolies, la zone supérieure de I'’échantillon
est alors dépolie pour y privilégier I'attaque éechimique et ainsi garder la planéité
atomique lors de I'hydrogénation de la partie pdans le cas des mesures FTIR, on utilise
des cristaux de silicium purifiés par le procédézdee fondue « Float Zone » (FZ), pour

minimiser la quantité d’oxygéne contenue dans lame?*%°

b) Mode opératoire

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

- Une étape de nettoyage, durant laquelle I'échantidit la verrerie sont nettoyés a
100°C dans une solution dite de Piranha, 1 3Q,H H,SO, (H20,, 30% et HSQ,,
96% fournis par Carlo Erba). Cette étape permetghprimer toutes les impuretés
organiques et de former une couche d'oxyde a l|daseir Le tout est
soigneusement rincé a I'eau ultra pure (MilliQ,2LB|QQ cm a 25°C), afin d’éviter
toute contamination organique pouvant limiter ksdiution du silicium.

- Une étape de décapage, qui consiste ensuite aeedesouche d’oxyde obtenue a
la surface du silicium et a former la monocouch@ Hli)-H par dissolution du
silicium. L'attaque s’effectue dans une solution fi®rure d’ammonium NgF
40% (Carlo Erba, pH 8-9). La solution de NHdans laquelle une faible quantité
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de sulfite d’ammonium a été dissoute est préalabteénhomogénéisée aux
ultrasons, pendant 10 mn, dans un bécher en paifjtetroéthyléne (PTFE).
L’échantillon y est ensuite immergé 15 mn, puisréeet abondamment rincé a
I'eau ultra pure. Il est aussi possible de procédénydrogénation du silicium par
immersion de I'échantillon de silicium pendant 1@ans une solution d’acide
fluorhydrique HF 50% (Carlo Erba). La surface obieest tout aussi hydrophobe

mais présente une rugosité de surface a I'écheltudlques angstrom.
c) Caractérisation par microscopie a force atomique

La topographie particuliere des surfaces de siticatructurées en marches et terrasses
est observable par AFM. La figure 4 montre des esafjFM a différentes échelles obtenues
par dissolution du silicium dans une solution de NH 40% pendant 15 minutes. On
retrouve comme prévu la structure en marches diescan peut y distinguer les terrasses
atomiquement planes séparées par des marches miongqaes, d’une hauteur d’environ 3,14
A, correspondant a une bicouche de silicinCes images montrent que le procédé de
préparation permet d’obtenir des surfaces de hguaété, ou aucun défaut de surface n’est

apparent.

Figure 4 : Images AFM d’une surface H-Si (111) prégrée dans NHF (a) 2x2 unt¥ (b)
5x5 pnt.

d) Caractérisation par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge nous permet d’idemtiée fonctions chimiques présentes
dans un matériau via la détection des vibrationaatéristiques des liaisons chimiques. Grace

a des substrats de silicium polis sur les deuxsfatédiseautés manuellement a 45° sur les 2
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bords, il est possible de procéder a une caraatiénisen mode ATR, bénéficiant ainsi d’'une

meilleure sensibilité. Le faisceau infrarouge p&wé polarisé en p ou en s selon la direction

du champ électrique, parallele ou perpendiculairplan d’incidence (figure 5).

\

W
" i s

Figure 5: Représentation schématique d'un prisme @ silicium caractérisé par

infrarouge en ATR (Attenuated total reflection).

Dans le cas d'une surface idéalement préparéemdeshydrures avec une liaison

Si-H perpendiculaire & la surface sont obtenius figure 6a montre les spectres d’'une surface

hydrogénée dans NH en polarisation p et s, la référence étant lfasaroxydée obtenue

aprés nettoyage dans le piranha. L'observatioradébration d'élongationSiH & 2083 cri

en polarisation p seulement, I'intensité et la $s® du pic (ici limitée par le spectrometre),

confirment la perpendicularité des liaisons Si-Haile de ce pic correspond a une

concentration d’atomes en surface égale a 7:8.chi’.

0,0014

0,0012

0,001

0,0008

0,0006

0,0004

Absorbance par réflexion (u. a.)

0,0002

-0,0002

1950

ol

Pols
1 1

T T 0,001

0,0009

0,0008

0,0007

0,0006

1
Absorbance par réflexion (u. a.)

0,0005

MWM‘ 0.0004

L L 0,0003

2000 2050

2100 2150 2200 1950

Nombre d' onde (cm™)

Si-H

2000 2050 2100

Nombre d' onde (cm™)

2150 2200

Figure 6 : Spectres infrarouges en polarisation poleu) et s (rouge) de surfaces de

silicium hydrogénées dans NiF (a) et HF (b).
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La figure 6b montre une surface préparée dans ldFsignal obtenu est visible pour
les deux polarisations et I'on peut distingueréfigints modes de vibration dus aux différents
types d’hydrures présents (les monohydrures SeHdileydrures Siklet les trinydrures Sig).
Ceci confirme la rugosité de surface a I'échelrague et I'influence du pH sur la présence

en surface des différents types d’hydrurgs'®2%2°
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B. Préparation de surfaces acides

