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LA VERITE

Idéalisme et réalisme, je vous aime,
Comme [eau et la pierre vous étes

parties du monde,

lumicre et racine de [arbre de la vie.
La beauté, laissons-la danser

avec ses courtisans les plus inacceptables,
entre le plein jour et la nuit;

ne la contraignons pas a avaler

comme un médicament la pilule de vérité.

(Et le réel ? I nous le faut, sans aucun doute,
mais que ce soit pour nous grandir,
pour nous rendre plus vastes, pour nous faire frémir,

pour rédiger ce qui pour nous doit étre

lordre du pain tout autant que [ordre de [dme.)

Sussurez | tel est mon ordre

aux foréts pures,

qu'elles disent en secret ce qui est leur secret,
et a la vérité: Cesse donc de stagner,

tu te durcis jusqu'au mensonge.

Je ne suis pas recteur, je ne dirige rien,

et voild pourquoi j'accumule

les erreurs de mon chant.

Poéme de Pablo Neruda (1904-1973)






A ma mete,
A la mémoire de mon peére,

A la mémoire de mon grand pere,

A Mohamed et
A Rania.
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Introduction générale

Le contrble des propriétés physico-chimiques déasard’un matériau est d’une importance
capitale tant sur le plan fondamental que prati@figorix Nobel Chimie 2007). L'étude des
propriétés de surface et des traitements de sugacmet, par exemple, d’améliorer les
performances d’adhésion d’'une surface tout en gailda propriétés du volume. L’objet du
traitement est souvent de fonctionnaliser chimigerinta surface du support pour permettre
des interactions, telles que les liaisons éledtimgtes, acide-base ou covalentes.

Le développement et la diversification des méthatkesraitement des surfaces de matériaux
sont associés aux progres des techniques d’anatyd@magerie de surface et d’extréme
surface, qui permettent de comprendre les phénaniwklits par les traitements. D’'une
maniére générale, les modifications de surface gretudtre réalisées par le biais d'une espece
réactive mise en contact avec le support, d’'unadiation par une source hautement
energétique ou d’une simple impression d’'un auté&enau.

Dans de nombreuses applications, il est nécesdairdisposer de surfaces bigarrées qui
contiennent des fonctionnalités chimiques vari@asdes zones différentes de la surface.
Dans ce domaine, les développements récents dasotegies de la microélectronique ont
permis de fabriquer des micro ou nano interfaces) béfinies et stables. La fabrication de
circuits et de composants électroniques miniatiaeété détournée dans de nombreux
domaines de la physique, chimie ou biologie afinpdeduire des canaux, des chambres de
réaction, des capteurs, et méme des manipulatéabgei$ biologiques tels que des cellules
ou de structures nanométriques telles que des meties. Beaucoup d’attention a été
donnée a I'immobilisation de biomolécules sur ddssfrats polyméres ou sur verre.

A coté de la photolithographie qui est la méthadplus utilisée, d’autres techniques, comme
la lithographie par faisceau d’'ions ou d’électrgmsmettent de diminuer la taille des motifs
(jusqu’a quelques dizaines de nanometres). Cesitpats plus sophistiquées nécessitent un
vide poussé et sont plus lentes que la photoliigige. Signalons d’autres méthodes plus
récentes, d’'usage déja établi ou émergent, teliesles lithographies par micro- ou nano-
impression, interférences, rayons X, ultraviolehtiain, magnétisme. L'inconvénient majeur

de ces techniques est qu’elles nécessitent plgsigapes.



Introduction générale

Les techniques de microscopie par sondes locales wste alternative plus souple, dont
inconvénient principal est la lenteur d’écrituf@our une fabrication a grande échelle, on
peut s’affranchir de ce défaut en utilisant desdsgntampons. Parmi les techniques par
sondes locales, la microscopie électrochimiquelaybge (SECM), a connu depuis ces deux
dernieres décennies un développement rapide. LaViISR&met a la fois I'analyse et la
modification de surface a I'’échelle micrométrigue.principe consiste a balayer une surface
immergée dans un milieu électrolytigue par uneaudiicroélectrode (UME) maintenue a
distance constante de la surface. L'UME est pa@aride facon a déclencher des réactions
faradiques avec des espéces rédox présentes damdlida pour générer des espéces
susceptibles de réagir avec la surface. La SECMaiesi une méthode de gravure ou
d’électrodéposition localisée. Elle permet égaleimden caractériser la réactivité a I'échelle

microscopique.

Dans cette these, nous envisagerons différent®gies de modifications locales de surfaces
par SECM, pour introduire des groupements foncetsidestinés a ancrer différentes entités
telles que des cellules biologiques, des protéinesdes nanoparticules. Nous nous
intéresserons, en particulier, au tracé de micrsnstir des substrats de verre fluoré ou d’'un
polymére hydrogéné comme le polystyrene. Ces deaxémaux sont particulierement
intéressants pour la fabrication de microsystengebéd aux applications biologiques, d’'une
part, du fait de leur biocompatibilité et de letanisparence optique et d’autre part, en raison
de leur faible adhésion et de la possibilité demeslifier électrochimiquement. L'objectif est
alors de les modifier localement de facon a géndmefort contraste de propriétés physico-

chimiques (par exemple d’adhésion) entre le supperge et le support modifié.

Le premier chapitre présente plusieurs étudesdgitdaphigues. Nous commencerons par un
rappel théorique sur la microscopie électrochimiduiee attention particuliere sera donnée a
la description de cette technique comme un outil ndierofabrication. Ensuite, nous
rappelerons les propriétés physico-chimiques dex deatériaux principalement utilisés (le
polystyréne et les monocouches auto-assembléagdisipainsi que les différentes méthodes

décrites pour fonctionnaliser ces surfaces.

Le deuxiéme chapitre concerne la fonctionnalisatawalisée par SECM de couches auto-
assemblées fluorées. C’est le sujet que nous aatoorslé en premier, en continuité avec les
travaux déja entamés par I'équipe. L'ensemble dssltats fait I'objet d’un article publié en

-2-



Introduction générale

2010 que nous présenterons dans ce chapitre. Agtiase de la réduction du verre fluoré par
des électrons solvatés genérés a la microélecttod®=CM et de la caractérisation physico-
chimique des motifs formés, la surface de ces me#fa fonctionnalisée afin d’y immobiliser
sélectivement des entités chimiques (fluorescéinpagticules d’'or) ou biologiques (des

cellules humaines vivantes).

Le troisieme chapitre présente un deuxiéme artiéEmment publié sur nos travaux de
fonctionnalisation localisée de surfaces de polgmérydrogénés destinées a immobiliser
sélectivement des entités biologiques. Notre oibjegttant de fabriquer des supports
discriminants vis-a-vis de l'adhésion cellulairegus choisirons le polystyréne comme
support. Nous le modifierons localement par SECKdpeers traitements oxydants visant a
augmenter ses propriétés d’adhésion. L'efficacité tchitement sera contrblée par des
méthodes physiques de caractérisation de surfae8,(KTIRRAS et mouillage). L’adhésion

de protéines et de diverses cellules sera testdesssupports lithographiés.

Dans le quatrieme chapitre, nous nous pencherondasaompréhension des étapes qui
interviennent dans la cinétiqgue d’oxydation du poyene, afin de proposer un mécanisme
plausible au vu des données expérimentales. Pdair meus essayerons principalement de
tirer parti des courbes d’approche par SECM d’'umdase de polystyrene en utilisant des
modeles décrits dans la littérature. Ces travauk Ifobjet d’'un article en cours de rédaction.

Nous reproduisons dans ce chapitre la version oteira

Le cinquieme chapitre traite de I'immobilisation danoparticules fonctionnalisées sur des
surfaces modifiées. Notre objectif est d’appliqeette immobilisation sur les surfaces de
polystyréne que nous avons préalablement modifi@esSECM. Pour ce faire, nous nous
intéresserons, dans un premier temps, a des ssidaoductrices que nous prendrons comme
surfaces modéles. Ces surfaces seront modifieesl@arogreffage d’'un sel de diazonium.
Apres caractérisation électrochimique et physiquefiiin organique formeé, les fonctions
greffées seront mises a profit pour assembler onehe de nanoparticules. L’'éventualité d’'y

assembler une deuxieme couche sera rapidemerd.testé






Chapitre 1: Etudes bibliographiques : Microscoglectrochimique,
Fonctionnalisation de surfaces du polystyréne etnamocouches

auto-assemblées fluorées

I. La microscopie électrochimique a balayage (SECM)

La microscopie électrochimique a balayage, SECM rpeS8canning Electrochemical
Microscopy », est une technique de microscopie adeolocale (SPM) comme les
microscopies a force atomique et a effet tunnel.

Deux principales études sont a I'origine de cettdmique qui remonte a la fin des années 80.
La premiere, parue en 1986, est celle d’Engstroal. ¢1] qui sont parvenus a approcher une
ultramicroélectrode de 10 um de diamétre d'une oélectrode classique de 1 mm de
diamétre a une distance de 5 um. Ainsi, ils onsqgnuder des réponses ampérométriques dans
la couche de diffusion de la microélectrode millirgdie. Parallelement, la méme année,
Bard et al. [2] ont développé une technique simglafin d’étudier la réponse électrochimique
d’un couple rédox réeversible. Ce n'est qu’en 1986 Bard [3, 4] propose la dénomination de
Scanning Electrochemical Microscopy (SECM) en mriiliplusieurs travaux décrivant la
technique et sa théorie. Depuis, le nombre de wravaettant en ceuvre cette technique ne
cesse d’augmenter et un ouvrage de référence [plusieurs revues [6-8] et chapitres de
livres [9-13] lui sont consacreés.

Pendant les dix dernieres années, la recherche& @rétpartie consacrée a améliorer la
résolution globale de la SECM pour, d’'une part,neixer des phénomenes de surface a une
échelle nanométrique (sur des cellules vivantea travers différentes interfaces) et d’autre

part, micro-fonctionnaliser différentes surfaces.

I.1. Principe

le principe de fonctionnement [5] du SECM consiatapprocher une ultramicroélectrode
(UME) [14] d'une surface, dite substrat, I'ensemi@d@ant immergé dans une solution
contenant une espece rédox (couple Red/Ox) redplendan courant faradique. La présence
de ce substrat perturbe la réponse électrochimiggua sonde, fournissant ainsi des

informations sur la nature et les propriétés dissah
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Chapitre 1 Bibliographie : la microscopie élechiogique a balayage

Potentiostat

. Rét ) ——
Contrbleur
m en
de position
]
N

Figure 1 : Schéma de principe d’'un SECM

Le dispositif de microscopie électrochimique estesaatisé sur la figure 1. Il est constitué
de:

- unsystéme a 2 ou 3 électrodes : une électrodadat(UME), une contre-électrode
et éventuellement une électrode de référence.

- un systeme de positionnement (platines micrométgquotorisées symbolisées par
les fleches sur le schéma) permettant le déplademlatif de la microélectrode par
rapport au substrat dans les trois directionselphce.

- un potentiostat ou bipotentiostat afin de controlemesurer le potentiel et le courant
a la sonde et/ou au substrat.

Les sondes locales du SECM étant constituées d’URiitys allons en présenter les

principales caractéristiques.

[.2. Les ultramicroélectrodes

Inventées par Christian Amatore et Mark Wightmarcaurs des années 70-80 [14, 15] , les
microélectrodes appelées aussi ultramicroélectr@dBbE) continuent a étre développées et
optimisées [9, 16-28]. Leur développement s’assamée autres, a celui des techniques de
mesure de courants tres faibles.

On appelle ultramicroélectrode une électrode dont raoins une des dimensions
caractéristiques est suffisamment faible (typiquemaférieure a quelques dizaines de

micromeétres) pour permettre I'établissement d'umgim& de diffusion stationnaire a

-5-
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I'électrode. Les UME ont permis d'effectuer des unes électrochimiques qui se seraient
révélées difficiles, voire impossibles, avec desctbdes millimétriques classiques. Leurs
faibles dimensions permettent de réaliser des rassatectrochimiques dans des petits
volumes (dans une goutte de quelques microlitredeodizaines de microlitres [29] ou dans

des canaux microfluidiques [30]) ou de sonder de®g localisées [31].

En outre, les UME ont permis de grands progres tadsmaine de la microbiologie et des

microdispositifs médicaux. Elles sont capables asurer de trés faibles concentrations de
molécules dans et hors de la cellule [31, 32]. &estrodes, d’environ un micron de diametre
ont permis de mettre au point la méthode dite dedgnapse artificielle » [33], qui est utilisée

pour guantifier les petites molécules libérées, @ample, au niveau d’'une jonction, ou

synapse, entre deux neurones du systéme nerveux.

Différentes formes de microélectrodes

Les UME sont de différentes natures et formes. i5Elarester [34], on peut en définir cing

principaux types illustrés sur la figure 2.

Anneau Bande
Disque plan 000
000
000
Cylindre Réseal

Figure 2: Shémas des formes les plus connues des UME.

Parmi ces différentes formes, le disque plan festgpe d’électrode le plus utilisé [35].

Ces dernieres années, les UME réseaux [9, 20-23272536] (UMEA, pour
ultramicroélectrodes arrays) ont connu un réelresseont de plus en plus utilisées. Lorsque
les électrodes comprenant le réseau sont suffisatmespacées, la réponse électrochimique
d’'une UMEA est celle d'une UME simple multipliéer p@ nombre total d’électrodes [26, 36,
37]. Leur principale caractéristique est l'alliande tous les avantages des UME avec un
rapport signal sur bruit beaucoup plus importantd@ic une amplification de la réponse

électrochimique. En effet, les UME de tres faildesensions produisent un signal trop faible
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(de l'ordre du nanoampere a picoampere) et facierriité pour que I'espéce active ne soit
pas toujours correctement détectée.

Afin de profiter de leurs avantages uniques, plusiétudes ont mis en ceuvre des électrodes
nanomeétriques [38]. Ces électrodes peuvent étredifiérentes formes. Toutefois, leur
fabrication et leur manipulation sont délicates@tessitent des eéquipements et une maitrise
spécifiques.

Les microélectrodes utilisées en SECM peuventd&@tipérométriques ou potentiométriques.
Dans le premier cas, ce sont les UME disque plasaut utilisées en grande majorité. Afin
d’augmenter leur surface active, certaines étudiggnales ont impliqué des UME disque
plan modifiées par des nanoparticules métalliquey. [Dans le deuxieme cas, aux UME
disque plan gu'on modifie pour former une sondedcéle (exemple : sonde de pH [39]),
s’ajoutent les micro-pipettes. La plus utilisée npaices dernieres est la microélectrode
sélective ionique (ou ISME, « lon-Selective Micrte&rode ») a membrane liquide [40].

Dans le cadre de ce mémoire, seules des UME diglgmeont été utilisées. Celles-ci sont
constituées d'un disque plan conducteur, obtenpglasage de la section d'un conducteur de
rayona (fil de platine de 25um de diamétre, par exemgde)lé dans un capillaire de verre de
rayonrg (cf. figure 3)

verre

conducteur

Substrat

Figure 3: Shéma d'une UME disque plan

Un régime de diffusion stationnaire

L’épaisseur de la couche de diffusion d'une UMEdépend que de la géométrie de
cette derniere. Elle atteint rapidement des valsugsérieures au rayon de I'électrode en
raison de la diffusion latérale (effet de bord, ligeggable pour une électrode millimétrique).
On observe ainsi une forme hémisphérique des Boseate diffusion a une microélectrode,
d’ou I'établissement d’'un régime stationnaire saastribution de la convection (un sel de

fond dans I'électrolyte permet de s’affranchir dansport par migration).
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Intéressons-nous maintenant au cas d'une UME im@éeedgns une solution contenant
un électrolyte support et un médiateur rédox seufosne réduitReda une concentration
C°res Dans la solution sont immergées également un&rezélectrode et une électrode de
référence permettant, grace a un potentiostatptitager a 'UME un potentiel suffisant pour
gue I'espece rédox soit oxydée. La réaction d’éghatiélectron qui se produit a I'électrode
est alors : .

Red = %%, Oxpe
avec E°, le potentiel standard du couple réddx, la constante de vitesse de transfert
électronique hétérogenecele coefficient de transfert pris égal a 0,5.
Le balayage en potentiel de 'UME, pour des vitesde balayage suffisamment faibles,
permet la mesure, que le transfert d’électron Blaitnstien ou non, d’'un courant dont la
valeur limite est totalement contrblée par la \deesle transfert de masse par diffusion de
I'especeReddepuis le cceur de la solution jusqu’a la surfacéadnicroélectrode. Ce courant
de plateau, dit courant stationnaire a l'infinii{;) dépend de la géométrie de 'UME est
obtenu lorsque la microélectrode est loin de tautdace. Il est donné, dans le cas d'une
électrode disque plan, par la formule suivante :

iTint = 4NFDaC%Red €q. 1
L’indice T représente « tip », sonde.

avec :nle nombre d’électrons échangés lors de la réactidox,

F la constante de Faraday,

D le coefficient de diffusion de I'espeBed

C°redla concentration de I'espé&edprésente en solution,

a le rayon de l'ultramicroélectrode.

Pour une UME de faible dimension, ce courant éstraten un temps trés court #4/D). Par
exemple, en travaillant dans une solution aqueesteocyanure (D ~ 5x10cn? s%), un
temps de 0.3 s est suffisant pour qu’une électd®@5 um de diametre atteigne le régime
stationnaire. L'expression du courant stationnairene UME (éq.1) ouvre une nouvelle

application aux méthodes d’analyse électrochim@ueaison de plusieurs avantages :

Une grande sensibilité

Comme le courant est proportionnel au rayon de IBJ non a sa surface, tandis que le bruit
est proportionnel a la surface de 'UME, la densiéécourant et le rapport signal sur bruit

sont inversement proportionnels au rayon de I'ébelet. La sensibilité est donc d’autant plus
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élevée que le rayon de I'électrode est plus petitfait de la forte sensibilité de 'UME, on
peut étudier des espéces de faible concentratian,epemple inférieure & £omol L™
(détection limite pour des électrodes millimétrigid1]).

Une faible chute ohmique

La chute ohmique est le produit de la résistanca delution par le courant faradique st
proportionnel au rayon de 'UME.e transport des molécules se produisant dansuieheode
diffusion, les variations de concentrations somitiees a des distances de l'ordre du rayon de
I'électrode. Ainsi, la chute ohmique a une valendgstfaible. Ceci permet des mesures de
bonne qualité dans des milieux trés concentrése vain diluées, ou des milieux tres résistifs
tels que les solvants visqueux (gels, polymereg) [48 de constante diélectrique faible
(toluene [43], huiles et lubrifiants [44]), ou emeodans des solutions électrolytiques non
miscibles [45]. De plus, un montage a trois élet#son’est souvent plus nécessaire.