1. Greffage chimique

a) Introduction

Les surfaces hydrogénées présentent des propékésoniques et chimiques bien
meilleures que les interfaces Si/$f® pouvant étre passivées par I'attachement covalent
monocouches sur une surface de silicium via IadiSi-C. Ceci permet l'incorporation a la
surface d'une grande variété de groupements famotis qui ouvrent de nombreuses
applications dans les domaines de la micro-éleitjuenou des biocapteuis:** Dans le cadre
des biocapteurs et donc de notre étude, les sarfagminées par des groupements carboxyles
sont particulierement intéressantes. Elles peuesnteffet étre facilement activées pour
accrocher a la surface une biomolécule de fagcomlente via une réaction d’amidation en
deux étape¥ Il est possible d’obtenir par hydrosilylation desnocouches d’acides bien
controlées et compactes, avec une densité de sondese®* Comme le montre la figure 7,
la réaction d’hydrosilylation consiste a inséree wouble liaison carbone-carbone sur une
liaison silicium-hydrogéne. Le groupe fonctionnel@it toutefois étre choisi de maniere a
posséder une réactivité chimique limitée vis-adeda surface hydrogénée. Par exemple, les
groupes amines ou alcool ne sont pas utilisés @ater la compétition entre la formation de
liaisons Si-O-C ou Si-N-C et I'addition sur la déeitiaison C=C®

gl

H
%‘ug‘lv lv%‘v-‘lglu ~ Al JinrFiar§inr§inegis

@ =CH3, COOH, COOR,CN,...

Figure 7 : Représentation schématique de I'hydrosjlation. 34

L’équipe de Chidsey a obtenu la premiére couchearogqye greffée de facon
covalente par réaction d’'un alcéne sur une surfigcsilicium préalablement hydrogénée en

présence d’un peroxyde & 100°C pendant 1 heLieemécanisme proposé est un mécanisme
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radicalaire. Ces premiers travaux ont largementritu@ a I'essor du greffage moléculaire
sur silicium. De nombreuses recherches ont permaignéeux comprendre et d’améliorer
I'hydrosilylation. D’autres voies ont été exploiggecomme I'hydrosilylation par voie
catalytique mise au point par Buriak et Afltou les greffages électrochimiques développés

par les groupes de Chazalviel et Allong(#&

Le groupe de Zuilhof a montré qu’il était possidie procéder a I'hydrosilylation a
une température comprise entre 150 et 200°C entidonae la longueur des chaines
utilisées®**° Le groupe de Chidsey a par la suite mis au paiet méthode photochimique
permettant le clivage homolytique de la liaisonHSpar irradiation UV {<352 nm) en

présence d'alcénes aliphatiques en s’affranchishttilisation de hautes températufés.

Au laboratoire PMC, Faucheux et coll. ont montignportance des rincages des
surfaces acides avec l'acide acétique pour enliegemolécules d’acide undécylénique en
solution qui, n‘ayant pas réagi, forment des diméerma des liaisons hydrogénes avec les

acides greffés a la surfacé.
b) Mode opératoire

Comme pour les surfaces hydrogénées, la qualitéprmduits et la propreté de la
verrerie sont primordiales. Les produits de greffag'acide undécylénique 16H,00, est
fourni par Acros avec un taux de pureté de 99% eléicene est fourni par Aldrich avec un
taux de pureté de 97%, nécessitant une purificgiEimpassage sur colonne de silice, afin
d’éliminer I'eau et les impuretés éventuelles. LeriBil, qui contient du Mggbi, est alors
utilisé pour retenir les dérivés polaires. Les antg de rincage (tétrahydrofurane THF,
dichlorométhane, acide acétique glacial) sont daitguHPLC. Afin d’éliminer toutes les
contaminations organiques, la verrerie est soiggraest et successivement lavée a I'éthanol,
a I'eau avec un dégraissant, a I'eau osmosée @5cM) contenant du détergent TFD4 puis
enfin abondamment rincée a l'eau MilliQ (ultraput8,2 MQ cm). Il est important de
travailler en milieu sec pour éviter la formatiolurte couche d’oxyde sur la surface de
silicium. Les produits sont donc séchés a l'étuwe wuit a 75°C. Afin de prévenir la
formation d’oxyde, I'ensemble de la verrerie et delutions est dégazé a chaud sous argon.

Dans un tube de Schlenk préalablement dégazé &esia 100°C, la solution d’acide
undécylénique est introduite puis dégazée a sarpendant 30 minutes. Le tube de Schlenk

est ensuite refroidi a température ambiante pentaminutes avant d’y introduire la surface
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hydrogénée fraichement préparée. Une fois I'échamtintroduit, le dégazage continue
quinze minutes avant de fermer le tube de Schlenk.

Lors d’'un greffage thermique, le tube de Schlenkobswffé a 180°C de 16 a 20
heures, alors que pour un greffage photochimiquaube de Schlenk est placé 3 heures dans

un réacteur sous irradiation U¥=312 nm ; 6 mW cr).

Apres le temps imparti, en fonction du type de fagd, le tube de Schlenk est refroidi
a température ambiante. L'échantillon est ensuiteér 2 fois pendant 15 mn a l'acide

acétique chauffé a 75°C sous argon.
c) Caractérisation par microscopie a force atomique

Pour pouvoir déterminer la densité de sondes présa@na surface, il est nécessaire de
vérifier la propreté des surfaces. Celles-ci soragées par AFM afin de s’assurer qu’il n'y a
pas d’espéces physisorbées sur la surface, duEs@dtaminations ou a un mauvais rincage.
La figure 8 représente les images obtenues apnesidanalisation par voie photochimique
avec l'acide undécylénique et rincage a l'aciddigaé. On note que la structure en marches
d’escalier est comparable a celle d'une surfacedg&hée. La présence de terrasses planes
confirme la formation d’'une monocouche homogendasaurface.

Figure 8 : Images AFM d’une surface Si(111)-@H20COOH préparée par un greffage
photochimique (a) x1pm? (b) 5x5um?
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d) Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Les couches acides ont été caractérisées paranfiaren mode ATR. La figure 9
montre les spectres en polarisation p et s daoha 980-3050 cih de surfaces acides
obtenues par greffage thermique ou photochimigaeékérence étant la surface hydrogénée,
le pic négatif & 2083 cthen polarisation p indique la disparition de li@isoSi-H.
L’encombrement stérique des molécules ne permetapasbstitution complete des liaisons
Si-H. En effet, le diametre des molécules que Bomhaite greffer a la surface est environ
égal & 4,3 A, alors que la distance entre 2 liassirH est de 3,84 £&*Théoriqguement 50%
des groupements Si-H peuvent étre substitués. Lesipgments SiH restants sont
responsables de la contribution positive large rdaigaible amplitude de part et d’autre du
pic négatif SiH.

La fonctionnalisation de la surface est confirmaelp présence des pics associés aux
vibrations des différentes liaisons du groupemeptHgCOOH. Le pic intense & 1710 &m
est caractéristique du mode de vibration de ladmaiC=0, alors que les petits pics a 1290 et
1415 cni sont associés aux vibrations du groupement fome&ibC-OH. Les pics situés a
2850 et 2920 ch correspondent aux modes de vibration d'élongatipmésrique et
antisymétrique des groupements £Ha déformation de cette liaison dans le plan H-C-
3CH, est aussi visible & 1465 &mDans la région située entre 1000 et 1300%.cm
caractéristique de I'oxyde de silicium ou des bais Si-O-C, on note une différence entre le
greffage thermique et photochimique. L’intensité ma plus élevée pour la surface greffée
thermiquement suggéere que de l'oxyde peut se fotorerdu greffage ou que la double
lisison C=0 peut réagir sur la surface hydrogénger fformer des liaisons Si-O-C. Ainsi,
dans notre étude, afin de limiter la formation deyde et d’avoir des surfaces acides

reproductibles, nous utiliserons de préférencela photochimique.
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Figure 9 : Spectres infrarouges en polarisation pbleu) et s (vert) de surfaces acides
préparées par voie thermique (a) et voie photochimque (b). Le spectre de référence est
plane préparée dans NH. Les courbes

une surface atomiquement rouges

correspondent aux ajustements du pic C=0.

Il est par ailleurs possible de déterminer quatitiément la composition de la couche,
comme l'ont montré Faucheux et coll. et d’en déslde taux de greffage. En intégrant
l'intensité du pic C=0, nous retrouvons comme dinéttérature que les surfaces acides
préparées a partir de surfaces hydrogénées dags ($iH) présentent une densité de sondes
égale a 2,8. 0 cm?, ce qui correspond & un taux de recouvrement éle>3&n procédant
au méme greffage sur des surfaces hydrogénéesHfar{SiHx), on note la présence des
mémes pics sur la figure 10, ce qui confirme aliefficacité du greffage. Par une analyse
quantitative des spectres obtenus, une densitéries moyenne de 2. f@m? et donc un
taux de recouvrement d’environ 25%, sont obtenasrugosité de la surface SiHx est la
raison pour laquelle le taux de greffage est momsortant. Afin de pouvoir transposer le
protocole de greffage sur des surfaces de sili@omorphe, I'étude des réactions ultérieures
(activation et amidation) se fera aussi sur desases rugueuses, qui représentent une

configuration atomique locale plus proche de a#lle matériau désordonné (amorphe).
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Figure 10 : Spectres infrarouges en polarisation pt s d’une surface acide préparée par

voie photochimique. La référence est une surface tyogénée dans HF.
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C. Préparation de surfaces activées

1. Introduction

Comme il a été dit précédemment, les surfaces meéesi par des monocouches
homogenes d’acides sont tres intéressantes pouamj®iations biologiques. En effet, la
fonction chimique acide carboxylique peut étre $sfarmée en ester portant un bon groupe
partant afin de rendre le carbone de la liaisorbaayle tres réactif (figure 11). Pour
accrocher des biomolécules de facon covalente desmgonditions douces a un substrat (or,
silicium, verre,..), des surfaces terminées par un ester de sucdylanj« ester NHS ») sont
utilisées pour réagir avec la molécule comportamtgroupement amin&:**“*® Une autre
stratégie consiste a greffer directement un algemeontient le groupement fonctionnel ester
NHS sur la surface hydrogén®€! Cependant cette méthode nécessite une synthése
organique spécifique et codteuse en temps. Enrgéteésurface est obtenue par réaction de
la surface acide avec un carbodiimide soluble diéemsu tel que le N-éthyl-N'-(3-
(dimethylamino)propyl)carbodiimide (EDC) en préserdu N-hydroxysuccinimide (NHS).
D'autres agents de couplage peptidique similaiezssent néanmoins étre utilisEs?