Une faible constante de temps

La constante de temps (t) s’exprime par :

t=RC éq. 2
avec : R la résistance de la solution et C la depde double couche.
La microélectrode, utilisée en tant qu’électroderdeail, a une petite taille en comparaison
avec la contre-électrode. La résistance (R) egigrtionnelle a la résistivité de la solution et
inversement proportionnelle au rayon de 'UME :

Rap/a €q.3
avec :p la résistivité de I'électrolyte etle rayon de 'UME [46].
D’autre part, la capacité de la double couche (egiortionnelle a la surface de 'UME donc
au carré du rayon de la microélectrode.
En conséquence, la constante de temps de chalgeddeble couche est proportionnelle au
rayona de la microélectrode et reste relativement faibés courants de charge de la double
couche sont donc rapidement négligeables par repparourant faradique.
La faible constante de temps permet d’étudier dediques rapides en utilisant la voltamétrie

cyclique avec des vitesses de balayage élevéels|(@seanéegavolts par seconde) [47].

[.3. Modes de fonctionnement du SECM

Le microscope électrochimique a balayage (SECMinperde manipuler une UME afin de

caractériser des surfaces par imagerie de zonesodetives ou non [48, 49], et également
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d’obtenir des informations concernant la naturenitpiie et électrochimique des espéces liées
au substrat en investiguant les réactions se paduia la surface de I'échantillon [50]. Elle
permet aussi la modification au niveau local ddsatillons via I'électrodissolution [51] ou
I'électrodéposition [52-54]. Ainsi, les progrés dda miniaturisation et dans la diversification
des microélectrodes offrent un champ d’applicatienplus en plus vaste dans de hombreux
domaines tels que la corrosion [55-57], la biold§®, 59] ou encore la science des matériaux
[60, 61].
Ces différentes applications reposent sur diffé&rembdes du SECM. Pour tous ces modes, le
contr6le de la distance substrat-UM#),(la taille et la forme de la microélectrode est
primordial. Les principaux modes du SECM sont :

- le mode régénération oureedback :

C’est le mode le plus utilisé en microscopie élmtiimique depuis sa description en 1989
[4] ; il est a I'origine d’'un grand nombre d’apiions. Il sera étudié en détail dans la partie 4
car c’est le seul mode que nous avons utilisé.

- le mode générateur/collecteur

Pour ce mode, le substrat et TUME sont connectés dipotentiostat qui enregistre aussi
bien la réponse électrochimique a 'UME que cellesabstrat. Ce mode existe sous deux
formes de fonctionnement: TG/SC (« Tip Generatiohg&ate Collection ») et SG/TC («
Substrate Generation/Tip Collection »).

Dans le premier cas, 'UME génére des espéces rqdogiffusent vers le substrat ou elles
sont collectées et/ou détectées. Généralemendjrfensions du substrat sont beaucoup plus
grandes que celles de la sonde, de facon a c€effieatité de la collecte (rapport entre le
courant au substrat et le courant a la sondepsaihe de 1 en I'absence de réaction chimique
couplée au transfert de charge. Si I'espéce predargit dans la zone entre la sonde et le
substrat, le rapport des deux courants diminue djl@ardistance substrat-UMIg, devient
plus faible. Sa variation en fonction de la disepatre la sonde et le substrat permet ainsi de
déterminer la constante de vitesse de la réacbambene.

Ce mode a été utilisé par A.J. Bard et al. pouerdéher les constantes de vitesse de la
réduction irréversible de I'oxygene sur platine reitieu acide [62] et plus récemment par
LeSuer et al. pour étudier la cinétique du tratsdterctronique de I'oxydation du tirt-butyl
nitroxyde dans 'acétonitrile [63].

Pour le mode SG/TC, les roles des deux électronlasinverseés : le substrat joue le role de
générateur d’especes électroactives et 'UME cdhiicollecteur de ce qui est généré au
substrat. L'UME peut étre une sonde ampérométrigua cartographier, par exemple, les
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sites électroactifs d’une surface (étude d’unecsion localisée [56]). L'UME peut étre aussi
une sonde potentiométrique qui permet I'étude déilprde concentration d'une espece cible
déterminant le potentiel (& la maniere d'une mampette).

- le mode pénétration :

Comme le nom [lindique, une UME fonctionnant sous mode pénétre dans une

microstructure de matiere molle, par exemple um finince de polymére contenant une

espece rédox (comme des cellules biologiques ouigteomes). Ainsi, tout au long de son

trajet, 'TUME collecte des informations sur la \&ion de la réponse électrochimique. Ceci
permet de tracer des profils de concentration,idétique et de paramétres de transport de
matiére a l'intérieur du film, de réactivité chiraig en fonction de I'épaisseur ou de la
profondeur.

- le mode direct :

Le mode direct de la SECM consiste a approchelUME jouant le r6le de contre-électrode
d’un substrat conducteur opérant en tant qu’éldetre travail. Utiliser une contre électrode
de taille réduite permet de localiser et focalissrlignes de champ électrique entre 'UME et
le substrat. Ceci implique de minimiser la distabddE/substrat et de choisir une UME de
petite dimension si I'on souhaite créer des matifsostructurés avec la meilleure résolution
possible. La réaction électrochimique est alorsalieée sur un domaine micro- voire
nanomeétriquela durée de la réaction est également un parartrfégeémportant a contrbler
pour obtenir une bonne résolution et éviter I'esp@amlatérale de la modification.

Ce mode, réservé aux échantillons conducteurqjtéisé pour fonctionnaliser des surfaces
par électrogreffage localisé ou par modificatiooale de la surface comme c’est décrit plus

loin.

l.4. Fonctionnement du SECM en mode régénération ou eédback »
[.4.1. Principe

En mode régénération, une UME est placée au-desssisbstrat dans une solution contenant
'une des formes, oxydée ou réduite, d’'une espémwréactive, ayant le réle de médiateur.
Le couple redox du médiateur doit présenter unersiilité électrochimique afin d’étre
régenéré a la microélectrode et éventuellemenubstat. Le choix du couple redox utilisé
dépend des propriétés thermodynamiques et cinétigueprocessus électrochimique a la

surface.
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Lorsque la distance séparant 'TUME du substrat est supérieure a Is5mair de la couche de
diffusion (au moins 10 fois le rayon de 'UME), deurant de plateau stationnaire circulant a
travers TUME n’est pas affecté et vais (Figure 4a). En revanche, lorsque 'UME
s’approche du substrat et que la distance sépBtHBviE de la surface devient inférieure a
I'épaisseur de la couche de diffusion, celle-ciadsts perturbée par la présence de la surface.
L'influence de cette perturbation sur l'intensité dourant dépend de la nature du substrat
selon que le substrat peut interagir ou non awespéce électrogénérée a 'UME. Ainsi, la
mesure de la variation de courant a 'UMP €n fonction dal permet I'étude de la réactivité
du substrat.
D’'une maniére générale, deux cas limites correspainé cette variation du courant
stationnaire :

« soit le courant augmenteér (> itin) lorsqued décroit, c’est le cas pour une surface

conductrice (Figure 4b),
e soit le courant diminuei{ < itjnr) lorsqued décroit, c’est le cas pour une surface

isolante (Figure 4c).

a b c
R N o R o " .
-e
J u @R +€,0 (a FJ
itusion’
A
=
b
a
|T,inf ......................................................... =
Cc

v

Figure 4 : Courbes d’approche représentant le courant meslitdi en fonction de la distance entre 'UME
et la surface du substrat pour différentes surfagpde courant a l'infini. b) Cas d'une surfacendactrice,
régénération positive. ¢) Cas d’'une surface iselaigénération négative.

Dans le premier cas limite présenté en Figure dlsurface conductrice2génere I'espece
Red a partir de I'espéc®x produite a 'UME, de maniere infiniment rapide dewka vitesse
de diffusion du médiateur en solutidres especeRednouvellement régénérées a la surface
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retournent ensuite s’oxyder @x a 'UME. Le cycle effectué par les especes rédoypldi®
donc le courant qui circule dans 'UME. En outrkeisda distance UME-surface diminue, plus
la boucle du cycle a parcourir par le médiateuoxégbt courte, et plus le courant est intense.
Ce phénomene d’amplification du courant collect¢ UME est appelé la régénération
positive («positive feedback).
Dans le second cas limite présenté en Figure 4sutface est isolante ou chimiqguement
inerte et ne permet pas la régénération de I'especkoxydée a 'UME. La diffusion des
especes rédox vers la microélectrode est d’autastgénée par le corps isolant de 'UME et
la surface isolante que la distance d’approché@deit; engendrant une diminution du courant
collecté a 'UME. Ce phénoméne est appelé la régéiné négative, regative feedback
Les courbes b et ¢ ont été établies en considéuantl) le processus n’est limité que par la
vitesse de diffusion des especes dans l'espace rcomptre 'UME et le substrat, 2) le
substrat présente une réactivité uniforme aveadesnsions bien plus grandes que celle du
rayon de 'UME et 3) les coefficients de diffusidn médiateur redox sous ses deux formes
(Ox etReg sont identiques.
Dans le cas d’'une réduction a 'TUME, on observenésnes phénomenes avec I'espBeel
qui est produite a I'électrode et I'espéar qui est régénérée a la surface conductrice.
Le fonctionnement du SECM repose donc, soit syshénomene de régénération des especes
rédox transformées a I'UME, amplifiant le courargguré, soit sur un blocage des espéces
diffusant a 'UME, diminuant alors le courant mesubDans chacun des cas, le mode de
fonctionnement du SECM est désigné par la réegénérampérométrique (amperometric
feedbacky).
Lorsque le processus chimique n’est plus limité ypdaguement le phénomene de diffusion,
mais aussi par la cinétique de transfert de chang® le médiateur et la surface du substrat,
on observe un cas intermédiaire qui se traduiuparréponse d’allure intermédiaire entre les
deux cas limites d’isolant et conducteur purs. C@&s qui se produit lorsqu'un substrat
présente une réactivité finie vis a vis du médiatdont il régénére la forme initial&Réd
guand il s’agit d’'une oxydation comme c’est le sasla figure 4 oDx dans le cas contraire)
a une vitesse fini®, s(en $Y). Cette vitesse est reliée a une constante dsseitde transfert
d’électron hétérogeng s(en cm/s), par :

Vobs=kos/ @ éq. 4
Les deux cas limites precédemment décrits correlgunak, s [1 — o pour une surface
conductrice idéale ét, ;[0 — 0 pour une surface isolante idéale. Plus la vadieu, s est

élevée, plus l'allure de la réponse tend vers ceileonducteur (régénération Bedrapide).
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Inversement, pluk, s est faible, plus I'allure ressemble au feedbagjati€observeé sur isolant

pur.

1.4.2. Théorie

Le premier traitement théorique du mode régénéraimpérométrique, réalisé par Kwak et

Bard [4] a la fin des années 90, porte sur la st par €léments finis d’un processus
électrochimique contrélé par la diffusion. Cettédhie a été reprise largement pour interpréter
quantitativement de nombreuses études électrochésigtilisant le SECM [5].

La complexité de la théorie du SECM provient ddolane hémisphérique de la couche de
diffusion de 'UME. La théorie rigoureuse consistgésoudre numeriquement les équations
de diffusion (en termes d’équations partielles atégrales multidimensionnelles). Des

approximations analytiques, permettant de repredeiplus fidélement possible la résolution

théorique de ces équations, continuent a étre digvéks et optimisées [6].

[.4.3. Importance du rayon adimensionnel RG

Pendant l'approche perpendiculaire (direction zynd'substrat par une UME en mode
régénération, une courbe d’approche est tracée ttaltiuit I'évolution du courant récolté par
TUME en fonction de la distance d séparant 'UMBR dubstrat. Ces courbes sont
généralement représentées sous forme adimensienntdst-a-dire sous forme du courant
normalisé + =it/ itjnr en fonction de la distance normalisée O £a. Ainsi, les courbes

d’approche sont indépendantes du diametre de tfée, du coefficient de diffusion, de la
concentration du médiateur et de la vitesse d'apmratant que celle-ci n’induit pas de
transport convectif de matiéere (v < 5 pm/s). Ellestent néanmoins sensibles [4, 10, 11],

notamment dans le cas de substrats isolants, am @jimensionnel de 'UME (noté RG),

r N . . . .
RG =19 ourg est le rayon total de I'électrode (partie condcett partie isolante, cf. figure
a

3).
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Figure 5 : Courbes d’approche théoriques pour une régénératigative (courbes 1-4) et une régénération
positive (courbes 5-8) du médiateur a la surfacsuthstrat pour des valeurs de RG de 1 (courbe$)l Bt(2 et
6), 10 (3 et7) et 20 (4 et 8). Ces courbes soné&mselon les équations approximatives mentiormiéessous.

En effet, lorsque 'UME s'approche de I'échantilencorps isolant de I'UME et la surface de
I'échantillon forment une cellule en couche mincgeste. Lorsque la taille du corps isolant
augmente, la diffusion du médiateur du sein deolation vers I'UME est plus génée, ce qui
induit une diminution du courant a I'électrode, En conséquence et comme c’est décrit sur
la figure 6, dans le cas d'un échantillon isoldmiaur une distance normalisée L fixée, a un
RG plus élevé correspond un courant normaliggus faible. L’effet est moins important sur
un échantillon conducteur.

De plus il a été démontré depuis 1984 [64] que pas faibles valeurs de RG, le courant
limite de diffusion & une UMEi{;y) devient plus important que la valeur donnée par
'équation 1, a cause de la rétrodiffusion du miedia Plus tard, des expressions
approximatives corrigées ont été proposées puispamms [6, 65-67]. Le courant dans
I'équation 1 est multiplié par un facteur de coti@t dépendant de RG.

Plusieurs solutions approchées de courbes d'appraahété publiées (pour les deux modes
de régénération) prenant la distance substrat-UbHante unique variable [5, 68-70]. Ces
expressions analytiqgues sont obtenues par desationd mathématiques de 4 a 7 parametres
a ajuster selon une valeur de RG donnée.

Récemment, Lefrou [66] a proposé pour chaque maalaégénération une expression

analytique unifiée a deux variables (RG et L).
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Pour un conducteur pur :

1*(L,RG) = a(RG) + L n +|1-a(RG) - 1 EArcTanL €q.5
B(RG) 4ArcTanL 2B(RG) )
Avec :
2 1 2 1Y ,
a(RG)=In2|1-—ArcCos— |-In2]1-| —ArcCos— eqg. 6
T RG ] RG

2
B(RG) =1+ 0.639(1— 2 ArcCosij -0.186|1- (E ArcCosij €q.7
T RG T RG

valable (avec un pourcentages d’erreur inférie@#%@ pour toute distance substrat-électrode
et pour tout RG.
Pour un RG > 10, I'équation 5 peut étre écrite giugplement :

|§ond(|_,RG)=|n2+L+(1—ln ngArcTanL €q. 8
4 ArcTanL (2 T

Dans le cas de la régénération négative

2.08 0.145
RG0358 (L' RG )+1'585

[IS(L,RG) ~

eq. 9
2.08 InRG 2 m RG
(W (L +0.0023 RG) + 1.57+ 22 + 2= ln(1+T)>

valable (avec un pourcentages d’erreur inférieli®® pour toute distance substrat-électrode
et pour RG < 200.

Quelgues courbes d’approche, illustrées sur ladid sont tracées pour chaque cas a partir
de ces dernieres équations en faisant varier nraglimensionnel, RG.

Ces courbes d’approche théoriques sont utiles atigpe. En ajustant, par exemple, une
courbe expérimentale courant-distance a une cahdmique correspondant au méme RG,
on peut déterminer correctement le point du conéelt entre 'UME (souvent par la partie
isolante) et le substrat, et surtout estimer dessriesures quantitatives ultérieures la distance
d séparant 'UME du substrat. Ceci n'est en revaréadisable qu’en se placant dans le cas

de régénération négative ou positive pure.
[.4.4. Cinétique hétérogene irréversible au substrat

Dans le cas ou la vitesse de transfert de charggrdg&ne au substraVyy n'est pas
négligeable et intervient dans la cinétique du @ssas, la résolution des équations de
diffusion a permis I'établissement des courbes pfaphe théoriques pour différentes valeurs
deky s
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En 2008 [6, 71], Lefrou a également publié une axipration analytique générale valable
pour tous les cas intermédiaires faisant intervenitransfert de charge hétérogéne de premier
ordre entre le médiateur et la surface du substrat.

I1 (L, RG,K) = If’”"(L +%, RG)+( I7(L,RG)-1 éqg. 10

1+ 247 RG™L K) (1+ [ 000sRe+0113) —0.0236RG+091)

On constate que cette équation fait intervenir, ptns de L et RG, un parametre
adimensionnek qui refléte la vitesse de régénération du médiapeu le substrat. Plus
quantitativementk est défini comme le rapport entre la vitesse desfiert électronique
hétérogéne a la surface du substygt)(et la vitesse de diffusion du médiateMyif), définie
parVgiz =D /a2 ; compte tenu de I'équation 4, on a donc :

—_ kb,s a
D

K eg. 11

Un faisceau de courbes d’approche, pour différevatsurs dex, est donné dans la figure 6.

3.5

0 0.5 15 2

1
L=d/a

Figure 6 : Courbes d’approche théoriques d’'une UME (disque)@@prochant une
surface. Ces courbes sont calculées pour RG péuetdifférentes valeurs de
(indiguées au-dessus de chaque courbe). Les dedsesoen pointillés situées au-dessus
et en dessous des courbes en trait plein sonagebngites, ou le substrat est
respectivement a régénération purement positipaement négative.

L’'aspect des courbes d’approche dépend de la valaate da.. On constate que selon cette
valeur, et donc suivant les valeurs respectivelg, dea et D, on peut passer d’'un phénomene
de régénération purement positive a un phénomeneégienération purement négative.

L’ajustement d’'une courbe d’approche expérimendalme courbe théorique et I'analyse fine
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de ce type de courbe permettent la déterminatiok,d@our a et D donnés et donc la
guantification de la réactivité du substrat. Cepanidet comme on peut le voir sur la figure 6,
les deux cas limites décrits précédemment (ici@ntitié), surface isolante ou conductrice a
régénération rapide, sont quasi-identiques=310? etk = 1 respectivement. Le domaine de
réactivité d’un substrat que I'on peut estimer pette méthode est alors limité entre 10°
etk = 10
Une nouvelle voie a été proposée en 2007 [72] mmalyser aisément des cinétiques de
réactions rapides et irréversibles au substratpdrametre de cinétigue adimensionkedst
dans ce cas déterminé par simple mesure de ldigarentre la courbe d’approche obtenue et
la courbe de régénération purement positive. Cetéthode parait prometteuse car elle
permettrait, grace a I'équation 12, d’analyseritgtique en ne tenant pratiquement pas compte
du rayon adimensionnel RG, ce qui n'était pas le paur les analyses précédemment
proposees :

e = 1P . 12
Cette équation permet la détermination précise peur des valeurs comprises entre 2 et 100,
pourvu que les valeurs de L choisies soient enfzeeD1, qui est une gamme expérimentale
habituelle en SECM. D’ailleurs, comme le montré=ilgure 6, méme en utilisant I'équation
10, une constante de transfert de charge rapigeutepas étre mesurée quand I'UME est loin
du substrat. Elle peut, en revanche, étre déteaminéne distance d suffisamment faible
(typiguement pour L <1).
Ainsi, le SECM avec une UME de taille micrométrigaepermis de mesurer plusieurs
constantes de transfert rapides (k1 cm/s). [73-75] Plus récemment, des électrodes
nanométriques ont été utilisées de la méme facem peesurer la cinétique de réactions
encore plus rapides. [76]
Par SECM, il est également possible de cartograjdieinétique locale de réaction avec une
surface dans une image a deux dimensions, si omntigrai constante la distance de trawhil
Cependant, cette condition n’est pas facile a séalpar SECM, surtout pour un substrat
présentant des hétérogénéités de réactivité. Ongbens positionner 'UME sur des régions
précises de I'échantillon, établir des courbes pfaphe expérimentales et en extraire les
valeurs de la constante cinétique par ajustemaneaourbe du modeéle théorique.
La cinétigue de réactions hétérogenes a été suétngiiée par le mode régénération en

utilisant les équations de Bard et Mirkin [5]. Léaction a I'échantillon, qui est du premier
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ordre par rapport au médiateur, peut aussi étrelemde par des modeéles plus compliqués.
Dans ces cas, les courbes d'approche sont enéegighour différentes concentrations du
médiateur. Pour étudier des réactions électrochiesica I'échantillon, différents potentiels
sont souvent appliqués aussi bien a I'électrodawgaubstrat.

La combinaison des différentes équations et methpdemet de rendre compte du transfert
de charge fini sur de nombreux types de substhas. garticulierement, ce traitement a permis
d’estimer la constante de transfert de charge eérsds interfaces telles que l'interface liquide-
solide (notamment métal) [73-76], liquide-polymemmducteur [77, 78], liquide-liquide (non
miscibles) [79-81], liquide-gaz [82, 83] et méme trmvers des cellules biologiques
vivantes.[84-87]

1.4.5. Cinétique de réactions homogenes

Il est possible d’étudier par SECM des cinétiqueséhctions chimiques homogenes lorsque
la réaction est couplée a un ou plusieurs trarsstddctroniques. On utilise pour ce faire le
SECM en mode TG/SC (Figure 7). En effet, comme dawsns préecédemment mentionné,
pour une espéce stable générée par 'TUME par simppleessus de transfert de charge,
I'efficacité de collection @it) est proche de 1. En revanche, lorsque, par exertipbpéce
produite a 'UME réagit dans I'espace compris efittME et le substrat en générant une
espece électro-inactive, la quantité de matiereati& par le substrat est moindre et le rapport
ig/it diminue. Cette variation permet alors d’accédda ainétiqgue de la réaction chimique
couplée au transfert électronique, qui est de ptluplus rapide quand/ir tend vers 0. On

parle dans ce cas de « la durée de vie » ou dupstde survol » de I'espéce réactive.

Figure 7: Schéma de principe de la mesure de la cinétiguéattion homogene
couplée a un transfert d’électrons par mode TG/SC
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C’est en 1994 [62] qu'on a montré pour la premifms qu’il était possible d’étudier la
cinétique de réactions chimiques homogénes paotiemégénération du SECM.
En mode régénération, la constante de vitessegbemutiéterminée a partir de la dépendance
entreir etd ou L (courbe d’approche). Dans une approche siméplifie courant mesuré a
F'UME, it estrelié a celui détecté a la surface du subistrafin de comprendre et d’établir
cette approche, la méthode consiste a écrire leanba I'électrode et au substrat en une
somme de deux contributions :

it ="+ éq. 13

is =i +ig éq. 14

i correspond au processus de régénération négetet-a-dire a la diffusion des espéces
électroactives de la solution vers I'électrodegux espéces ayant été régénérées a la surface
du substrat etgiau processus de diffusion des espéces électreadli® la solution vers le
substrat.

A partir de ces deux équations, on peut écrire:

it =is—ig + i éq. 15
Dans le cas d'un substrat purement conducteur, étéamontré que pour des distances
substrat-UME petitesd&2a ou L<2), la collection a un rendement de 100%stc@edire que

toute espéce oxydeée, par exemple au substragdste a 'UME, ce qui se traduit en terme

de courant par®"; = is. On déduit que dans le cas d'un conductgsii'l; et donc que :
igfis= i"Sr /%M = f(L) éq. 16

Dans le cas d’'une cinétique finie au substrat, eut pncore considérer que toute espéce créée
a 'UME est convertie au substrat avec un renderpesthe de 100% tant que L<2. La
relation 16 est donc toujours vérifiée.

L’ensemble de toutes ces équation nous permetaditetpe:

it = is (1- " /1°°M9) + i = ig(1-f(L)) + i éq. 17

Cette expression reliant les deux courants a 'UdEau substrat est intéressante car elle
permet de déduire le courant au substrat a partia gimple mesure du courant a 'UME ce

qui permet de réaliser cette étude par mode régeémér De plus, cette expression est valable
pour toute étude cinétique de réaction homogéenellgigoit de premier ou de deuxiéme ordre

(respectivement EC ou EC2 [62]). Il devient alorssgible de décrire par simulation
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numerique la totalité des courbes comme une fometmalytique de la distance normalisée L

= d/a et d’'un parameétre cinétique unique K

Dans le cas le plus simple d’'une réaction homogkngremier ordre EC (R ou &»

produits), ce parameétre est défini par :
Ke=kd? D éq. 18

k. étant la constante de vitesse de la réaction gaii

On obtient une approximation numérique qui reliealgport x =¢ir a K :
Kc=5.608 + 9.347 exp(-7.527 x) — 7.616 exp (-0.8D7/ €qg. 19

En pratique, il s’agit d’ajuster la courbe ¥ f(L) expérimentale obtenue sur un substrat
purement conducteur aux courbes théoriques cakpléer différentes valeurs de K partir
des équations 17 et 19.

Dans le cas d’'une réaction du premier ordre, umsteote de réaction homogéne maximale
de 2x1G s* pourrait ainsi étre mesurée par mode régénéraiion [

Parmi les composés et les réactions étudiés, drcfieula réduction de composés organiques
sur des métaux avec une décomposition homogemgeut [88] , 'oxydation des oxalates
par Ru(lll) a [linterface benzonitrile-eau [89], sleintermédiaires des oxydations
électrochimiques de BH[90] et la dimérisation réductricdu diméthylfumarate et du
fumaronitrile.[91] En outrela cinétigue de la stabilité de radicaux électrotuement
produits a aussi ététudiée (radical anion de Il'acrylonitrile [92], NAO1], O, [93],
RNO,'[94]).

I.5. Fonctionnalisation de surfaces par SECM

La fonctionnalisation de surfaces peut étre réalmdvant différentes approches utilisant la
photochimie, la chimisorption, la physisorption, Ehimie covalente, des méthodes
mécaniques ou encore des méthodes électrochimidiesrses techniques de micro-
modification de surfaces utilisent ces approchemmoe la photolithographie [95-101], la
lithographie électronique [102-106], les traitenseqpiasma [107, 108], I'impression par
microcontact [109-119], I'impression nanométrigd(, 121], I'impression par jet d’encre
[122], la lithographie Langmuir—Blodgett, la lith@gphie dip-pen [123] et la microscopie

électrochimique.
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Les microscopes a sondes locales (SPM) tels queideoscope a effet tunnel (STM, «
Scanning Tunneling Microscope ») [124, 125] ou leroscope a force atomique (AFM, «
Atomic Force Microscope ») [126, 127] sont utilisgsnme outils de microfabricatiohe
point fort qu’apportent les SPM dans ce domaindiési leur plus forte résolution spatiale
comparée aux autres méthodes optiques telles quephatolithographie ou la
photoimmobilisation [128-130] qui sont principalemdimitées par la diffraction de la
lumiére. Réaliser des motifs avec une forte régmiugst un enjeu technologique important,
notamment dans la fabrication de microsystémesieroétectronique. La résolution spatiale
des SPM n’étant limitée que par la taille de lanpmi l'utilisation d’'un SECM avec une
électrode de taille micrométrique ou nanométriquermettrait d’atteindre une bonne
résolution par rapport aux méthodes standards deofabrication.

De plus, bien qu’étant la méthode de structuratiersurfaces la plus couramment utilisée, la
photolithographie nécessite plusieurs étapes et agslitions lourdes (vide, solvants
organiques, acides forts et bases fortes), patfos agressives pour étre compatibles avec
certaines applications (substances biologiquetgiosrmatériaux...).

La micro-modification de surface par SECM peut samter ces problemes en contrélant les
processus chimiques a la surface du substrat, cen’'gst pas accessible par les autres
méthodes. Par ailleurs, le SECM peut étre utiliséirpnon seulement la génération de
structures, mais aussi pour leur caractérisatiantfonnelle.

En SECM, le confinement des réactions chimiquesnpeia modification localisée de la
structure chimique et/ou physique de la surfaceSEEM a, en effet, 'avantage de pouvoir
étre utilisé sur une gamme tres large de matéraussi bien isolants que conducteurs ou
semi-conducteurs, aussi bien organiques et bialegigiu’inorganiques. Ainsi, il permet de
réaliser diverses microstructurations allant diedt®odép6t microscopique de métaux et de
polymeéres, a la microgravure par dissolution étattimique de métaux, en passant par la
modification de fonctions chimiques greffées erfame. La microfabrication par SECM ne
nécessite ni masques, ni moules, c'est le déplatena¢éral de la sonde pendant la
modification de surface qui permet de créer desfsndtia surface du substrat.

L'utilisation de I'UME d'un SECM pour modifier ladkement des surfaces a été décrite
depuis le début du développement du SECM. [131-186]des mises au point sont
régulierement publiées [7, 8, 137-139].
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Figure 8 : Représentation schématique des deux modes posdébtaedification localisée de
surface par SECM. R et O sont respectivement fadaeduite et oxydée du médiateur. (a) mode
direct (ex. électrodépot d’'un métal); (b) mode élgénérationex. électrogravure d’'un mét;

Dans la littérature [5, 13], on classe principalatneces microstructurations ou
fonctionnalisations spécifiques de surface soux gemcipaux modes de fonctionnement du
SECM, illustrés sur la figure 8. Il s’agit du modieect (figure 8a) et du mode régénération
(figure 8b). Néanmoins, une revue récente de GsWitk [7] propose un autre classement
basé sur les principes de l'utilisation du SECM nmrun outil de microfabrication. En plus
des deux configurations décrites sur la figurel Gnet en évidence d’autres configurations
possibles qui dérivent du mode régénération, notame couplage de réactions homogénes

et hétérogenes.
[.5.1. Génération localisée de réactifs a 'TUME

Un des avantages du mode régénération est quiihgiela modification de substrats aussi
bien isolants que conducteurs. L'UME est alorssé# pour produire, a partir d’'un médiateur
rédox, une espece réactive qui mene a une oxydathuttion locale engendrant une
dissolution partielle du substrat ou une oxydatiéahiction chimique locale du substrat.
Lorsque le réactif réagit avec la surface, le ntédiaest régénéré a la surface du substrat pour
réagir de nouveau a I'UME, ce qui permet un coato@ntinu du processus de modification
par enregistrement du courant a I'UME, Quelques exemples de la méthode sont cités ci-
dessous, en particulier pour des applications giglees.

Des motifs ont été gravés par SECM sur Cu [140As3431, 132], et Si [141, 142]. Dans le
cas de l'oxyde de tungsténe, l'injection de chaegkesuivie par un changement de couleur
localisé [143].
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Matsue etal ont désactivé des films d'enzymes pag &1 HBrO localement généré [144].
Shiku. a produit des radicaux hydroxyles par lectiéa de Fenton localisée (réduction de
Fe" dans une solution contenant,®)), qu’il a utilisés pour modifier des couches
d'alkylsilanes déposées sur verre [145]. Les micodfs obtenus ont ensuite servi pour faire
adhérer, par adsorption ou greffage covalent, deshes de protéines.

L’'adsorption de protéines et l'adhésion de cellubsogiques peuvent étre localement
contrblées par SECM sur différents substrats. Kafiécouvert qu'un traitement oxydant par
les ions bromures dans une solution de tampon plogsgue permet d’annuler localement les
propriétés résistantes et anti-adhésives de pegté&ur des couches d'albumine physisorbées
sur un substrat de verre [146-148]. Cette proaduété utilisée pour "tracer" des lignes de
cellules adhérentes et fixer de multiple populatida cellules sur différentes surfaces.

Des études plus récentes impliquent une surfacelmatructurée constituée d'un polymeére
anti-adhésif et de fibronectine [149]. Les coucHésonectine sont ensuite activées
microélectrochimiqguement pour I'adhésion de ceflules limites des zones activées étant
prédéfinies par le modéle utilisé.

a)

T
/
/\

Br Br, =
A/ modified monolayer
»

extracellular protein
b) ¢ adsorption

[ |

C) *bacteria seeding

[ ]

Figure 9 : Utilisation du SECM pour former des micro-motifs lugctéries marines. (a) modification
localisée de la monocouckhylenglycolen utilisant By électrochimiquement généré. (b) adsorption
sélective de protéines extracellulaire sur lesorégimodifiées. (c) la protéine permet l'adhésian de

bactériesréf. 151

Zhao. Etal ont montré qu'en oxydant les ions bromures, orvaibumoduler localement les
propriétés anti-adhésives d'une monocouche autorddée (SAMs) comportant une

terminaison oligo (éthylenglycol). Ceux-ci sont, effet, plus résistants a lI'adhésion de
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cellules que les SAMs micro-modifiées [150]. Reépmnt, ces motifs ont été utilisés pour
immobiliser des protéines et des bactéries mafitel. (figure 9)

Une étude de notre équipe a porté sur la réduddicede de surfaces de polymeéres fluorés
(Téflon® ou couches auto-assemblées fluorées) réputéshyrephobes et chimiquement
inertes (figure 10). Sur TéflGncette réduction nécessite des réducteurs trésgnts comme
les anions radicaux organiques (type naphtaleneftréchimiquement générés a des
potentiels tres bas (< -2 V/ ESC). Le processusdaibra la formation d’un matériau

carboné :
-(CR-CR)ny- +4ne - -(C=C)-+4 F

Ce matériau carboné est dopé négativement, ceequigh a la carbonisation de se propager :
La réduction locale du Téflénengendre des zones modifiées plus hydrophiles lgue
matériau de départ [152].

Y 1yy
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NEIU4+, BFy diagoninms
YAty Téflon
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m métalization
o
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Teéflon™ Téflon
Réduction polymérisation
EFan+ 2 M — O+ M +In F Ha=CHCOH, b

gfigéé Ry HyC=CICHYR, ¢ i %—/

Téflon
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Figure 10: A. Processus de formation de couches carbonéessipagéeiduction localisée du Téffon

par le radical anion d’'un médiateur rédox M, élegénéré a une microélectrode plongeant dans une
solution de M dans le diméthylformamide + 0,1 M NHF,. B. Fonctionnalisations sélectives, par
des synthons organiques, des métaux et des polyntiae couches carbonées obtenues par réduction
localisée du Téfloh La réaction a lieu par mise en contact de la lseurarbonée dopée avec une
goutte d'une solution du précurseut-hoc

Le dopage négatif des motifs réduits a été misditppour faire réagir les motifs avec
différents réactifs réductibles et obtenir ainsiedses fonctionnalités chimiques sur la surface
du Téflorf : greffage local de groupes organiques par rémuate sels de diazonium en
radicaux aryles (nitro ou bromo-phényles par exengli se greffent sur le motif par une
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liaison covalente ; métallisation locale avec Ill@rgent et le cuivre ; copolymérisation locale
des insaturations obtenues par désactivation sigrface réduite [153].

Des réactifs localement électrogénérés permetemhadifier, outre des matériaux massifs,
des couches minces organiques déposées a la sddamgbstrats. Quelques exemples sont
mentionnés ci-dessous.

A partir d’'un film organique substitué par un présmur de polymérisation radicalaire
contrblée par transfert d’atomes de brome (ATRR)peut graver des brosses de polyméres
[39, 154]. Pour cela, on génere a 'TUME du SECMréducteur permettant la débromation
locale du précurseur bromé. Cette stratégie empaatreissance locale ultérieure de brosses

de polymeres (figure 11).

Ox  Red T‘\

Br Mif Bif Bil‘ ATRP f Ei & i% i

Figure 11 : Utilisation du SECM pour la débromation localeptécurseur greffé sur un
substrat d'or et la préparation de brosses de polgmgravées.

Des films de polyvinylpyridine chargés de PgfCét AuCl sont modifiés localement par
[Ru(NH3)]? * électrogénéré au voisinage de 'UME, donnant éigles microdépéts de Pd et
d’Au [136].

Une molécule d’hydroquinone électrochimiqguement égéa réduit localement un film
d’AgCl (obtenu par évaporation) en Ag élémentaité5]. Apres dissolution d'AgCl, une
ligne d'argent se forme sur le substrat isolé.

Des microstructures de polymeéres sont obtenuesti& gan film de monomere déposé sur
un substrat, puis polymérisé par un oxydant géadtéME [53, 156, 157]. Cette procédure a
ete utilisée pour électropolymériser des films 2i&-bis (1-éthylpyrrol-2-yl) thiophéne] et de
4,4'-diméthoxy-2,2 '-bithiophéne.