OXEXO OX%O

Oy OH  Qy OH o O o, 0
,§|v§lv§|v§|v§|v$lx ,§iv§iv§iv§iv§iv§i\

Figure 11 : Représentation schématique de la réaot d’activation.
2. Mécanisme réactionnel

Cette étape d’activation a largement été utiliséeir pmettre au point plusieurs
protocoles d’accrochage covalent de biomoléculdée Beut étre décrite a I'échelle
moléculaire par le schéma réactionnel présentéasiigure 12> Ce schéma correspond aux

différents chemins réactionnels établis en phasmogene’” La premiére étape est la

33



formation de I'O-acylisourée par réaction d'additiadu groupement OH de l'acide
carboxyliqgue sur le carbone électrodéficient deDKE Aprés la formation de cet
intermédiaire trois réactions sont en compétition :

- une attaque nucléophile par le NHS pour formetdieSIHS (2),

- une réaction de I'O-acylisourée avec un groupenvamboxylique voisin pour

former un anhydride (3),

- un réarrangement irréversible par transfert d’acyamoléculaire pour former la

N-acylurée (4).

EDC = CHy-CH,-N=C=N-(CH,)3-N

A o
NHS = 'l\l

OH

N-acylurée

Figure 12 : Schéma réactionnel de I'étape d’activaan. L’'EDC réagit sur la surface
acide pour former I'O-acylisourée (1); différents chemins réactionnels sont en
compétition pour former I'ester NHS (2;5), I'anhydride (3) ou l'urée (4).

Alors que les conditions ont été précautionneusénoptimisées en solution, il
apparait a l'inverse que I'activation de surfacks du de silicium n’a pas fait I'objet d’'une
telle optimisation, tant les conditions d'activaticsont trés differentes d'une étude a

l'autre 3233°%3"Etant donné la complexité de la réaction, I'influe des concentrations en
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EDC et NHS sur les cinétiques des différentes idagtet I'effet des génes stériques, il est
difficile de prévoir comment activer les groupenseatides de maniére quantitative. En effet,
dans la littérature, les concentrations en EDC bi$8ont comprises entre 0,1 mM et 0,4 M
et le rapport des concentrations entre les deuduttovarie fortement. D’autres parametres
peuvent influencer la réaction comme la tempéraurée pH de la solutiorf>° Nous avons
décidé de mener une étude approfondie sur descearfidesfin de mieux comprendre le
mécanisme et d'améliorer le rendement de la réactd Ces résultats viennent en
complément d’'une étude détaillée de I'influence descentrations menée sur le silicium

poreux par Sam et coff'.

Dans cette étude, le silicium poreux a été aggbgs infrarouge en transmission grace
a sa tres grande surface spécifique. De cette fagpoaractérise aisément I'acide restant a la
surface en cas de réaction incomplete, et lessliweduits de réaction (anhydride, urée, ester
de succinimidyle). La figure 13 résume les réssiltditenus apres activation a 15°C pendant
90 minutes pour différentes concentrations destifédeDC / NHS. Ce diagramme a été
construit a partir de points expérimentaux pouimiéles régions ou I'on peut déterminer par
infrarouge la présence de produits secondairedia dke la réaction d’'activation :

- l'acide résiduel dans la zone 1,

- l'urée dans la zone 2,

- I'anhydride dans la zone 3.
Il existe des zones de recouvrement lorsque, psimémes conditions, difféerents produits
sont détectés. Les conditions optimales pour Vatibn correspondent a la zone 4,
particulierement lorsque les concentrations équaimed en EDC et NHS se trouvent
comprises entre 5 et 10 mM. Dans ces conditions, lesusilicium poreux, la réaction

d’activation est totale.
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Figure 13 : Diagramme montrant la composition d’unesurface poreuse aprés activation
90 minutes a 15°C avec différentes concentrations &DC et NHS. Les frontieres entre

les zones ont été dessinées en fonction des régsltexpérimentaux. Dans Les zones
(1 ;2;3) on peut distinguer les différents produis indiqués a droite du diagramme. La

zone 4 correspond aux conditions optimalé¥.

La fonctionnalisation de la surface lors de I'aatign est caractérisée par infrarouge
(figure 14). En effet, en comparant les modes theation entre 1500 et 1800 &rdus aux
liaisons carbonyles C=0, on peut facilement distergune surface acide d’'une surface
activée. Alors que, pour une surface acide, un @ieldpparait & 1710 ¢hla surface activée
par I'ester NHS se caractérise par trois pics a512485 et 1820 cth Ces vibrations
correspondent essentiellement aux modes de vibratibsymétrique et symétriqu€=0 des

deux groupes carbonyles du succinimide et au medgbdationvC=0 de I'ester®

Afin d’optimiser la réaction et d’obtenir les remdents d’activation les plus élevés sur
des surfaces planes, une étude quantitative susutéaces de silicium hydrogénées SiHx a
été menée. Comme pour les surfaces acides, ilsstippe de déterminer précisément le
nombre de molécules activées par’cm’aprés la procédure d'ajustement des surfaces
activées décrite par Moraillon et coll., nous avariggré l'intensité des deux petits pics a
1785 et 1820 cihpour calculer la densité de sites actifs (figus® En comparant le nombre
de molécules activées par rapport au nombre dg aifieles, nous déterminons le rendement

de la réactiori? Les résultats sont rassemblés dans la partiergeiva
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Figure 14 : Spectres infrarouges d’'une surface ace (vert) et d’'une surface activée
(bleu).
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Figure 15 : Spectres infrarouges et ajustements dgscs carbonyles d’'une surface acide