Inversement, une variation locale de pH induite pae UME permet d’activer un film
oxydant immobilisé (Mng), puis de polymériser localement un monomere al@ment

présent dans la solution (thiophene) [54]. La poilyee a ainsi été déposee sur différents
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substrats en utilisant une UME pour changer locatémle pH, ce qui amorce
I'électropolymérisation spécifiguement dans la zgiheée au voisinage de I'UME [158]

Shohat et Mandler ont utilisé une augmentationléoda pH pour déposer irréversiblement
Ni(OH), [159]. Le méthylviologéne est réduit a une UMEndercure. En présence de proton,
il se régénere a la surface du substrat en plainoeeluisant ainsi une déprotonation locale.

La sonde du SECM peut étre utilisée de différefagons pour acheminer localement des
ions métalliques qui seront réduits au niveau csat apres diffusion dans la solution. Par
exemple, on dissout une UME d’or en présence djyemtacomplexant, puis on dépose des
nanoparticules d’or sur un substrat conducteuremni-€onducteur par réduction [160, 161].
Les agents complexants libérés bloguent la régtogérélectrochimique et deviennent le
facteur limitant de la réaction globale.

Schindler et al. ont formé des nanoclusters indiwisl a partir de cobalt par déposition
galvanique de cobalt avec une pointe d'Au montéeusUlECSTM (pour « electrochemical
scanning tunneling microscopy ») [162-165]. Lassicobalt sont générés a la pointe par une
impulsion anodique courte puis déposés sur un étlbarconducteur polarisé a un potentiel
proche mais pas inférieur au potentiel NernstienG#" dans la solution. Une faible
augmentation locale de la concentration dé"@agendre le déclenchement de la déposition
galvanique locale du cobalt. Des microstructuresatmlt plus grandes ont été obtenues par
dissolution d'une UME de Cobalt [166].

Des interfaces liquides-liquides au niveau de lmtpode micropipettes sont utilisées pour
contrbler le potentiel de transfert d'ions métalkg et produire des structures métalliques
hybrides [167, 168]. Sauter et Wittstock ont dépasdalytiquement du fer a partir
d’hexacyanoferrate par dissolution d’'UME de Co etNl et précipitation avec [Fe(C§Y,

électrochimiquement généré a la surface du suljdsas 170].
1.5.2. Couplage de réactions homogénes et hétérogenes

La résolution latérale du SECM est limitée par tasion de la couche de diffusion, aussi
bien pour la modification locale de surfaces querpmager des processus électrochimiques.
Plusieurs protocoles expérimentaux limitent I'egten de la couche de diffusion en mettant
en jeu des réactions homogenes dans l'espace commpiie I'électrode et le substrat ;

I'objectif est de limiter la durée de vie (et ddadiffusion) de I'espéce générée a l'interface.
Pour cela, la réaction homogéene doit étre suffisantmapide et les réactifs de la réaction

homogene ne doivent pas interagir avec la réaélectrochimique a 'UME.
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Wittstock et Schuhmann ont utilisé I'enzyme cawlpsur la décomposition catalytique de
H,O, et raccourcir ainsi la durée de vie duChiformé a la surface de I'échantillon lors de
limmobilisation de la glucose oxydase [171]. Cesvaux permettent d’améliorer la
résolution et la qualité d'image, et égalementideedner certains produits dans des processus
interfaciaux complexes (par exemple, réactionsaision).

Heinze etal. ont développé le concept de "lentille chimiquelpdes expériences en mode
régénération [155]. Un réactif, ajouté a la soluti@agit en solution avec le composé produit
a I'UME, limitant ainsi I'extension de la couchediffusion autour de 'UME. La taille de la

zone modifiée du substrat devient alors indépemdaatia cinétique de la réaction au substrat.

ﬁmﬂy' b HO NOy+ 2H" + 28
P [AgNHs)I*
od i [AgiNHsL" +2 H — Ag™+ ZNH,"

e ‘\\‘ JH' = 'EJ([AQ[NH:&}?F

m D . T-Ag + 2NH,"

)

)

Z [ Ag'+ e — Ag
[AGINH,J]" 7 Ag + 2 PH,
b)

Figure 12 : Concept de "lentille chimique" en moégénération : a) schéma réactionnel a 'UME ;
b) déposition d’'une ligne d’Ag de 1 um de large wuisubstrat d’oméf. 172

Des réactions homogenes appropriées ont été d@éssppour limiter spatialement des
dépbts de métaux [157, 172, 173], ou de polymer@g][ et réaliser des gravures [174].

Un exemple de dép6t local d'Ag est représentéastiglire 12. La solution contient I'espece
NO, et le complexe [Ag(NK),]". Le substrat est maintenu a un potentiel tel éuagH,O)e]”

soit réductible, mais pas [Ag(NH] "

L'oxydation électrochimique du nitrite & 'UME meére la libération d’'ions Het a la
dissolution du complexe aminé (figure 12a). L'age® dépose sur le substrat par réduction
des ions A (figure 12b). Quand la solution contient un exdeNH, ce dernier réagit avec

les H' libérés, ce qui limite la variation du pH au vosge immédiat de I'électrode.
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Lorsque la réaction homogene est rapide, la mea#ihin de I'argent a lieu sur une zone
réduite, 1a ou le flux de Hpartant de 'UME et le flux de NHle la solution vers I'UME sont
comparables. Dans cette zone, Agt I'espéce dominante de I'argent, tandis queity),]”
domine a l'extérieur de cette région. Le dépotg#at ne peut avoir lieu que sur la surface du
substrat comprise dans la zone de réaction. Lef fiootné a la surface du substrat peut étre

plus petit que la taille de 'TUME.
1.5.3. Mode direct

Dans le mode direct, une différence de potentiebppliquée entre un substrat conducteur et
TUME qui opere en tant que contre électrode [I3)ntrairement au mode régénération, les
réactions a I'UME et au substrat ne font pas foergnmtervenir le méme couple redox en
réduction et oxydationLa distance UME/substrat est un parameétre primbiiaontrdler
dans cette configuration puisque la résolution mesifs est fixée par les lignes de champ
focalisées entre 'UME et le substrat. La réacg@ctrochimique est alors focalisée sur un
domaine micro- voire nanométrique. D’ou l'importancde minimiser la distance
UME/substrat et de choisir une UME de petite dinmmssi I'on souhaite créer des
microstructures avec la meilleure résolution pdssiba durée de la réaction est également un
parameétre a contrdler pour obtenir une bonne résalet éviter I'expansion latérale de la
modification.

La principale difficulté dans ce mode est de positer 'UME a une distance la plus faible
possible du substrat conducteur. Une premiéreisalaiéveloppée par Bard &t [134, 175]

est de déposer un film fin ionique et conductewafidh®) sur le substrat. Lorsque I'électrode
pénetre dans le film, un courant passe entre ti@de et le substrat. Ce courant sert, d’'une
part, a contréler la distance électrode-substradeiutre part a réduire des ions d'argent
présents a la surface de 'UME. Pendant la traiosldtorizontale, une ligne d'Ag est formée
et incorporée dans le film de NaffonUne méthode similaire [175] a été utilisée pour
déposer des particules d’argent sur du Mica en lagapt le Nafiofi par une atmosphére
humide (un film d’eau d’environ 10 & 15 A d’épaisge

Le confinement de la réaction peut aussi étreg@glar une série d'impulsions appliquées au
substrat en association avec une électropolyminmskit76].

Le dépbt de polymeres conducteurs par électropaigat®dn anodique nécessite des
réactions homogéenes contrdlées jusqu'a ce queitgsneres insolubles se déposent sur la

surface du conducteur. En travaillant en mode pioieetrique, I'espace entre 'TUME et le
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substrat s’épuise en monomeres et la polymérisatiend fin. Schuhmann et al. utilisent des
séquences d'impulsion appropriées pour laisseerfgds au monomere de rediffuser vers
I'espace entre 'UME et le substrat aprés une mrearimpulsion d’oxydation [50, 176]. Des
structures tridimensionnelles de polymeres soninéas en balayant verticalement 'UME
durant I'électropolymérisation. [177]. L'utilisatiode monomeres fonctionnalisés ouvre des
perspectives pour des applications dans les dosainigiques [49].

En appliguant le méme concept, I'équipe de W. Satarn a déposé des lignes de poly-N-
(m-amino-alkyl)pyrrole. Le processus d’électropolymsation et la croissance du film sont
limités par la faible conductivité du film de polypole fonctionnalisé. Une enzyme modifiée,
la glucose oxydase, a ensuite été greffée de neaci@ralente a ces motifs. Aprés cette
fonctionnalisation, le microscope électrochimiquété utilisé pour contréler la présence des
motifs en étudiant I'activité enzymatique.

El Giar a formé des aiguilles de Cu de 2 mm de leng5 um de diamétre par déposition
galvanique de Cu sur un substrat de Cu par modectda partir d’une solution d’'ions
cuivriques (figure 13) [178].

a)

(-

Figure 13 : Formation d’aiguilles de Cu par mode direct. aj¥idation d'I'eau & 'UME engendre la
réduction des ions cuivriques sur le substratimiages des aiguilles forméeéf. 178
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Un autre mécanisme de confinement de la diffusietéadéveloppé pour la désorption locale
de monocouches auto-assemblées (SAM) de thiolsI8IR L'UME est placée au-dessus du
substrat d’or couvert de SAM a une distance delt®de son rayon. On applique une tension
alternative (2-10 kHzt1 V) entre le substrat et 'UME. Des alcanes tihésl&e résorbent a un

potentiel négatif pour étre décomposés par oxydatiox potentiels positifs [182].

Finalement, un autre principe de modification erdendirect du SECM a été développé par
notre équipe pour déposer localement et analysercdeches organiques minces passivées
sur une surface d'or. Le dépo6t est assuré parr@édeeffage local de chaines organiques
obtenues par la réduction a la surface d'un sell@ddonium [183]. Bien que les sels de
diazonium soient les générateurs de "radicauxplies souvent utilisés pour I'électrogreffage
des surfaces, les sels d’'iodonium ont I'avantagkndieer le greffage spontané. La résolution
du processus de greffage a été contrblée par fgelggnérée.

Une méthode alternative permettant de greffer @naht par SECM des sels de diazonium a
ete développée par Bélanger [184]. La procédurbaste sur la générationsitu du sel de
diazonium au voisinage d’'une surface d’or a patérl’amine obtenue par réduction a la
microélectrode du composé nitré correspondant.

Citons enfin les travaux de Charlier et al [185], gun combinant la SECM avec I'AFM, ont
réalisé I'électrogreffage localisé de l'acide pagdique sur de I'or en présence d’'un sel

d’aryldiazonium avec une résolution submicromégiqu

[.6. La SECM : un bon outil de micro-fabrication de surfaces ?

Comme dans toute technique de microscopie a soadée| la vitesse de microfabrication est
limitée par le mouvement de la sonde le long dissabet par la cinétique de la réaction au
substrat. Lorsque cette cinétique est rapide (6tntrdiffusionnel au substrat), la
microélectrode peut se déplacer (écrire) a dessete de I'ordre de quelques centaines de
micrometres par seconde. Toutefois, les vitessdsadsformation de surfaces sont souvent
lentes et limitent la vitesse d’écriture a quelgoesrometres par seconde, ce qui est trés lent.
Actuellement, les modes utilisés en SECM (direatégénération) ne peuvent rivaliser avec
les méthodes conventionnelles a production magslies que la photolithographie. Certains
développements du microscope électrochimique, copamexemple la configuration multi-
sondes [186] ou bande [187] (pouvant servir comm@pbn) tentent d’améliorer ses

capacités en terme de vitesse de modification dacas.
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La résolution des motifs obtenus par SECM dépendadiille et de la géométrie de la
microélectrode et de la distance a laquelle estplda sonde au-dessus du substrat. En mode
direct, la résolution est fonction principalemeatld distribution du champ électrique, ce qui
impose que la sonde soit tres proche de la sudacibstrat. Quelques études portent sur le
développement et la caractérisation des nanoétkadroutilisables en SECM [185].
Cependant, cette voie est délicate, vue la conplebd la fabrication et de la manipulation de
ce type d’électrodes.

Le principal avantage de la SECM en tant qu’odgilmicro-modification de surfaces est sa
capacité a induire une vaste gamme de réactionmmigunes et électrochimiques sur des
matériaux trés variés. De plus, les conditions ewrpEntales relativement douces et la
stabilité des modifications générées font du SECM outil de choix par rapport a la
photolithographie et a 'impression par micro-cattdar ailleurs, en mode régénération, le
substrat n’est pas nécessairement conducteur,i &aggit nettement le champ d’applications
de la micro-fabrication par SECM.

L’'avantage majeur de la microscopie électrochimicest de permettre a la fois la
fonctionnalisation et I'imagerie des surfaces. Liaiaturisation des sondes devrait élargir son

champ d’applications.

L’idée initiale de ce travail est d'utiliser la miscopie électrochimiqgue comme outil de

fabrication de substrats biomimétiques permettaentcahtréler finement le positionnement et

'adhérence de cellules biologiques. Pour ce faireys nous sommes intéressés a la
modification de deux types de substrats: des palgmbydrogénés tels que le polystyréne,
matiere de base des boites de Pétri et matériachdi@ des biologistes et des matériaux
fluorés obtenus par immobilisation d’'une monocouaht-assemblée d'un silane perfluoré

sur des supports de verres.

Dans les deux paragraphes suivants, nous rappldensrincipales caractéristiques de ces
matériaux ainsi que les différentes méthodes denedification de surfaces décrites dans la
littérature.

Nous commencons par le polystyréne, le substiatikeutilisé et étudié durant ce travail.
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[I. Fonctionnalisation desurface du polystyrene paroxydation

[1.1. Présentation

Le polystyrene est un polymére thermoplastiquealieéa squelett@aliphatique sur leque
sont branchés des groupes phényles. Il est obt@npgabymérisation du moi styrene (figure
14). On distingue [pmcipalement trois types de polystyrenes : le pgghgne “cristal” (nor
cristallin mais portant ce nom a cause de sa teamspe), le polystyrene "choc" le

polystyrene expanse.

Dans cette étude, seul le polystyréne type « tristast utilisé.Son frincipal mode de
synthése est laolymérisatiorradicalaire qui conduit a un polymére atact amorphe.

polymeérisation

H\L }‘[ radicalaire I—|I :[|-I
e—c Ok
H H
styréne polystyréne

Figure 14: Structure chimique et schéma d’obtention du pgigsne

C'est un matériau trés facile a transformer, injection ou extrusiorpar exemple. Il se
caractérise par sa transparence, mais aus son coté frade et cassant aveun blanchiment
sur les zones de contraintes. Ses propriétés npeset thermiques peuvent étre modif
par I'ajout de plastifiants ou de butadiene (caouic) pour en faire le polystyrenchoc".
Outre son c6té cags#a le polystyréne souffre d'une faible résistaclkuenique et d'une faibl
résistance a la fissuration sous contrainte. Duersité voisine de, il est soluble dans
'acétone, les hydrocarbures chlorésaromatiques et il est rapidement attaqué ps
solvants organiques.

Le polystyrene est usuppor de choix pour une grande variété d’applicatidans les
secteurs de haute technologie comme la microélgqtre [188], les dispositifs "laboratoir
sur puce" (Lab-on-a-Chip)e$ membranes da culture cellulaire [189-95]. Ses propriétés
présentantin intérét particulier pour ces applications s@atlareté, sa rigidité, facilité de
fabrication a chaud, sa stabilité thermique, daléaiensité (1.03 a 1.05), sa transpatr, son

codt faibleet d'excellentes propriétés thermiques et éleasquour des fins'isolation [196].

-33-



Chapitre 1 Bibliographie : fonctionnalisation deface du polystyréne

En revanche, sa faible énergie de surface, sonopkidbicité et sa réactivité insuffisante
affectent fortement ses qualités fonctionnellesn Ae réduire ces inconvénients, c'est-a-dire
d’améliorer ses propriétés d'adhésion, diverseshadés sont utilisées pour modifier ou

fonctionnaliser la couche superficielle de ce paym

[I.2. Traitement par plasma

[1.2.1. Principe

Le terme de plasma a été pour la premiere foigduit en 1928 par le physicien américain
Irving Langmuir (1881-1957) pour désigner, dans tidses a décharge, certaines régions
équipotentielles contenant un gaz ionisé électritpré neutre [197]. Le plasma est un gaz
partiellement ou totalement ionisé composé d'éedy de particules ioniques chargées
positivement et négativement, d’especes neutresadieaux et de rayonnement ultraviolet
[en particulier le rayonnement VUV, qui correspaaaduine longueur d’ondé < 175 nm].
L’ensemble est électriguement neutre. En raisotedes propriétés uniques par rapport aux
fluides classiques, les plasmas sont un quatriéatedé la matiere apres le solide, le liquide
et le gaz.

L’énergie requise pour générer un plasma peut piowde différentes sources, les plus
utilisées sontles faisceaux d'électrons, les ondextromagnétiques et les décharges
électrigues. Un plasma est caractérisé par plusigarametres tels que son degré d'ionisation
(proportion des espéces ionisées par rapport albmototal des particules), I'énergie des
especes diverses qu'il contient, la pression, leicsoet le mode de génération ou la densité du
plasma (souvent exprimée en électrons p&).does plasmas sont généralement classés selon

leur degré d’ionisation et I'énergie thermique muye des électrons.
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I L

Figure 15.Principe du procédé plasma : (A) précurseur oucgoplasma; (B) réacteur plasma sous
vide; (C) électrodes; (D) substrat; (E) débitmetFg;systéme de pompage; (G) gaz; (H) Jauge de
pression; (I) systéme de réfrigération.

Pour les traitements et la modification de surfategpolymeres, les plasmas hors-équilibre,
communément appelés plasmas froids (voir figure ddt les plus utilisés [198]. Ce sont les
seuls que je mentionnerai. Leur degré d'ionisatiehfaible (entre I0et 10* et on opére
généralement sous pression atmosphérique ou sousleiprimaire. La source d'énergie est
généralement une décharge électrique établie elene électrodes par application d’'une
tension (continue, alternative ou pulsée).

A la pression atmosphérique, la décharge électrippgsede généralement une structure
filamentaire (filaments lumineux de quelques dizaide micromeétres de diamétre); le plasma
est donc spatialement inhomogéne tout en étant gianggime transitoire de courte durée
(quelques dizaines de nanosecondes). A la pressinosphérique et selon la configuration
des électrodes, les décharges électriques sogpdebduronne (lorsque I'électrode portée a la
haute tension a une structure incurvée) ou DBD (décharge a Barriére Diélectrique
(lorsgu’une ou les deux électrodes sont recouveltesdiélectrique). Les fréguences les plus
utilisées sont soit du type radiofréquence de 1B|b&, soit du type micro-onde de
2,45 GHz. Les électrons de forte énergie sont ci@dsde leur accélération par le champ
électriqgue au sein méme du milieu gazeux alorsdgms les procédes a faisceaux d’électrons,
ils sont injectés dans le milieu a partir d’'une reeuexterne. Ainsi, les électrons dans un
plasma froid ne sont pas en équilibre thermodynaenayec les ions et les especes neutres et
peuvent atteindre des énergies cinétiques éleveeslépassent rarement les 25 eV, leur
distribution en énergie étant généralement censude quelques eV. Ces énergies sont

suffisantes pour qu’ils entrent en collisions isélgues avec les atomes et les molécules de la
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phase gazeuse. La température moyenne des plasoids €st généralement a peine au
dessus de la température ambiante. Les chocs tigékes provoquent l'ionisation des
molécules de gaz. Le gaz passe alors d’'un étatlaisélectrique a un état de conducteur par
production d’especes libres chargées. L'appariti®@spéces ionisées et excitées initie un
grand nombre de phénomeénes réactionnels compléseisagion, dissociation, émission,

recombinaison, neutralisation, désexcitation, attatent, ...).
[1.2.2. Effets du traitement de surface par plasma

Le bombardement de la surface des polymeres pasj@xes énergétiques créées au sein du
plasma conduit a la coupure des chaines macromaiksiet a la formation de radicaux
libres. Les ions et les VUV, ayant une énergie delgques dizaines d’électronvolts, peuvent
casser les liaisons covalentes (C—C: 3,47eV; C4H6eV; C—N: 2,19eV...). Ces
radicaux réagissent ensuite avec les espéces aaativeplasma pour donner de nouveaux
groupements chimiques, qui dépendent de la natule phase gazeuse.
Les applications des procédés plasma sur les ssrfde polymeéres se sont développées
depuis la fin des années 1960, principalement pgpondre aux besoins de l'industrie de la
microélectronique pour:
* nettoyage de la surface, par le retrait des comi@mts organiques et des produits de
basse masse molaire (comme les additifs de surface)
« ablation ou attaque du polymére pour créer une fagosité de surface ;
» réticulation des couches de surface ;
* polymérisation ou greffage sur le substrat, quandmonomere (polymérisable ou
réactif) est introduit dans le réacteur ;

* modification de la composition chimique de la scefa

Dans la suite, nous nous sommes intéressés unigemia modification de surface par
plasma. Celle-ci s’accompagne généralement deatiaibl du polymere. La modification et
'ablation ont lieu en méme temps et leur impor@amelative dépend des conditions
expérimentales. On essaie généralement de mininfiglelation du polymére tout en
augmentant le taux de la fonctionnalisation deudase. Contrairement aux procédés qui
modifient en profondeur le polymeére, le plasma tagie que l'extréme surface; la
composition et la structure de seulement quelqoestes moléculaires de la surface sont
modifiées.
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Le traitement plasma est aujourd’hui la voie laspliilisée pour modifier chimiquement et
physiquement les surfaces de matériaux de polymé&tesr lindustrie, il s’agit d’'une
technologie rapide, reproductible, peu polluantgetse préte bien a la formation de motifs

(modification localisée).
11.2.3. Oxydation de la surface du polystyréne par plasma

Les traitements plasmas du polystyrene sont intengnt utilisés, essentiellement pour
améliorer ses propriétés d’adhésion ou fabriquermatériaux dédiés a la biologie cellulaire
[192, 193, 199-201]. Les modifications chimiques ldesurface qui en résultent ont été
examinées principalement par spectroscopie de pleatoons X (XPS), technique la plus
utilisée pour I'étude des modifications de surfadespolyméres [198], la spectroscopie de
masse des ions secondaires par temps de vol (TMB)S&t des mesures d’angle de contact.
Les analyses XPS et ToF-SIMS montrent que le treteé plasma du polystyrene se traduit
par lintroduction de fonctions oxygénées divergegrboxyles, carbonyles, hydroxyles...)
[193, 200, 202-208] et par une augmentation de dailhabilité de la surface. Les noyaux
aromatiques ont été identifiés comme des sitegif®§200, 204, 206, 207] par ouverture ou
par substitution.

L’XPS permet également d’analyser le profil denadification en fonction de la profondeur
en faisant varier l'angle entre la surface et fentde l'analyseur. Quand l'angle de
photoémission est de 0 °, la profondeur de I'édhanhage est maximale ; elle est, par
contre, minimale quand l'angle est de 90 °. Cefthriique montre que I'oxygénation d’'une
surface de polystyrene traitée par plasma est otméee sur les premieres couches
superficielles [198].

En outre, les analyses ToF-SIMS montrent que lestetnents plasma causent
majoritairement une rupture des chaines en fornded fragments de faibles masses
moléculaires (Mw). En raison de I'existence de fragments, les analyses MEB, AFM et
ellipsométrie (dans le cas d’'une couche fine de/gppléne déposée sur or) montrent une
dégradation de la surface avec augmentation degssité, modification de la topographie et
fragilisation des couches supérieures du polymére.

La mouillabilité diminue en fonction du temps ai, l@out de quelques jours, [198, 200, 201]
voire parfois quelques heures [209], la surfacevexsht presque aussi hydrophobe que celle
du polystyrene non traité. En effet, les fonctiaxygénées obtenues par traitement plasma

d’'une surface de polystyréne ne sont pas stablesldaemps. Certains auteurs proposent que
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cette courte durée de vie résulte du dép6t d'unehade contamination sur la surface de
haute énergie produite par le traitement plasm®][Zlependant, la contamination a été
exclue dans beaucoup d'études, qui ont attribaérgortement de vieillissement plutdt aux
phénomenes de réorganisation de la surface [21D-RE&git alors, soit d’une réorientation
de groupes fonctionnels, soit d’une diffusion desxramolécules fonctionnalisées. La surface
du polymere se réorganise selon I'environnemer@{221].

La reconstruction de la surface résulte de I'exiésergie libre associé a l'interface entre le
matériau massif et la couche modifiee en contat6,[219, 220]. Comme la mobilité des
chaines macromoléculaires augmente avec la terap&rdd réorganisation superficielle est
fortement accélérée avec le chauffage [211, 214, 218, 220]. Les fragments de faible
masse moléculaire (Mw) facilitent la réorganisatida la surface [204, 217, 222] et
expliquent le rétablissement de son caractére ppytze. En effet, pour un fort Mw, seule la
réorientation des groupements polaires a lieu,isagd’a faible Mw, on observe aussi la
diffusion de macromolécules a l'intérieur du polymf214, 216].

Les fragments de faible Mw peuvent étre éliminésdes solvants [216, 217]. En revanche,
du fait que les nouvelles fonctions oxygénées smmicentrées sur ces fragments, leur
élimination fait diminuer considérablement I'énergde la surface oxydée et donc sa
mouillabilité. Par exemple, I'angle de contact dusurface de polystyrene oxydée par un
plasma d’oxygene passe de 6.9 ° & 63.9 ° apresnpbesrincage au méthanol [216].

Plusieurs études ont porté sur la comparaison deomaposition chimique de la surface
oxydée en utilisant différents gaz de plasma, ssygu mélangés. Les plasma d’oxygene
permettent d’obtenir les effets les plus importatteux d’oxygénation, mouillabilité et
rugosité) [200, 204-207, 223]; (voir tableau 1).

Malgré ces limitations, les traitements de suri@degolystyréne par plasma sont couramment
utilisés. lls servent, par exemple, a faire adhét@rieurement un autre polymere. Ainsi, le
dépdt sur polystyréne traité d’un dérivé du polykenide rend la surface hydrophile, ce qui
permet de contrbler ensuite I'adhésion et la caviss de cellules biologiques en fonction de
la température : a 37°C, les cellules adhérens, puie baisse de température de 5°C modifie
la configuration de la chaine du polymere et rendurface hydrophobe. On assiste alors a un
détachement des cellules.

Les traitements plasma permettent aussi de fordlmer la surface du polymére par un
groupement chimique spécifiqgue. On utilise alorglasma d’'un gaz non inerte (dioxyde de
carbone, azote, ammoniac, etc.) pour greffer unggment chimique dérivé du gaz. Celui-ci

peut étre modifié ultérieurement pour obtenir foectionnalité désirée. Par exemple, pour
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rendre une surface de polystyréne plus hydrophbtlb@oas adhérente, le plasma est réalisé
en présence d’'un gaz fluoré (perfluorocarbones Chs ou hexafluorure de soufre, §F
Ceci permet dintroduire des fonctions fluorées frsurface du polymere [200, 220].
Buchmeiser eal. [193] ont utilisé un plasma d’azote pour former gneface de polystyréne
contenant des fonctions amines, puis modifié cesi@ées par a un glutaraldéhyde substitué
par plusieurs fonctions amines. lls obtiennent sgtreicture hyperbranchée de fonctions
amines a la surface du polystyréne capable d’'imlisebides composés biologiques (BSA et
trypsine).

Dans une autre étude [209] visant a fonctionnabpécifiquement la surface du polystyrene
pour des perspectives biologiques, une grande igfiatd groupements carboxyliques peut
étre introduite sur une surface de polystyréne ggaun traitement plasma. La méthode
consiste a immobiliser un copolymeére de poly (mietityyl ether/anhydride maléique) sur la
surface du polystyrene par une réaction covalerdaite par plasma. Ce traitement est suivi
par une hydrolyse de la fonction anhydride maléiguoair produire des groupements
carboxyles. Il permet d’augmenter la mouillabilité la surface, mais il ne tient pas plus que
24 h.

Contrairement a la plupart des travaux cités csdgsmettant en ceuvre une décharge
électrigue comme source de plasma, une étude eesantle polystyrene [200] montre que
I'utilisation d’un faisceau d’électrons comme saute plasma permet de réduire I'ablation
du polymeére. La surface du polystyrene ainsi olg#east aussi bien oxydée qu’avec un
plasma a décharge électrique. La topographie etdasité de la surface sont, par contre,
beaucoup moins altérées. Ce résultat devient tsessant lorsqu’il s'agit de films de
polyméres trés légers et/ou tres fins et quanatonerche une résolution nanométrique.

En utilisant un masque de résine photorésistameyent créer par plasma d’oxygene des
motifs hydrophiles sur la surface hydrophobe dwstgtene [224]. Un traitement ultérieur
par du pluronic (copolymere anti-adhésif type ptily&ne glycol) et de la fibronectine
(macromolécule permettant l'adhésion de cellulash@ matrice extracellulaire) permet de
discriminer des molécules adhésives et antiadh&gjue s’adsorbent respectivement sur la
surface traitée et non traitée. Cette stratégie &ealiriger spécifiguement la croissance de
cellules nerveuses [225].

Mauzeroll etal. [201] ont utilisé un canal de microfluidique sur support de polystyréne
préalablement traité par un plasma d’oxygéene ptigner des cellules biologiques suivant

des lignes paralléles.
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Notons enfin que, pour améliorer la qualité et dproductibilité des traitements plasma,
divers parameétres doivent étre controlés, commprdasion, la vitesse du flux de gaz, la
composition du mélange, la densité du plasma, ngpéeature de surface du matériau, le
potentiel électrique de la piéce....En dépit de In@mses applications du traitement plasma
aux surfaces de polymeres, le mécanisme du traiermest pas completement élucidé, en

raison principalement de la complexité inhérentglasma.

[1.3. Photo-oxydation

Les réactions chimiques induites pendant la photaliation des surfaces de polymeéres ont
éte décrites dans plusieurs revues [190, 226-23]re¢ largement appliquées [189, 233-242].
Elles générent des radicaux qui coupent la chagngotiymeére et sont a I'origine de nouvelles
liaisons et fonctionnalités. La photo-oxydation ldesurface de polystyréne s’accompagne
majoritairement d’une dégradation (ablation) [2340] de la chaine de polymeére, et aussi de
la formation d’une structure réticulée [233, 2389

Aprés une irradiation UV, les analyses de surfadespolystyréne donnent des résultats
gualitativement similaires a ceux obtenus par @maént plasma: des modifications de
propriétés chimiques, physiques et biologiques alesurface (oxydation, mouillabilité et
biocompatibilite) [189, 195, 236, 238, 243, 244jondne pour un traitement plasma, le
processus de photooxydation touche essentiellele®obuches superficielles du polystyréne.
Ceci est attribué a l'atténuation de la lumiere &\a la diffusion limitée d'oxygene dans les
couches profondes [234].

Cependant, le taux d’oxydation d’'une surface deygigiene traitée aux UV est moins
important que celui obtenu par plasma [234]. Eni@drer, des analyses XPS et Infra Rouge
montrent que les surfaces traitées aux UV contienneins de fonctions carbonyles et
carboxyles que celles traitées par plasma. Pargam traitement UV en présence d’'ozone
[245] permet d’obtenir un taux d’oxygénation trésvé de la surface=(27%).

Récemment, des chercheurs [195] ont utilisé siméttent les processus d’oxydation,
ablation, et réticulation pour réaliser a l'aideugk irradiation UV a travers un masque de
cuivre des microstructures de polystyrene en fodeguits. La chimie et la topographie de
ces structures ont permis d'immobiliser des cedllli®logiques.

Toujours dans l'objectif de créer des surfacesctirges, utiliser un laser UV [236, 237, 241-
248] permet de focaliser I'irradiation sans aveicaurs a un masque. Comparée a une simple

exposition UV, une courte (nanoseconde) irradmteser de haute énergie engendre une
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densité de radicaux significativement plus imaoie. La réaction prépondérante est alors la
combinaison des radicaux et non leur réaction 8orggene [246].

Les lasers permettent de modifier avec précisios zienes micrométriques de formes
complexes L'irradiation laser UV peut changer la structuréomeétrique de la surface et
amorcer des reéactions chimiques qui causent la dtom de nouveaux groupements
fonctionnels polaires dans la couche superficelienatériau.

L'irradiation laser permet de modifier et de grawkrs surfaces de polystyréne pour des
applications dans le domaine des cultures celkdaidans des systemes micro-fluidiques [236,
241-244]. Les effets de différents parametres digetnents laser (nature du laser, longueur
d’'onde, temps et nombre d’impulsions...) ont été iéud236, 243, 247]. lls montrent que
I'oxydation de la surface reste tres faible pampmpa celle obtenue avec une irradiation de
méme dosepar une lampe UV [244]. Dans certains cas, utefreént & plusieurs pulses laser
fait diminuer I'énergie de surface du polystyreaegmentation de I'angle de contact d’une
goutte d’eau) [244, 248]. En fait, le processugplles important engendré par un traitement
laser UV sur polystyrene est l'ablation de la chaile polymere. Il s’accompagne d’'une
importante modification de la rugosité [246]. Larsgcelle-ci devient réguliere avec des
poches d’air insérées dans la structure [248],uldase devient plus hydrophobe que le
polymére non traité.

Une amélioration des propriétés d’adhésion réssdievent de I'incorporation de nouvelles
fonctions oxygénées qui modifie la polarité et lauiabilité de la surface. Toutefois, en plus
de la chimie, la topographie (ou la rugosité) desilaface peut également influencer
I'adhésion des cellules et leurs configurationsmma@&vec une faible énergie de surface [248].
Ainsi, une surface micro structurée par un traitetiaser UV permet, selon I'épaisseur des
microgravures et leur espacement, de faire adta®er cellules biologiques, contrbler et
diriger leur croissance selon un axe défini [2413]2

Comme pour le traitement plasma, les phénomenessiquohimiques associés aux
modifications induites par laser ne sont pas esti@nt compris et restent un sujet d'études
intensives [241, 243, 244, 246].

[1.4. Autres traitements d’'irradiation

La surface de polystyrene peut également étre medifar des faisceaux d’électrons [249-
253] ou de rayonnements gamma [252-255]. Les mswees d’'oxydation par ces deux

! Dose d'irradiation = quantité d’énergie absorbéela surface par quantité de matiére
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techniques sont similaires [249, 250]. Les modifamas engendrées dépendent de la dose
absorbée et peuvent s’étendre sur des épaisseausdup plus élevées que celles produites
par irradiations plasma et UV. Elles peuvent atten dans certaines conditions, quelques
microns [250]. A faibles doses, ces rayonnementmgient de stériliser les surfaces de
polystyrene [249, 253].

[I.5. Impression

Les techniques d’'impression par micro contact ayenale tampons ou de jets d'encre sont
essentiellement appliquées pour greffer des morabesuauto-assemblées ou faire adhérer
des protéines sur des surfaces.

Si l'utilisation de tampons de polydimethylsiloxafRfDMS) est couramment appliquée sur
des substrats d’or [256] ou de verre [257-259ethnique est plus délicate sur des matériaux
plastiques (comme le polystyrene). En effet, bige I'impression de protéines via un
tampon de PDMS sur une surface de polystyréngssiedemment rapportée [260], d’autres
équipes ont décrit plusieurs difficultés [261] oom pas réussi a I'appliquer d’'une fagon
satisfaisante [258]. En effet, le transfert de @ras du tampon de PDMS vers la surface du
substrat dépend d’'un certain nombre de parameitBss P59] : les propriétés de mouillabilité
du tampon et du substrat, la composition de latieold’ impression, la pression appliquée, le
temps de contact. Dans le cas de certaines géemétimplexes du tampon, des flexions et
d'autres déformations possibles du tampon élastorse@nt, de plus, a prendre en compte
[261].

En outre, ces techniques présentent quelques tiomga (1) la fabrication du tampon doit étre
réalisée en salle blanche, (2) la technique diéerih’est pas flexible et (3) elle ne permet pas
d’évaluer localement et quantitativement la modifien de la surface.

Récemment, la technique d’impression par jet dende copolymeres qui favorisent
'adhésion de cellules biologiques (acides lactigete glycolique) sur une surface de
polystyrene a permis d'immobiliser des cellules cbms [194]. La surface localement
modifiée comporte alors des zones plus favorablegrimées) ou moins favorables
(polystyrene nu) a l'adhésion de cellules souchdpeaises humaines. Bien que cette
technique offre une grande flexibilité d’écriturans avoir recours ni a un masque ni a un
tampon, elle exige un équipement approprié etdaluéion spatiale est relativement limitée
(approximativement 30 pum) [262].