(en bas) et d’'une surface activée (en haut). La i&fence est une surface SiHXx.
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3. Etude quantitative de la réaction d’activation

a) Optimisation des concentrations et de la tempézatur

(1) Etude de l'influence des concentrations [EDC] atf

Comme dans le cas du silicium poreux, nous avons da premier temps étudié
I'effet de la concentration. La figure 16 montre Epectres d’une surface acide (2*Xn?)
et de 4 surfaces activées pendant 90 minutes a &€ différentes concentrations en EDC
et NHS. Dans le cas de faibles concentrationstiVaiion n’est pas compléte et le rendement
calculé dans ce cas est égal a 65%. On note peuraila présence de bandes amides a 1550
et 1650 crit caractéristiques de la formation de N-acyluréap@t4 figure 12) ou d'urée
soluble physisorbée a la surface formée lors detdation (étapes 2 et 3 figure 12). En
augmentant les concentrations on voit une augmentaes pics NHS. En effet pour des
concentrations élevées [EDC]= 270 mM et [NHS]= 3@, on note que la réaction peut étre
quantitative mais les deux bandes amides de I'defeeurent. Cela suggere un état de
surface peu contrdlé ou I'urée serait physisorlgdassurface. Un bon compromis est obtenu
pour des concentrations équimolaires en EDC et Ndé&prises entre 5 et 10 mM comme
sur le silicium poreux. Dans cette gamme de comaions, les rendements d’activation sont
compris en moyenne entre 85 et 95% sur des sur&iebs mais restent plus faibles sur des
surfaces SiH, variant de 60 a 80%. Cette différgymat s’expliquer par un effet de génes
stériques, dans la mesure ou les surfaces aciddsbs&n plus denses lorsqu’elles sont
préparées a partir de surfaces SiH qu’'a partir ases SiHXx. Le méme argument peut
expliquer pourquoi sur le silicium poreux, ou Egularité de la topographie de la surface ne
permet pas la formation d’une couche moléculaicalement trés dense, la réaction effectuée

dans ces conditions est quantitative.
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Figure 16 : Spectres infrarouges d'une surface acid (a) et activée dans différentes
conditions a 15°C pendant 90 mn (b-e). Le spectreedréférence est une surface
hydrogénée dans HF.

Aprés avoir déterminé la densité de sites activésgnts a la surface, il est nécessaire
de vérifier la propreté des surfaces. Celles-ct Boagées par AFM afin de s’assurer qu’il n’y
ait pas d'espéeces physisorbées sur la surface, awes contaminations ou a un mauvais
rincage. La figure 17 représente les images obtempees activation de surfaces acides
préparées sous différentes conditions. On note daes le cas des concentrations diluées
([EDC]= 7 mM et [NHS]=0,33 mM) ou équimolaires aniM en réactifs, la structure est
comparable a celle d'une surface hydrogénée. Laepoe de terrasses planes confirme la
formation d’'une monocouche homogeéne sur la surfaaas le cas des concentrations élevées
([EDC]= 266 mM et [NHS]= 33 mM, voir figure 17 c d), il est plus difficile d'obtenir des
surfaces reproductibles. Cela peut étre corrél€ ée® mesures en infrarouge, ou en dépit
d’'un bon rendement d’activation, la présence d’'@éte mise en évidence. Pour leur part, les
surfaces activées avec des concentrations équmemlautour de 5 mM sont trés bien
contrdlées d’'un point de vue topographique tout@mduisant a des rendements d’activation

élevés.
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Figure 17 : Images AFM de surfaces activées 90 mia 15°C avec différentes
concentrations : [EDC]=7 mM , [NHS]= 0,33mM (a) ; EDC]=5 mM , [NHS]= 5mM (b) ;
[EDC]=266 mM , [NHS]= 33 mM (c, d)

b) Effet de la température

Afin d’étudier l'influence de la température sur Héaction, des activations a des
températures différentes ont été réalisées. Ladi@8 montre les spectres obtenus a 5, 15 et
25°C. Alors gu'a 5°C la réaction n'est pas complatec un rendement égal a 60%, le
rendement de la réaction est plus élevé (~85%Yf@ &bapproche I'unité a 25°C. Cependant,
a 25°C, les bandes amides a 1550 et 1650 aepparaissent, comme dans le cas des
concentrations élevées, suggérant ainsi la formatimrée a la surface. Ainsi, afin de
favoriser le contréle de la chimie de surface, daction se fera a 15°C. De méme, pour

prévenir la formation d’'urée, nous avons déciddiliber les réactifs a 5mM.
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Figure 18 : Spectres infrarouges de surfaces actieg a différentes températures (5°C,
15°C °, 25°C) pendant 90 min avec [EDC]= [NHS]= 16M.