-42 -



Chapitre 1 Bibliographie : fonctionnalisation deface du polystyréne

II.6. Traitement chimique par O° solvaté

Il est bien connu que les especes oxygénées commaical hydroxyle (OH, le radical
peroxyde (OOH), I'anion superoxyde (©) et le radical anion de I'atome d’oxygene (D
ont une forte réactivité chimique. Ces especes swajbritairement impliquées lors des
traitements par irradiation, elles sont produit@s Ide I'ionisation de la phase gazeuse (en
particulier O").

Récemment, une nouvelle approche de synthese glgte (O) par voie chimique [263-
265] a été développée pour oxyder une surface bystpene [266]. La méthode consiste a

générer un flux de O par émission anionique lors du stockage def8a0e4*",4 O~. Ce
minéral est synthétisé par réaction chimique ens@hsolide de CaCQet y-Al,O3 sous
atmosphere anhydre d’oxygene. Des radicaux anidnss@vatés sont ensuite obtenus par
barbotage du flux gazeux dans une solution d’eauirtalisée.

Le traitement de la surface du polystyrene par $dlvaté engendre une augmentation de la
rugosité, mouillabilité et énergie de la surfacasaiqu’'une altération de la composition
chimique de celle-ci. Le taux d’oxygéne total sansurface du polystyrene, estimé par XPS,
passe de ~ 5 (avant traitement) a 13% (apres ilenrent d’oxydation de 48 heures).

II.7. Traitements électrochimiques

Etant donné que le traitement de surface du paBmséyprocéde par oxydation, la génération
électrochimique en solution d'une espéce fortemexydante permet de modifier les
propriétés physicochimiques de la surface.

Plusieurs auteurs ont comparé l'oxydation des ptedarganiques par différents sels
métalliques de cobalt (II), manganése (Ill), céri(), thallium (Ill) et argent (ll). lls ont
montré que Ag(ll) en milieu acide est le meilledydant, a la fois puissant et spécifique pour
dégrader les composés organiques [267-271].

En 1997, Brewiset al ont proposé une méthode de prétraitement de @obgnpar voie
électrochimique [272]. Elle consiste & générerdmplexe AgNQ" par oxydation du nitrate
d’argent en milieu acide nitrique dilué dans unkute classique a deux compartiments dans
laguelle est plongée une plaque de polymere. Celexa oxyde partiellement la surface du
polymeére. Il en résulte une amélioration des peips d’adhésion de divers polyméres
(polypropylene, polyfluorure de vinyle, polychloeude vinyle, élastomere styrene butadiéne,

élastomeére thermoplastique).
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Lorsque le méme traitement est réalisé sur polyegyr des analyses ToF-SIMS et XPS
montrent que l'attaque de ce polymeére a lieu abigsi au niveau de la chaine principale -
avec introduction de groupements hydroxyles, caflesnet carboxyles-, qu'au niveau du
noyau benzénique - avec introduction de phénolvehtuellement de quinones- [273] (cf
mécanisme réactionnel, schéma 1). Des résultatiases sont obtenus par électrolyse d’'une
solution d’acide nitrique en absence d’argent erigod I'anode a un potentiel supérieur. Le
taux maximal d’oxygéne introduit sur une surfacepdlystyrene oxydée, estimé par XPS, est
de I'ordre de 10 % en présence d’argent. Il ne sppas 5.5 % en I'absence d’argent, méme

apres des temps de réaction tres longs.
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Schéma 1 Mécanisme d’oxydation des arenes par Ag(tBf [273])

Fleischmann et al. [269] ont étudié la cinétique abwple Ag(l)/Ag(l) en milieu acide
nitrique 3 M. Ils ont montré que pour une conceitrade Ag(l) de 13 M, Ag(ll) se forme
sur électrode de platine selon une réaction ragiidéversible avec une constante de transfert
de charge de 1.5xf0cm s'. La cinétique dépend de I'état de la surface diedtrode qui

varie au cours du temps. En effet, a potentiel&lemne phase solide se forme a la surface de
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I'électrode (oxyde d’argent (I1)). Ce processud agr la cinétique de formation d’Ag(ll), les
réactions deviennent plus lentes quand la coucloxydé devient plus épaisse. En
chronoampérométrie, ce phénomene se caractérisenpaaugmentation brutale du courant
d’oxydation de I'eau et par conséquent, la proaunctie I'argent (II) est moins efficace.
L’argent (ll) s’obtient a partir de 1.91 V/NHE. @etentiel est supérieur a celui d’oxydation
de I'eau (E° = 1.23 V/INHE a pH 0) [270], Ag(ll) edbnc instable en milieu aqueux. Il oxyde
I'eau selon un mécanisme décrit paré®@l [274], qui ont montré qu’en milieu acide nitrique
2-6 M, la réaction est du second ordre pour une@umation d’Ag (Il) > 1d M avec une
constante de 1.78 #4™.
Ainsi, en travaillant dans une cellule compartindéentAd” se forme a I'anode:
Ag+ N Agz+ + 6

AAF +2H0 — 4Ad +4H +0O,

Dans le compartiment cathodique, I'acide nitrigaeéduit en acide nitreux selon :
HNOz+ 2 H + 26 — HNO, + H,0

L’acide nitreux produit a la cathode peut migrersvie compartiment anodique a travers le
séparateur et réduire I'argent (ll) produit a I'deo Cette réaction diminue l'efficacité de la
production d’Ag(ll) [270].

2 AF" + HNO, + HO — HNO; +2 Ag + 2 H'

[1.8. Comparaison des traitements de surface de polystyme

Pour comparer les différents traitements oxydapblgstyréne, nous avons extrait a partir de
différentes sources de la littérature les résulti@tsmodifications induites par ces différents
traitements (cf Tableau 1). L'oxydation de la so&adu polystyrene correspond a
l'introduction de groupements oxygéneés. Elle esertellement caractérisée par I'évaluation,
par XPS, de la concentration atomique de I'oxygehaussi par le contraste de mouillabilité
entre le polymere initialement hydrophobe et cehaidifié plus hydrophile. A une surface
mieux oxydée correspondent donc une concentrationoxygene et un contraste de
mouillabilité plus élevés. La mouillabilité des faaes a été estimée par I'angle de contact
d’'une goutte d’eau déposée sur les differentescesftraitées. Cette mesure est délicate car
elle nécessite le contréle de divers parametrasnipasquels on peut citer la méthode de
mesure de l'angle (angle avancant, reculant...),vilennement (température, humidité,
pression en CQ..) et I'épaisseur du film lorsqu’il s’agit d’'un fil fin déposé sur un support

[275]. C’est pourquoi la compilation des mesuresrsodes valeurs dispersees, en particulier
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pour le polymére avant traitement (témoin). Citl@sstravaux de Wu [276] qui donne pour le
polystyréne massif et pour des températures coegoestre 20 et 70°C des angles de contact
deba = 91° etbr = 84° Pa etdr étant les angles avancant et reculant, respecting. Nous
constatons dans le Tableau 1 un manque de donoéesrpant les traitements en solution,
notamment le traitement électrochimique.

La comparaison des résultats obtenus pour un m@oeede traitement montre I'importance
des conditions opératoires sur la modificationalsurface et ce des points de vue qualitatif et
guantitatif. L'oxydation de la surface est la plusportante quand on utilise une source
d’irradiation plus énergétique en présence d’'un@magéneé.

Par ailleurs, la majorité des mesures présentées Ips traitements par irradiation ont été
réalisées sans ringage de la surface avant an@yseomme le montre le Tableau 1, ce
parameétre a une grande influence. Il est donccdéfide comparer les traitements en phase
gaz (en général pas de ringcage) et en solutiogdréral rincage).

Ce tableau indique gu’aprés rincage des surfacét®ds, la concentration en oxygene ne
dépasse pas 15% pour I'ensemble des traitementdaotsy du polystyrene, sauf pour le
traitement UV/ozone pour lequel la valeur est metiet supérieure (27%). La mouillabilité
des surfaces traitées apres ringage reste relaeiaible pour tous les modes de traitement,
en particulier pour le traitement laser (pas d'infations pour le traitement électrochimique).
Ceci montre que (1) la plupart des traitements artglentrainent une importante dégradation
du polymere avec une augmentation de la rugositéa drirface et (2) on ne peut pas se
limiter & une simple mesure d’angle de contact poir une réelle estimation d’'un état
d’oxydation d’'une surface.

Compte tenu du temps de traitement nécessaire taidud’oxygénation obtenu, le traitement
électrochimique par Ag(ll) est d’'une efficacité quenable au traitement plasma en présence
d’'oxygéne. Ces deux traitements sont les plus esgamts pour oxyder la surface de

polystyréne.
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Traitement de Conditions opératoires Concentrr\:ttior Mouillabilité |
surface gaz So'urce et Temps | en oxygene ©) Références
Puissance (s) (%)
Témoin 0-5 80-95 [193, 2Q0
201, 216,
224, 234,
248, 276]
Plasma Ar/O, F.E. 60 15.8* 24* [200]
Ar/N, F.E. 60 13.1* 42* [200]
Ar/SFs F.E. 60 5.1* 103* [200]
Ar D.E/r.f50 W | 300-1800 45-37* [248]
O, D.E/ r.f 52.8** [224]
0.5-100 W 240 17.6-28.3* | <10-14* | [201]
100 W 300 19.4* [193]
20W 120-720 30-28* [248]
10WwW 60 19.3*/14.4**| 6.9*/63.9** | [216]
N, |D.E/r.fl100W 300 18.3* - [193]
Lampe UV air 0.9 mW/cm 240 17-18* 45* [234, 244]
40 mW/cnf | 60-1200|  5-35* [195]
O3 90 35*/27** 60 [245]
Laser UV 190 mJ/crh 69-96* [248]
0.6 mJ/crf 12* 95+ [244]
F.E 50-600 (kGy) - 60-35 [250]
o 48h 13** 79** [266]
(Ag/HNO3) 5-60 10** [277]
(HNO3) Trés long 5.5%* [277]

Tableaul : Comparaison des différents traitements de sudaqgaolystyréne

* : surface fraichement oxydée et sans contactgitsaavec une quelconque solution.

**:aprés un ringage (méthanol, éthanol...)
F.E : Faisceau d’électrons
D.E : Décharge électrique

r.f: radio fréequence
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[1l.  Fonctionnalisation de surface de monocouches autesemblées

fluorées par réduction

[11.1. Présentation

Les monocouches auto-assemblées (SAMs) sont aslidéns diverses d'applications, comme
la microfluidique [278], la nanolubrification [27280], la prévention contre la corrosion
[281] et les capteurs moléculaires [282]. Les SAfMsrées sont principalement utilisées
comme couches anti-adhésives lors des procédéshdgraphie par nanoimpression [283].
Greffée a la surface du moule, une monocouchedtipermet de réduire I'énergie de surface
de ce dernier, ce qui facilite I'étape de la sépamade la résine.

Etant donné que le fluor est I'élément le plus éte@gatif de la classification périodique
(électronégativité de 3.98 sur I'échelle de Paul2fyl]), la chimie des composés fluorés
differe considérablement de celle des autres coésplaalogénés. La liaison fluor carbone est
la liaison la plus forte impliquant 'atome de canle (466 kJ/mol) [285], ce qui explique que
le fluor soit un moins bon groupe partant que lases halogenes dans beaucoup de réactions
organiques. La liaison C-F est donc extrémemebtestdans les couches organiques fluorées,
qui sont bien connues pour leurs propriétés pdi¢ias : forte inertie chimique, stabilité
thermique, forte hydrophobie, faible solvatatiorr p@s solvants usuels, faible constante
diélectrique et biocompatibilité. Ces performanfied des surfaces fluorées des supports de
choix pour la fabrication de microsystemes tels de dispositifs microfluidiques [286, 287],
des surfaces superhydrophobes [288] ou des surdan@sro-motifs pour la manipulation et
la croissance de cellules [289-291].

Au laboratoire, de nombreuses études ont été menéetes supports fluorés, en particulier le
polytétrafluoroéthylene (PTFE), Tefl@n[292, 293]. Le PTFE est le polymere fluoré lesplu
utilisé industriellement grace a ses propriétédiqdieres. En effet, il offre une grande
stabilité a haute température (jusqu’a 250°C) etptepriétés anti-adhésives, diélectriques et
mécaniques intéressantes. Il est utilisable erogielcar il est biocompatible et n’est pas
cytotoxique. Cependant, sa grande inertie chimfgueu’il est difficile de 'assembler ou de

le coller avec d’autres matériaux. De ce fait, @éste peu utilisé dans les applications
biologiques telles les biopuces.

Comparées au PTFE, les SAMs de molécules organigedtuorées greffées sur, par
exemple, de l'or, du verre ou du silicium, ont Baage d’étre bien organisées et de présenter

un meilleur état de surface. Sur des supportspeansats tel que le verre, elles offrent de plus
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la possibilité d’étre combinées a des techniquéisjogs. Le verre est en effet un matériau de
choix pour les applications biologiques du faitsdebiocompatibilité et de sa transparence
optique.

Les silanes perfluorés permettent de former fagl@ndes couches chimiquement inertes,
hydrophobes et lipophobes. Ces couches fluoréesaidat étre de bons candidats comme
supports de motifs de mouillabilité contrélée, aditon de savoir les modifier localement.
Cependant, a cause de la forte liaison C-F, la fication localisée de surfaces de SAMs
perfluorées est délicate. La faible énergie deasearidéfavorise I'adhésion d’autres couches,
ce qui rend difficile l'utilisation de films photésistants. De plus, la réduction de chaines
fluorées courtes est plus difficile que celle démiges polymériques. Ceci est di au
phénomene de dislocation de charges qui est phasdble sur une chaine plus longue.

Malgré la difficulté de la réduction des SAMs peditées, quelques procédures de traitement
de ces surfaces, pour augmenter leur énergie daceuet les rendre adhérentes et
mouillables, ont été décrites dans la littérativeus exposons ici celles qui sont en rapport
avec notre travail ainsi que les plus communéméhisaes. Nous décrivons également des
meéthodes reportées dans la littérature dans lelwddTFE et qui pourraient s’appliquer aux
couches perfluorées. Dans tous les cas, ces nesthailisent des procédés fortement

énergeétiques.

[11.2. Electrons solvatés

La modification de surfaces fluorées par des @estisolvatés a été décrite depuis la fin des
années 50 dans un travail breveté par Purvis ek R&@4]. C'est le traitement le plus
puissant, efficace, et économique des traitenuegsurfaces fluorées.

La méthode consiste a introduire des métaux akalomme le lithium, le sodium ou le
potassium dans une solution d’'ammoniac liquidemétal se dissout alors sous forme d’un
cation associé a un électron solvaté. La solutmtemment réductrice obtenue est d’'usage
courant en chimie et électrochimie organiques [285-298].

L'efficacité de ce traitement est due au potendiielctrochimique trés élevé des électrons
solvatés en présence de métaux alcalins (si M=&j,K\ Bynns~ -3 VIECS [299, 300]).

Quel que soit le métal, les solutions d’électrovisaés réagissent fortement avec les chaines
fluorées. Dans le cas d’'un polymere massif comniETIEE, I'effet de la réaction se visualise
par le noircissement rapide de la surface lié acaebonisation. La défluoration est
généralement incompléte et elle conduit majoritaget a des liaisons C-H, C=C et a des

carbones oxygénés. Le polymere est attaqué enrtedo et devient poreux [301].
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La réaction du PTFE avec des solutions de lithiugtathique conduit a un produit de réaction

noir lorsque le rapport Li/GI< 2 (polyacétyléne) :

(-CE -CE-)+4Li - (-C=C-) +4LiF
ou a un polyéthylene de haute densité quand Li#CAF[302] :

(-CE-)+4Li+2NH, - (-CH,-) + 2LiF+ 2LiNH,

Outre les polymeres fluorés, les solutions d’étawdrsolvatés également avec les surfaces
greffées par des chaines fluorées. Une étude e2dentaboratoire [303] a ainsi montré qu’il
était possible de réduire par une solution d’étdrsolvatés des monocouches de silane
perfluoré. Cette réduction, plus difficile que $es polymeres, est également plus complexe a
observer car elle reste invisible a I'ceil nu. Depé&iences de condensation d’eau permettent
néanmoins de la mettre en évidence. Des mesuregleade contact sur des surfaces ayant
subi le traitement de réduction pendant des dudBHérentes montrent que le temps
minimum de réaction est de l'ordre de 30 s. L'amdgecontact d’une goutte d’eau sur une
surface de verre fluoré passe alors de 108 + 7 & 3 °, respectivement avant et apres
traitement.

La réduction a été réalisée sur une surface dejge®lcentimétres carrés trempée dans la
solution réactive. Cependant, pour des applicatidass des microsystemes, il serait
nécessaire de réduire la taille de la zone mod#igaitilisant un outil approprié tel que le
microscope électrochimique a balayage.

[11.3. Solution de radicaux anions

Les radicaux anions des composés aromatiques gahengent utilisés comme donneurs
d’électrons dans des solvants aprotiques pour nédies surfaces fluorées. La réduction des
monocouches de silanes perfluorés étant plus itkffizie celle des polymeéres, elle nécessite
I'utilisation des radicaux les plus puissants.

Dans le cas des polymeres fluorés, le radical adiomaphtalene, obtenu par action du
sodium métallique sur le naphtaléne dans du tédratfyrane (THF), est souvent utilisé pour
carboniser la surface du polymeére [304]. Ce réaadif commercialisé par de nombreuses
sociétés pour le conditionnement des surfaces deEPdvant collage [305, 306]. Des
meéthodes similaires faisant intervenir d’autresiaaik-anions, meétaux alcalins et solvants
aprotiques sont aussi décrites [307]. L'inconvénianjeur de ce procédé est lié au danger de
manipulation du métal alcalin lorsque le milieust’pas anhydre.

Une variante de cette méthode consiste a gén@wrathimiquement le radical anion [308].

Ainsi, I'électrolyse a potentiel contrélé (entre, 42 et -2,6 V vs ECS) d'une solution de

naphtaléne dans le diméthyformamide (DMF) en pmésene tétrafluoroborate de
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tétrabutylammonium (NB#BF,) donne une solution vert foncé correspondant dicahanion

du naphtaléne. Au contact de cette solution, lgrpéte noircit en quelques minutes.

La réduction électrochimique indirecte de nombreotymeres fluorés a été étudiée au
laboratoire, en particulier dans le cas du PTFEN@e reporté dans le paragraphe 1.5.1, la
microscopie électrochimique a été alors utiliséerggnérer a I'électrode le radical anion (de
la 2,2’-bipyridine (E°= -2,10 V/ECS/DMF) ou du ndpkene (E°= -2,47 V/ECS/DMF)) et
réaliser des modifications locales sur la surfazeabs polymeres.