c) Etude cinétique de l'activation par mesure infrg®in

situ

Afin de mieux comprendre la cinétique complexe aedaction, des mesures in situ
ont été effectuées a l'aide d’'une cellule inframwtgcrite sur la figure 19a, qui permet de
controler la températuf8. Ces mesures ont été effectuées avec des cortizergrde 5 mM
ou 10 mM et analysées quantitativement dans l@mégpmprise entre 1500 et 2000trLa
figure 19b montre une succession de spectres nzeauifférents stades lors d’une activation
a 5°C avec [EDC] = [NHS]=5 mM, le spectre de réfice étant la surface acide. Dans cette
région, I'évolution des spectres est complexe. [RSspremiéres minutes, un pic négatif
caractéristique de I'acide & 1720 tmst observable et son évolution se corréle ti@rs &vec
'augmentation des trois pics caractéristiques’eltdr NHS. D’autres contributions rendent
'analyse quantitative plus complexe, la plus intpote est celle de I'eau observable par un
pic de plus en plus large & 1650 tnD'autres contributions, de 'EDC (1700 @net du
NHS (1707 crit) sont aussi discernables. Enfin une contributioe @& I'absorption des
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carboxylates & 1550 ¢happarait également dans le dernier spectre : layat varié au
cours de la réaction, les fonctions acides s’iontipartiellement.
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Figure 19 : (a) Schéma de la cellule utilisée poues mesures infrarouges in-situ ; (b)
succession de spectres in situ mesurés a différetdsnps pour une surface acide activée a
5°C avec [EDC]=[NHS]=5mM. On tient compte de plusiers contributions pour
analyser les spectres lors de la réaction in sitll’'ajustement du spectre a 180 minutes

est superposé en bleu au spectre mesuré.

Afin d’analyser au mieux les spectres, les 5 pRpics de I'ester NHS ; le pic de
'acide et un pic pour les carboxylates) ont étést&s par des fonctions de Voigt. Pour
permettre I'analyse, l'ajustement inclut égalememte ligne de base quadratique, une
contribution de I'électrolyte (eau, EDC, NHS) et spectre de vapeur d’eau (I'atmosphere
dans la chambre infrarouge ne reste pas parfaitestaole au cours du temps). La figure 20
montre un exemple de décomposition pour un spedtnené, l'ajustement obtenu en
combinant toutes ces fonctions se trouve superposgpectre du bas sur la figure 19. Une

telle analyse nous permet de suivre quantitativet@rolution des différents pics.
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Figure 20 : Différentes contributions prises en casidération pour ajuster les données
expérimentales. 5 pics sont calculés pour ajusteed modes de vibration des espéces
présentes a la surface. Les contributions additiorelles de I'électrolyte, de la vapeur

d’eau et une ligne de base permettent d’ajuster lgpectre expérimental (figure 19).

La figure 21 montre I'évolution du pic acide etlealies trois pics de I'ester NHS en
temps réel. La perte de groupements acides seatniprofit de I'apparition des pics
caractéristiques de I'ester. Toutefois en raisodadeultiplicité des contributions ajustées
indépendamment les unes des autres, cette anadyseuce délicate. Son conditionnement
mathématique insuffisant rend les détails incestain vu de la complexité du spectre dans la
région 1500-2000 cth Nous avons donc Vvérifié ces résultats par uneeamtéthode
d’ajustement. On peut analyser les spectres commeecombinaison linéaire du dernier
spectre obtenu, des spectres de I'électrolyte ljgaide, EDC, NHS) et du spectre de vapeur
d’eau. On obtient ainsi un indicateur (non calibdé) 'avancement de la réaction. Afin de
corriger la ligne de base, une fonction linéaireie constante sont ajustées avec les autres
contributions lors de la procédure. Aprés avoimmalisé le résultat obtenu par le rendement
d’activation déterminé ex situ, on peut représehiéaancement de la réaction au cours du
temps (figure 22). On remarque que I'évolution ng gas une loi exponentielle. La réaction
n'est donc pas régie par une cinétique du prentiéreo En effet, les différentes courbes

peuvent toutes étre ajustées par une loi bi-expmtlen Une premiere exponentielle nous
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permet d'ajuster la premiére partie de la courbeplus rapide, la seconde reproduit la
deuxieme partie qui correspond a une évolution jelnte.
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Figure 21 : Evolution des bandes de I'ester NHS ele I'acide en fonction du temps pour
une surface acide (SiH) activée a 5°C. Ces pointésultent de I'analyse des différents
spectres par la méthode décrite en figure 19. On peremarquer la coincidence parfaite
entre I'apparition des bandes ester et la disparitin de la bande acide.
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Figure 22 : Rendement d’activation en fonction duémps pour une surface acide (SiH)
activée a 5°C avec [EDC]= [NHS]= 5mM.
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Ces méthodes d’analyse nous ont permis d’intenptéseexpériences réalisées dans
différentes conditions : concentrations en EDC ESNJe 5 et 10 mM, températures de 5 et
15°C sur SiH et SiHx. Le tableau 1 récapitule Esultats obtenus en ajustant les différentes
evolutions avec une loi bi-exponentielle. Ainsi dgamps caractéristiques sont déterminés :
11 (le plus rapide) et; (le plus lent) pour chaque expérience. Les tempsnois et présentés
ci-dessous sont des moyennes faites a partir dakats obtenus par les différentes méthodes
d’ajustement. La pertinence des valeurs détermipées le tempg; peut se poser dans la
mesure ou il faut plus de 2 minutes pour prendrespectre. Concernant le temps
I'incertitude n’excéde pas 10 minutes. On peuteselre compte que la cinétique dépend peu
du type de surface hydrogénée et de facon plusenapte de la concentration en EDC et
NHS. Le temps, se trouve légerement diminué lorsque les conceémisasont multipliées
par deux. Par contre, diminuer la température da 35C permet d’avoir un effet notable sur

la cinétique puisque les valeurs des temps carstiggies augmentent de facon significative.

Surface hydrogénée SiH SiH SiH SiHx
Température 15°C 15°C 5°C 15°C
[EDCJ/[NHS] mM 5/5 10/10 5/5 5/5
T, (Mn) 3 4 9 4
7, (mn) 50 40 80 50

Tableau 1 : Temps caractéristiques déterminés parruajustement bi-exponentiel.

La complexité de la réaction présentée précédemnfiéguire 12) permet de
comprendre le caractére non exponentiel de laiqueget de proposer une interprétation pour
expliquer le caractere bi-exponentiel. Apres réactile 'EDC sur la surface acide pour
former I'O-acylisourée (1), il y a deux voies pdarmer I'ester NHS : les chemins notés (2)
et (3+5) sur la figure 12, ce qui peut expliqueptésence de 2 temps caractéristiques. La
molécule NHS peut en effet réagir directement aM®eacylisourée (2) ou réagir sur
I'anhydride (5). Des mesures complémentaires in @it permis de montrer la formation trés
rapide d’anhydride lorsque la surface acide esprésence d’EDC seul (figure 23). Ceci
suggere que la réaction rapide associée a la coestle temps; pourrait impliquer la
formation d’anhydride.
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Figure 23 : Spectre infrarouge d’'une surface acidenodifiée en solution par 'EDC (10

mM). La référence est une surface acide dans I'eauilliQ.

Afin de confirmer cette hypothése et d’associerssambiguité les deux chemins
réactionnels (2) et (3+5) aux réactions lente ptderévélées par les mesures cinétiques,
nous avons preparé des surfaces acides ou leseshadiles greffées sont diluées parmi les
chaines alkyles (25% et 10% d’acide en solutioes 8urfaces diluées permettent de limiter
la formation de I'anhydride, car I'O-acylisourée peut pas trouver facilement un groupement
acide suffisamment proche pour réagir. Ainsi pavisn situ de I'activation on peut se rendre
compte (figure 24) que plus la surface est dilukes pa contribution de la partie rapide
diminue. Ceci nous permet de conclure que le chemdacttionnel rapide est celui qui
correspond a l'attaque du NHS sur I'anhydride (3ebyjue le processus lent correspond a

I'action directe du NHS sur I'O-acylisourée (2).

Cette étude nous a permis de comprendre et d’'cgegimiés conditions d’activation.
Nous avons par la suite essayé d’agir sur le tggops arriver a des rendements d’activation
de 100%, mais nous nous sommes apercu que fairaatigations de plus de 90 minutes
pouvait engendrer une compétition entre I'hydrolgisel’ester NHS et I'activation des sites
acides. Ainsi nous avons décidé d’adopter le mgugatoire suivant pour les activations sur

silicium poreux, cristallin ou amorphe.
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Figure 24 : Rendement d’activation a 15°C avec [EDJZ [NHS]= 5mM pour différentes
surfaces : 100%, 25% et 10% acide.

4. Conclusion : Mode opératoire choisi

Comme pour la préparation de surfaces acides, fieene est lavée au détergent,
copieusement rincée a I'eau MilliQ puis séchéettuVe. Les réactifs EDC et NHS (98% de
pureté) sont fournis par Sigma Aldrich. Des sohsigont fraichement préparées pour chaque
réaction avec de I'eau MilliQ a 4°C et stockéessdémn glace. Dans un tube de Schlenk
préalablement dégazé sous argon pendant 5 minates wh bain thermostaté a 15°C, un
volume égal des solutions d’EDC (A0) et de NHS (18 M) est introduit et dégazé 10
minutes pour atteindre la température du bain thstaté. L’échantillon y est enfin introduit
puis laissé pendant 90 minutes. La surface est atondamment rincée a I'eau MilliQ puis

séchée sous un flux d’azote.

a7



D. Réaction d’amidation

1. Introduction

La derniére réaction du protocole pour attacherhiomolécule de facon covalente a
la surface est I'étape d’amidation. Comme le molatifggure 25, une (bio)molécule contenant
une amine primaire peut réagir avec l'ester acpe@ir former une liaison amide trés
robuste®”* Dans le cadre de notre étude, nous avons chdisidier I'amidation en utilisant
de I'hexylamine (CH(CH,)s-NHy) et de I'éthanolamine ( HO-GHCH,-NHy).
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Figure 25 : Représentation schématique de 'amidati.
2. Amidation par 'lhexylamine

Nous nous sommes intéressés dans un premier tetige@chage de I'’hexylamine
sur des surfaces activées dans les conditiongel®priécédemment. Pour ce faire, nous avons

suivi le protocole décrit par A. Moraillon et cdft.