Notre équipe a tiré profit de ce savoir faire powdifier des monocouches greffées par un
silane perfluoré. On géneére alors a I'électrodetical anion de la tri-p-tolylphoshine dont le
potentiel est trés négatif (E°= -2,67V/ECS/DMF).tt€eechnique a permis la création de
motifs de quelques centaines de microns avec uhke f@nergie de surface sur un support
fluoré initialement tres hydrophobe [303].

Nous avons poursuivi cette étude par (1) des a@arsations des surfaces par des méthodes
physiques et (2) des essais d’immobilisation siélectle polymeres, métaux et cellules
biologiques sur les motifs. Ce travail fera I'objiet chapitre 2.

lll.4. Traitements par plasma

Les traitements plasma ont été intensivement &uelicutilisés sur des polymeres fluorés,
notamment le PTFE. Ces traitements provoquent &articulation des chaines résultant de
la réaction entre radicaux libres, la formationcdebones insaturés C=C et I'oxygénation de
la surface traitée par exposition du matériauia I'a

Dans le cas des SAMs fluorées, un traitement plasauement énergétique en présence
d'oxygéne avec un temps d’exposition relativemeasit la été récemment utilisé pour
dégreffer localement une monocouche fluorée assednir une surface de silicium [289]. Ce
traitement permet de fabriquer une surface mianogirée avec des bandes de mouillabilité
contrastée favorisant ou pas, selon la taille debeades, une adhésion spécifique de cellules

biologiques. Par contre, des analyses de surfacd pas été faites sur les surfaces traitées.

[11.5. Autres traitements d’irradiation

Les effets d’'une irradiation électronique ou deores/ X sur des surfaces de SAMs fluorées
ont déja été prouvés [309]. Des études par XPSneranque les chaines sont principalement
modifiées par les photoélectrons et les électressredaires, tandis que I'effet causé par les
rayons X primaires est trés minime, voire abse0[3811]. La possibilité de concentrer le

faisceau sur une zone tres étroite, fait de cdsnigues d'irradiation par faisceaux, des
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meéthodes bien appropriées a la modification lodake monocouches fluorées et a la création
de motifs.

Dans une autre étude, Frey et al. ont examinéfiiets &’une irradiation d’électrons de faible
energie (10 eV) sur une série de SAMs partielleménbrées greffées sur or:
CR(CR)o(CH2)SH (n = 2, 11, 17) [312]. Dans tous les cas, les élestrimluisent une
modification des monocouches. Les auteurs obseurentconsidérable diminution des
groupements fluorés et une dégradation totale dmgogments CRerminaux. lIs montrent
gue les fragments carbonés désorbés proviennehisasament des régions fluorocarbonées
et non hydrocarbonées.

Finalement, un faisceau d'ions de forte énergie ifimodégalement localement des
monocouches auto-assemblées de silanes perflB18 [

D’un autre coté, des surfaces structurées en bahgé®phobes et hydrophiles ont été
obtenues a partir de SAMs fluorées déposées sursuriace de Ti@ [314, 315]. Une
irradiation UV permet de décomposer la couche @aprce qui rend la surface de 7iO
superhydrophile. La structuration de la surfacet gte assurée en amont par utilisation
d'une surface préalablement structurée en,T824] ou en aval par une irradiation UV a
travers un masque photorésistant [315].

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précétienhicroscopie électrochimique a
balayage permet également de modifier localemensilefaces de polymeéres fluorés et de

monocouches fluorées greffées sur du verre.
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Chapitre 2 : Fonctionalisation localisée de couche®m-assemblées
fluorées destinées a immobiliser sélectivementatggés chimiques

ou biologiques

1. Introduction

Lorsque jai débuté ma thése, le procédé de lidqage sur verre fluoré par SECM au moyen
d'un radical anion tres réducteur (radical anion tdegparatolylphosphine) venait d’étre
breveté par le laboratoire.[1] Deux méthodes litapbiques avaient été explorées pour
réaliser une zone de plus haute énergie de swstaaen support fluoré. La premiere consiste
a utiliser une électrode bande immobile et la sédeanbalayer une électrode disque au-dessus
de la surface. Des analyses du mouillage de vdiweses comportant des motifs réduits

avaient montré que I'énergie de surface était plide par 2 au niveau des motifs.[2]

Mes premiers travaux de thése entrent dans ce thdeneme suis familiarisée avec la

microscopie électrochimique en essayant de traegibdndes réduites sur des verres fluorés.
Méme si la méthode par balayage est plus lentecelle qui procéde avec une bande, c’est
celle que jai utilisée car elle a I'avantage d’'ugeande souplesse et permet de tracer

n’'importe quel motif bidimensionnel.

Mon objectif a été d’examiner si aprés I'étape éftuction du verre fluoré, il était possible de
fonctionnaliser la surface réduite afin d'y immadelr ultérieurement des entités facilement
identifiables par fluorescence (fluorescéine), aarascopie optique (particules d’or) et enfin

des cellules humaines vivantes.

Ces travaux ont été publiés en 2010 dans un adiclprésente :

- Un autre réactif pour réduire les verres fluorés ECM. Il s’agit de I'électron
solvaté, obtenu dans I'éthylene diamine sec contetha tétrafluoroborate de lithium.
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La lithographie est alors menée dans ce solvariteawlu DMF qui est généralement

utilisé pour les réductions par les radicaux anions

- Des analyses XPS et de mouillage pour caractdaseactivité de I'électron solvaté
vis-a-vis de divers supports : verre fluoré, ITQoflé, verre superhydrophobe, verre
alkylé. Les réactions ont été réalisees dansg Miliide, solvant d’excellence pour
I'électron solvaté. Les supports ont été modifiésteute leur surface. Le SECM n’a
pas été utilisé.

- Des analyses par microscopie XPS et microscopieSIMS des surfaces a motifs
obtenues par SECM sur verre fluoré. Les motifs audsi été caractérisés par des

expériences de condensation d’eau qui ont étéléesr@ux expériences de mouillage.
- Les réactions de fonctionnalisation des verregési@prés réduction par SECM.

- L'immobilisation d’éspeces fluorescentes, de patis dor et de cellules
biologiques.

2. Article

Article publié en 2010 darGhemistry of Materialsvolume22(20): pages 5725-5731
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Managing Micrometric Sources of Solvated electr@splication to
the Local Functionalization of Fluorinated Self Assled

Monolayers
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Kanoufil andCatherine Combellds

1 Physico-Chimie des Electrolytes, des ColloideSaxnces Analytiques, CNRS UMR 7195,
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Abstract

CF,CF,CF CF,

Microelectrodes allow to easily handle at room temagure micrometric sources of a solvated
electron solution. Such strongly reducing sources the key for a new wet-chemical
lithographic procedure. It is used to decorate \iltiorescent moieties, or living cells, the
highly chemically inert surfaces of fluorosilanelfsessembled monolayers grafted onto

various inorganic surfaces.
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I ntroduction

Controlling the surface chemistry of a materiahikey issue in cell-biology, miniaturized
sensors or chips development, microfluidics.... Fautine use, it requires the rapid and
inexpensive prototyping of disposable devices, mthging “soft-lithographic methods

compared to standard clean-room lithographies.

Electrochemistry provides a versatile source oftrea reagents, which has been beneficial to
monitor surface chemisttyor patterning in a clean and inexpensive way. However, the
reactivity of the electrogenerated species, ftsi€usually restricted by its chemical stability
or by the potential window of the electrolyte. Tleemer drawback may be circumvented
with sub-micrometric electrodes or/and homogeneedsx mediated processes. Matror

micrometri¢ sources of highly oxidizing reagents, as reactiseplasma sources, have been

proposed.

Here, we handle micrometric sources of solvatedtelr, ., the most powerful reducer
known? The high reactivity of &, sources is illustrated to activate the extremeiyple C-F
bond in fluorinated layers, that are well-known fitreir exceptional qualities such as
hydrophobicity, solvophobicity, chemical inertnedsgrmal stability, low dielectric constant
and biocompatibility. These performances make fhaied surfaces promising to design
microsystems such as microfluidic deviéesyperhydrophobic surfacesr micropatterned
surfaces for the manipulation and growth of clRerfluorinated silanes allow the easy
formation of chemically inert layers of the mostdhyphobic and oleophobic filnfsywhich
should be good candidates to design surfaces vatterped wettabilities. Indeed, a large
wettability contrast is required in various micre®ms such as those directed toward cells or

particles manipulation and growih'!

However, owing to the extreme strength of the CelRdy the patterning of perfluorinated
surfaces is often delicate. Their low surface epdngits the adhesion of coating layers,
which makes difficult to use photoresists. Harstivation procedures are often required, such
as electron or ion beam techniqd@dpng time exposure to oxygen plasflapr UV
lithography that uses the photocatalytic activifyTdO,.** Alternative patterning strategies
were also proposed using either the local plasmethrof a perfluorinated layer onto'$or
the local deposition of a fluorinated surface usspgcific hydrophobic interactions between
fluorinated phase¥. These techniques are often difficult to transpmsevery fluorinated
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material or to scale up. Organic chemistry or etettemistry proposes alternative strategies
to activate the C-F bon.Indeed, as confirmed theoreticalfyperfluoroalkyl chains are

sensitive to reducers, in solutiSmr in the gas phage.

Based on our expertise in the electrochemical atitiu of fluorinated moleculé¥"? and
polymers?! we propose to use highly reductive species aJeilabthe electrochemist as, for
example, the solvated electrogy g which is stable more than several minutes ingewents
such as liquid ammonia, amines and tetrahydrofurha.confinement of the electrogenerated
etchant is achieved owing to a scanning probe tqakn Scanning electrochemical
microscopy (SECM)has been successfully used to decorate surfatedlifferent chemical
functionalities or biological entities. This is aehed either by the local desorptith,
etching® or functionalizatiofi* of self-assembled monolayers (SAMs), the localatiertion

of thin protein layerS or the local electrografting of thin organic layem electrode® The
use of nanometer size electrodes or probes (such@BEM or conductive AFM) has ensured

the electrochemical nanopatterning of SAKR’

First, we study from wetting and spectroscopic yses the reactivity ofsg, in liquid NH; on

different SAMs covered surfaces as compared todsatanoxidizing treatments (Fenton,
piranha). Then, a microelectrode is used to geegerat room temperature, a stable
micrometric source of (g, in dry ethylenediamine, (Scheme 1) and it is sednat a

micrometer distance above a fluorinated SAM covesegface. The action of this
electrogenerated reagent on the fluorinated SAMiemonstrated from the local surface
analysis of the patterned surfaces. Fluorescentesntgold nanoparticles and living cells are

finally selectively immobilized onto the patterniabrinated SAMSs.
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Scheme 1. Local reduction of a fluorinated SAM by.g in ethylenediamine.

-74-



Chapitre 2 Article

In this way, solvated electrons, chemically induiofinated silanes SAMs immobilized on
different inorganic surfacesand Scanning Electrochemical Microscopy (SECM) are
combined to design functional surfaces devotetieéarnmobilization of micro- to nanometric
objects at a desired location onto the inert flated substrate.

Experimental Section

SuperHydrophobicGlass: The superhydrophobic glass (SHG) was providedaigtSsobain

Recherche group (France). A glass surface is diextbmeith a random array of glass nano-
pillars (100 nm height, 300 nm diameter, < 1 umrage inter-pillar distance) by a plasma
etching process. The superhydrophobicity was coedeby subsequent silanization with a

1H,1H,2H,2H-perfluorodecyl-silane.

Substrates Preparation: Substrates were ~ 1x1 &mBi (from 2 inch wafers, ACS, France)
and glass surfaces (from 1.1 mm thick microscoples). ITO was provided by Saint-Gobain

Recherche (Aubervilliers, France).

Glass and silicon substrates were cleaned withhliyggrepared piranha solution (70:30 v/v,
concentrated 50, /aqueous BD, (35%)) at 150°C for 30 min. ITO was cleaned inaditie
piranha solution (1:1 v/v, #D, (30%) / NHOH (25%)) at 70°C for 1 hCaution: these
piranha solution may explode in contact with orgasolution and must be carefully handled.
The substrates were then rinsed with pure watetlifidie, resistivity> 18.2 MQ cm),

cleaned by ultrasonication in water for 1 min, @nieéd under nitrogen.

The fluorosilane SAM surfaces (designated as G-8IFCF, ITO-CF) were obtained by
silanization in the gas phase by placing the satedrin a sealed cell in the presence of an
open flask of 1H,1H,2H,2H-perfluorodecyltrichloriasie (CR(CF,);(CH,) .SiCl;, 97%),
heated at 110 °C for 15 h. G-CF, Si-CF could alsmbtained from silanization in a 0.5%
vol. CCl, solution of the silane, G-Oct was prepared fromethoxy-octylsilane solution as

preconized in Reb.
Fenton solution was 1 M4@,/0.05 M SO, aqueous solution containing 1 M FeCl

Electrolytic solutions: Solvated electrons in liquid ammonia were obtaibgdlissolving 0.1
M of metallic sodium into 80 mL of liquid ammonia an undivided ceif maintained at -
38°C with a cryocooler. Non-aqueous electrolytic solutions were preparedmfr
dimethylformamide (DMF), ethylene diamine, tri-gyiphosphine (TPP),
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tetrabutylammonium tetrafluoroborate and lithiuntraBuoroborate of highest purification
grade and of lowest water content (Sigma). Ethyldiaenine was distilled under vacuum
from potassium solutions. Stock solution of LiBR ethylene diamine were prepared some
minutes before use and a minimum amount of wates wmaintained by addition of Li
granular (Fluka). The low density of Li resultedtlive formation of a supernatant layer of Li +
solvated electrons (blue coloration) that preveantssture penetration into the underlying
bulk ethylenediamine solution. This stock solutian placed in the SECM protected
environment (plastic glove bag) and for SECM patteg aliquots were sampled from the
underlying solution. DMF solutions were preparecheaominutes before use without further
purification. Aqueous solutions of potassium feyawide (from Janssen Chimica) +
potassium chloride (from Prolabo) were made upigh lpurity Millipore water (resistivity
>18 MQ.cm).

Electrochemical Céll: A three-electrode assembly made of a 25 um Ptmiceoelectrode, a
250 um diameter Pt counter-electrode and a 250 ipmeder Ag/AgCl reference electrode is
used, as described previous!§. The electrochemical cell is connected to a CH660C
potentiostat (CH Instruments). Such three-electradsembly allows to perform SECM
experiments in droplets of solution (< 10 pL).

SECM Procedures;

a. Microelectrode positioningrThe homemade SECM set-up was described previéUslye
microelectrode is held above the substrate in all@rop of a solution containing a redox
probe (either 3 mM Fe(CHh) in water + 0.1M KCI, or 0.1 M trp-tolylphosphine, TPP, in
DMF + 0.1 M NBuBF,). The microelectrode is biased at a potential $hahthe redox probe

is consumed under mass-transfer control (E > Ov5 YXg/AgCl for Fe(CNy* or E = -3 V vs
Ag/AgCI for TPP). When a steady current is attajrteé microelectrode is approached along
the z direction at 1 pm/s toward the substrate ewvthie current is recorded. The substrate
behaves as an insulator and hinders the diffusidheoredox probe to the microelectrode; as
a result, the current decreases as the tip-substistance decreases. This approach curve is
fitted with the theoretical approach curve for asulating substrate and allows to place the
microelectrode at a given tip-substrate distandee $ame strategy is used to settle the

substrate plane parallel to the x,y displacemetii@imicroelectrode.

b. Substrate patternind.he appropriate handling of micrometric sourcesighly reducing

reagents requires water and oxygen free envirorsnést proposed earlié?,the SECM was
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operated under a controlled atmosphere, the whelecel was kept under argon in a
polyethylene bag (glovebag, Aldrich) during the esiment. The humidity in the plastic bag
was maintained as low as possible, RH < 0.2 withemdar sieves; this was checked by a
hair hygrometer. When the surface is patterned thiéhe,, reagent, an aqueous Fe(GN)
solution is used for the tip positioning, it is thevithdrawn with cotton wipe, the region
contacted with the solution is rinsed with watesplets and dried with N Then, 100 uL of a
0.1 M LiBF, solution of ethylene diamine is poured onto thiesstate. The microelectrode is
biased at the solvent discharge potential of -3(B\Y/AgCl) and the tip is moved along the x
or y direction at speed v for the patterning.

When the surface is patterned with the TPP anidicaain DMF, the aqueous solution is
used to adjust the substrate planarity. Then, thue@us solution is withdrawn, the substrate
cleaned and dried and the DMF solution is addedhab the tip positioning and substrate
patterning are performed with TPP as the redox @rdbnce patterned the surfaces are

cleaned in copious amounts of acetone and watesrunlasonic activation.

XPS Analysis. XPS spectra were recorded using a Thermo VG StteeESCALAB 250
system fitted with a micro-focused, monochromatidka& X-ray source (1486.68 eV) and a
magnetic lens that increases the electron acceptamgle and hence the sensitivity. An X-ray
beam of 32Qum size was used at voltage of 15 kV and a pow&bdlV for the image and for
the line scans respectively. The spectra were ssdjum the constant analyzer energy mode,
with a pass energy of 150 and 20 eV for the suared/the narrow regions, respectively. The
images were recorded in the constant retard r&fiRR) mode with AE/E = 4. The Avantage
software (version 3.51) was used for data procgsSpectral calibration was determined by
setting the aliphatic C-C/C-H C1s peak at 285 eke Tls image was recorded over an area
of 375 x 500 um? in the constant retard ratiosibbtained at the peak of the gFagment
(energy 291.6 eV) and the background substractembsidering the output signal at 282 eV.

ToF-SIMS Analysis. ToF-SIMS analyses were carried out with an ION-T@F-SIMS IV
spectrometer. Surface analysis was performed istitee mode. A 0.8 pA Gdon beam was
used, that was rastered on a 350 x B0 surface area. The ionic density, which reaches the
surface was ~ 5x1Bions s' cm? Mass peaks resolution was ~ 0.007 amu. The images

obtained at the mass peak for different charatienggative or positive ion fragments.