On laisse réagir une surface activée dans unei@oldthexylamine & 16 M dans un tampon
phosphate PBS 1X ([NaCl] = 0,137 M ; [KCI] = 0,002; [Na,HPQ,] = 0,008 M ; [KHPQ]

= 0,002 M) a pH 7. La figure 26 montre les spext’'une surface acide, activée et amidée.
Le spectre de référence est une surface hydrogat@aiquement plane. Les bandes
caractéristiques de I'ester NHS disparaissent aéfie des bandes de vibration des liaisons
amides | et Il (1550 et 1650 &h On note aussi que les bandes de vibration dessGht
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nettement plus intenses et qu'un épaulement appar@960 crit, caractéristique de la
vibration des liaisons CH La disparition compléte des bandes caractéuistiqle I'ester de
succinimidyle nous montre que la réaction d’ammlatest totale. On peut noter la présence
d’acide résiduel & la surface grace au pic élantjiee1710 et 1740 cihcaractéristique de
groupements carboxyles isolés. Ceci est en acamt @ que Moraillon et coll. ont observé
dans le cadre de leur étude quantitative de I'atitidale surfaces de siliciuff.
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Figure 26 : Spectres infrarouges d’'une surface acéd (rouge), activée (bleu) et amidéee
avec I'hexylamine 10° M dans le PBS 1X (vert) en polarisation p. Le spre de

référence est une surface SiH.
3. Amidation par I'éthanolamine

Nous avons étudié I'amidation par I’hexylamine dans la suite de nos travaux, nous
utiliserons des brins d’ADN terminés par des gronpets aminohexyles pour les accrocher
de facon covalente a la surface. Cependant nodspmserons pas des brins d’ADN sur toute
la surface, nous procéderons a I'amidation paroisg » (étape décrite au chapitre suivant).
Afin de limiter I'adsorption non spécifique et devbriser I'hybridation entre les brins d’ADN

complémentaires lors de l'utilisation de la bioputes sites non amidés par 'ADN sont
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bloqués par réaction pendant 15 minutes avec uripeaprimaire, I'éthanolamin®. La
solution utilisée est une solution & 5% préparée dans I'eau MilliQ & partir d’'une sabuti
d’éthanolamine stock a 99,5% fournie par Sigma-ahdrLa figure 27 montre les spectres
obtenus a chaque étape de fonctionnalisation dawméace hydrogénée dans HF (SiHXx).
Comme dans le cas d’'une surface atomiquement plaan@idée par I’hexylamine, on se rend
compte du caractére quantitatif de la réaction dlation.
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Figure 27 : Spectres infrarouges d’'une surface acéd (rouge), activée (bleu) et amidéee
avec I'éthanolamine 5 13 M (vert) en polarisation p. Le spectre de référece est une

surface SiHx.

La figure 28 montre les images AFM d’'une surfacdrbgénée atomiquement plane
(a), successivement fonctionnalisée par I'acidecagiénique (b), activée dans les conditions
optimales ([JEDC] = 5 mM / [NHS] = 5 mM, 90 min a 1% (c) et amidée dans
I'éthanolamine (d). Ces images AFM nous permettgat voir qu'a chaque étape du
traitement, la topographie de la surface est coampa@ celle de I'état initial. La présence des
terrasses atomiquement planes et I'absence daisésinl la surface indiquent la formation de

couches homogenes a la surface.
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Figure 28 : Images AFM X1 pun? d’une surface : hydrogénée (a) ; acide (b) ; actde (c)

et amidée avec I'éthanolamine IOM (d).

51



Conclusion

Nous avons montré comment accrocher de fagon aueatkes molécules organiques
a une surface de silicium, a partir de monocoutdesinées acides. Ceci est possible par un
mécanisme en deux étapes (activation / amidatiée)mé sur la figure 29. Grace a des
caractérisations par microscopie a force atomiduiegs mesures en spectroscopie infrarouge
en mode ATR (ex situ et in situ), nous avons punuper chague étape du protocole. Les
surfaces acides ayant fait I'objet de nombreusedest détaillées ***° nous les avons donc
utilisées comme substrat de départ pour étudidaghmn quantitative la réaction d’activation.
Ceci nous a permis de comprendre le mécanismeétldir quelles étaient les meilleures

conditions d’activation. Nous avons pu aussi maniee caractere controlé de I'étape
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Figure 29: Représentation schématique du mécanismd’accrochage covalent de

biomolécules a une surface de silicium fonctionnakée par des groupements carboxyles

Au terme de cette premiére partie, nous disposomsc dd’'une procédure de
fonctionnalisation de surface du silicium cristallrobuste et validée quantitativement. En
'absence de génes stériques des sondes immobilieés de I'étape d’amidation, le
rendement d'immobilisation sera limité par I'étagiactivation. De facon intéressante, si ce
rendement est limité a des valeurs de l'ordre @&s&t des surfaces atomiquement planes
pour lesquelles les couches greffées sont tréesedeisatteint des valeurs élevées de I'ordre

de 85% sur les surfaces SiHx, rugueuses a I'échtgdlaique.
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