Water Condensation figures. Condensation was performed in a plexiglass célé Sample

was positioned on an electrolytic copper block cetldoy a water layer that insured a thermal
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contact. The sample cooling was carried out bylagPelement contacting the copper block;
the Peltier element itself was cooled by water. Tdmperature was controlled by a K type
thermocouple. The cell was filled with nitrogen tth@as saturated with water owing to
bubbling in ultra-pure water (milli-Q grade frometaboratory). Experiments were observed
with a stereo microscope (Olympus) and a digitahea. The images were analyzed by

ImageJ software (Scion Corporation). The wholeugeis represented in Figure SI-1.

Céells Culture: RPE-1 (Retinal Pigment Epithelial human) cells eveultured at 37°C in
Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM-F12) suppésted with 10% of Fetal Calf
Serum (FCS), 2 mM glutamine and antibiotics in anldified atmosphere containing 50%
CQO,. Prior to adding cells, the patterned fluorinatgdss substrates were incubated with
pluronic F-127 (Sigma) at 0.2% in Phosphate Buffe&aline (PBS) for 1h and room
temperature, before incubation with fibronectin. lI€ewere seeded on fibronectin
micropatterned surfaces at 1.5%Iflls/cnf. Floating cells were removed 20 min later by

gentle flushing and extensive washing of the serfac

Nikon Eclips TS100 microscope, equipped with DS earcontrol unit DS-L2 was used to

record phase contrast of living cells.

Results and Discussion

Etching of Hydrophobic or Superhydrophobic Surfaces. Wetting and XPS Analysis:

We compare the action of,g solution in liquid ammonia at -38° C and of class$ioxidizing
etchants on different hydrophobic or superhydrophdurfaces. We inspect how these
etchants change the surface wettability (Fig. 1) gfass surfaces covered either by SAMs of
an octylsilane (G-Oct) or a 1H,1H,2H,2H-perfluorodesilane (G-CF), or ii) Si (Si-CF) or
ITO (ITO-CF) or a nanostructured glass (SHG) sw$acovered with the same perfluorinated
SAM. The gqy efficiently transforms, within less than 1 minetperfluorinated glass (G-CF),
Si (Si-CF, not shown, same as for G-CF) and ITG{TF) surfaces into more hydrophilic
ones as the contact anghe,of a water sessile drop decreases from 112° t@ftér etching.

It is even more spectacular for the superhydroghdloorinated glass (SHG of advancing
contact angle9,~143°) as it is converted into an almost super-hghilac substrate (receding

contact anglep,~18°). Conversely, thesg, has no action on the alkyl SAM (G-Oct), even
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after 10 min. This suggests that thg,eeduces the fluorinated SAM and therefore tha{ e
does not significantly decomposed to reduce licaidmonia to the strong alkali, NH®

Indeed, such strong alkali would have etched dHnsi SAMs, independently of their
chemical nature by dissociation of the Si-O-Si mnbherefore, thesg, solution acts as a

reducer and the perfluoroalkyl SAMs are reducible.

m ()
c ag 20
0 120 o (c)
g 1R & @ (d)
5 80 ] =
s | .
C -
S 40 -
Q l -
I 0 T = T T

G-CF ITO-CF G-Oct SHG

Figure 1. Water contact angles on different SAMs. Fluorgksiikane SAM on glass: G-CF, or ITO:
ITO-CF, or nanostructured glass: SHG; octylsil8& on glass: G-Oct; a) Pristine surfaces, action
of b) eqy solution in NH at -38°C, ¢) 15 min in Fenton solution, d) 10 namipiranha solutiong,, 6;:

advancing and receding angles respectively.

If oxidizing reagents, such as H@enerated from Fenton solution, significantly etoh alkyl
surface (for G-Octf goes from 107° to 63°), they do not affect theflperoalkyl surfaces
(even after 15 min). It confirms that alkylsilare® sensitive to oxidants such as ‘E®(or
Br,>*d and demonstrates that the perfluoroalkyl chamsnfa chemically inert blocking
barrier to the transport of small molecules, sue&, as the ethyl chain of the fluorosilane
adjacent to the surface was unetched. The fluamsillayer resists to a lesser extent to
harsher oxidizing conditions, as after a 10 minctiea in a piranha solution, the water
contact angle decreases by ~ 6° (G-CF, 112° t0)106°

XPS analysis of the pristine and etched G-CF sasgfagas carried out to evidence structural
changes in the composition of the etched surfa€iggire 2 presents the experimental and
deconvoluted XPS spectra of the Cls region of thesgCF substrate before (Fig. 2A) and
after 3 min of immersion into a solvated electratuson (Fig. 2B). The Cls region was
deconvoluted into hydrogenated (C-C, C-Si at aibmenergy of 285 eV), oxygenated and
fluorinated carbons (290.6, 291.5 and 293.8 eVdBs-C, CR-CF, and Ckg respectively).
The proportion of the different peaks for unredu€adCF is consistent with the chemical

structure of the perfluorinated SAM immobilized or8i0,. After reduction, both the higher
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energy peaks of fluorinated Cls carbons (compdtepbets in Figs. 2 A and B) and the
F1s/Si2p ratio (not shown) are largely smaller, leviihe hydrogenated and oxygenated Cls

carbon and the O1s/Si2p ratio (not shown) are highe
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Figure 2. XPS spectra of the C1s region of (A) a fluorinagéass, G-CF, and (B) a fluorinated glass
reduced for 3 min by a solution of solvated eletiroliquid ammonia (-38°C).

The defluorination and hydrogenation of the SAM e@wpasistent with the general mechanism

for electrochemical reductive C—X (X = halogen) dateavage according to:
CX+2é+H - CH+X (1)

However, taking into account the conversion of @te C-H only does not explain the

increase in surface wettability (compaBefor G-CF and G-Oct). Indeed, the complete

hydrogenation of the perfluorinated chain cannoinweked since a surface of low surface

energy (with a water contact angle > 100° closehtt of G-Oct) would be expected in

disagreement with the observed valu®@tr.req= 70°.

Such low value for the contact angle rather resfitisn the surface oxygenation (30%,
estimated by XPS for oxygenated fragments). If rdductive process restored the original
hydrophilic glass surface, the reduced surface evdad a composite surface made of the
restored hydrophilic original glass surface anduofeacted perfluorinated chains (or of
hydrogenated chains with similar surface energyje Tractional coverage of the restored
glass surface@; of contact angleByass ~ 10°, or of the unreacted (or hydrogenated)
perfluorinated layer, B®;, of contact anglé®s.cr = 112°, can be estimated from Cassie’s
equatiori® (2) and the composite reduced surface contaceagkr.red

COSOG-CF-red= ©1 COSBylass+ (1-O1) COSOG.cr (2)

yielding ©; = 0.5. This value lower than the XPS estimate®#6 % surface defluorination

implies that the reduction and the oxygenation fed surface are not solely due to the
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restoration of the original glass surface. Thial® confirmed from the presence of various
carbonated fragments of lower binding energies (C@H, C=0) in the Cls region and

because in the Si2p region, the peak relative40-8i has not disappeared.

Finally, the increase of wettability rather resuftem a combination of partial glass
restoration and formation of C-O fragments withie etched perfluoroalkyl chain since the
reduction of perfluorinated substrates yields wnséed sites reactive towards water and
oxygen?*®

—CFRCF~ + 46 > —CC- + 4F (3)

Then, the post-treatment formation of C-O, by eipws to air and water of the reduced

surface, is also consistent with a mechanism aiaeoi of the perfluoroalkyl chain.

Patterning of fluorinated SAM surfaces. Micro-XPS, micro-ToF-SIMS and Water
Condensation Char acterizations:

The reductive etching process is transposed atal tcale for the patterning of fluorinated
SAM surfaces (Scheme.1A microelectrode of 12.5 um radius, is positioratording to
SECM principle, at 2-4 um from the SAM surface. Tbeal micrometric source of solvated
electrons is obtained, at room temperature, byataluat a Pt microelectrode of 0.1 M LiBF
in dry ethylenediamine @#NCH,CH;NH,), by polarizing the microelectrode at the
decomposition potential of the electrolyte (i.e5-% (Ag/AgCl)); it ensures the generation at
the microelectrode ofsg, with a cathodic current, i <-100 nA. Large cattwopotentials or
currents are necessary to ensure a sufficient amadus,, owing to its low stability in the
hygroscopic ethylenediamine. From the microele@rstbady-state current, the amount of
&solv generated at the microelectrode surface is ab@unid. It is likely less important at the
SAM surface owing to possible reaction with theveat and/or traces of water/oxygen. In
most classical organic solvents such as DMk, ecannot be produced, but the
electrogenerated radical anion of tri(p-tolyl)-ppbime (E = -2.75V (SCE)¥ is the closest to
electrolyte discharge reducer that we found taeffitly pattern the SAM.

The etching of the fluorinated SAM is a slow praces the microelectrode must fly over
each substrate point for, at least, 1 s for thenédion of visible pattern. This is supported
from previous wettability investigatioli. This slowness of the etching is the limiting faa6
the patterning speed, v, and the microelectrodeldhwot travel faster than v < 25 um/s. For
comparison, the complete reduction of bromo-terteithaSAMs is still efficient at much

faster writing speeds. It is in agreement with weakness of C—Br compared to (o=}
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confirms that perfluoroalkyl chains are highly seabnd that evensg, is not a sufficiently
efficient reducer. However, fast and high throughpatterning (compared to standard
lithographic techniques using masks and stampsdlatigned by using “stamp” electrod&s.

It is particularly demonstrated by the imprint afds when using band or wire as “stamp”
electrodes. The use of microelectrode arrays shbeldoossible too, however the array
proposed previously for the patterning of Teffrcannot be applied here since it used arrays
made from thin gold layers which are expected tordedily dissolved under extremely
reducing conditions and particularly in solvateelctlons solution®

The reductive patterning of fluorinated SAMs (G-G§& )characterized from micro-XPS and
micro-ToF SIMS. Local XPS supports the mechanisseoled on wholly reduced surfaces,
with a loss of fluorine ~70% in the reduced regiéig. 3A). Defluorination is confirmed
from ToF-SIMS images of perfluorinated ions absgddrom the patterned surface (Fig. 3B,
first 3 images for gFs", C,F," and GFs'). Tof-SIMS also shows that the reduced region is
richer in OH (4" image in Fig. 3B) and CH(not shown) and poorer in*Gragments (not

shown), in agreement with the hydroxylation, hydnogtion and possible chain

fragmentation, respectively.
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Figure 3. A) Micro XPS images of the GEontribution of a locally reduced perfluorinatdess. B)
Micro ToF-SIMS images of a locally reduced perfinated glass (from left to right: positive
perfluorinated fragments s65*, G,F4", C,Fs", and OH). C) Water condensation figure on a 75 um
wide stripe patterned on Si-CF.
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According to this patterning procedure, a hydraphplattern is formed within a surrounding
hydrophobic fluorinated SAM. 1t is evidenced froinetpreferred condensation of water
vapour onto the patterns (Fig. 3C). Breath figumadence patterns of contrasted
wettabilities®® they also allow surface contact angle, estimate when the condensation
process has reached a self-similar regime obsatvéshg condensation tinfé. Typically,
this regime was reached in Fig 3C after 300 s ofleasation with a 100 mL/min flux of 19
°C N over a patterned surface held at 11°C. Then, dhface contact angl®, is correlated
to the droplet surface coveragé, the lower8, the more the surface is covered by droplets,
also, for 10° <8 < 90°:
(1-€2)x90°
1-0.55

A droplet surface occupation of 0.67+£0.02 in thégra (Fig. 3C) indicates a mean contact

~

(4)

angle of 66x4° within the pattern, in good agreemeith the value observed on totally
etched surfaces (Fig. 1). Breath figures showetl3@ao 200 um wide patterns are drawn,
depending on the reducer and writing speed. Thienpatvidth was assessed independently
from the selective anchoring of a fluorescent g (below).

Patter ns post-functionalization:

Patterns derivatization was envisioned accordinthéospectroscopic analyses, which show
that the reductive surface treatment (at the localobal levels) introduces —OH groups onto
the surface. The concentration of these —OH graegssenhanced by post-treating the surface
with Fenton or piranha solutions, which affect otilg patterned region. Indeed, from breath
figures,B decreases to 50° within the pattern after 10 mia Fenton bath. Then, the surface
—OH groups were engaged into silanization reactiondesign hydrophobic perfluorinated

surfaces patterned with chosen chemical functibasli

By reaction with aminopropyltriethoxysilane (APTES)YH, functions were selectively
introduced into the patterned region and furtheivdézed with fluorescein-isothiocyanate to
bind fluorescein tags within the pattern (Fig. 4Ahe contact angle within the (unreduced)
fluorinated surface is unchanged after the suceesirivatization steps, confirming that the
latter did not take place on the inert G-CF surface
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Figure 4. Selective post-functionalization of a locally reddgerfluorinated surface. Coupling of the
patterned surface with A) a fluorescent probe, @il anoparticles. Selective adhesion of living
RPE-1 cells on the patterned surface (characteliyedater condensation (C) after (D) few hours or
(E) 3 days of immersion in the culture medium.

The pattern width obtained from fluorescence taggi~ 1 tip radius larger than the breath
figures estimate. The two determination methodsragcceptable agreement, but also show
that the patterns have diffuse borders due to iifiestbn of the g, during the etching. The
dimension of patterns with diffuse chemical funotbties is difficult to estimate from breath
figures as it is difficult to deconvolute propeftpm local wetting analysis the contribution of

both the pattern width and its surface energyibistion >

Thiolates were also introduced by reaction of tatggned surfaces with 3-mercaptopropyl-
trimethoxysilane (MPTMS). As a result, gold nandjgées were selectively assembled into
the patterned region (Fig 4B) by dipping a pattdri@-CF surface into a gold colloid

solution®®

Finally, the patterned surfaces were used for ceilsire. A surface reduced on a%ragion
by dipping into an &, solution was incubated with RPE-1 cells. Cellseadd preferentially
onto the reduced region and not onto the perflabeh surface (Fig SI-2). On micrometer
scale patterns, the same procedure did not alldl& @@hesion even after silanization of the
surface with APTES. This was due to the adsorptibproteins, present in the cell culture

medium and/or secreted by cells, onto perfluorihatgions® To enhance selective cells
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adhesion, patterned surfaces were then incubatidanpluronic solution to prevent proteins
adsorption on unreduced regions. Indeed, plurami&nown to adsorb preferentially onto
hydrophobic surfaces and to prevent proteins aritd @lhesion. This simple surface
treatment allowed to selectively assemble a simgletinuous line of RPE-1 cells on the
patterns, as depicted in Figure 4D. For longerhbation times, the cell arrangement (Fig. 4E)
neatly reproduces the pattern observed by bregiinefs (Fig. 4C).

Conclusion

Micrometric sources of the strongest reducer knoew,, are easily handled at room
temperature. Combination of macro and micro spsctpic and wetting analyses shows that
the etching of fluorinated SAMs byg results in surface defluorination and oxygenatiy.
standard post-silanization procedures, the paitiesngfaces can be selectively decorated with
fluorescent probes, gold particles or living cellfis procedure is a promising alternative
lithography of fluorinated silanes SAMs on differanorganic surfaces. Such lithographic
strategy is easily transposable to the patternifgawy fluorinated hydrophobic or

superhydrophobic material surface.
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3. Supporting information

Water condensation onto the patterns

Chronometer

Camera on

Data Eif:qulS][lOH and ul Jetoscope
analysis

o |

N > A
Water cooling of

Debitmeter Peltier Plexiglass cell

Figure SI-1. Experimental set-up for water condensation invesitig.

Cells culture on ciplaques

Figure SI-2. Adhesion of living RPE-1 cells onto a large (< 1°creduced surface.
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4. Analyse

Pour réaliser des réductions difficiles, commeesetle verres fluorés, I'électron solvaté (dans
une amine primaire comme la diéthyleneamine) est alternative aux radicaux anions a
potentiel standard tres négatif (dans un solvagamigue comme le DMF). Les motifs
obtenus sont identiques a ceux que l'on obtientcale radical anion de la tri-
paratolylphosphine pour des conditions SECM idertsq

Cependant, la stabilité des solutions d’électrarigasés dans une amine primaire, eamine,
n’est pas meilleure que celle des radicaux anioa golution doit étre utilisée rapidement.
Réaliser ces réductions énergigues dans I'ammolidagde, dans lequel les solutions
d’électrons solvatésygs, sont stables pendant plusieurs heures perntatgdravailler dans
de meilleures conditions. Pour obtenir une mémgelar de motif, la vitesse de balayage
serait plus élevée et, par conséquent, le prockderapide. Néanmoins, faire fonctionner le
SECM dans ce milieu (pression normale, T < -35°G9epdes problemes techniques et le

laboratoire n’a pas prévu, dans un avenir proclearaVailler sur cette question.

L’article montre l'intérét des solutionsg, lorsque la localisation n’est pas nécessairesiAin
la réactivité de ces solutions sur divers supparété étudiée par XPS et mouillage, ce qui
permet de comparer ces supports et de conforteréleanisme de réduction des supports
fluorés, établi par ailleurs. Les propriétés paiteres du verre texturé (Saint-Gobain) ont été
mises en évidence. Par rapport au verre ayant wwubisimple silanisation, la texturation
permet d’obtenir une hydrophobie exceptionnelleest’ce support qui présente le plus fort
contraste de mouillage avant et apres réductiajuiesera le plus adapté a I'immobilisation

localisée d’entités hydrophiles sur les motifs.

Les analyses XPS, aussi bien sur des plagues esn(iéduites parngs) que sur des motifs
(réduction par gnine €t analyse par microscopie XPS) montrent quedietnent réducteur
résulte en la défluoration (environ 70%) et 'oxgg&on du support fluoré. Les traitements
par emine €t &3 ont donc la méme efficacité, elle est comparabtelée des traitements
plasmas. La microscopie ToF-SIMS confirme ces tésul

Les tests d'immobilisation de cellules biologiqued été réalisés sur du verre silanisé non
texturé, car nous ne disposions pas de suffisamdiéchantillons de verre superhydrophobe.

La difficulté d'immobilisation sur un motif de ptditaille a bien été mise en évidence
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puisque, lorsque la réduction est effectuée pag sur un échantillon centimétrique, les
cellules adherent sur la zone réduite, sans qoifilrecessaire de modifier ultérieurement le
motif. Par contre, avec une bande de largeur miétoque, pour que les cellules adhérent sur
la bande, il est nécessaire d’'oxyder énergiqueheemiotif pour restaurer les OH de surface,
puis de faire réagir ceux-ci avec un silane amieg fonctions NH sont recommandées dans
la littérature pour favoriser I'adhésion celluldiet enfin d’empécher 'adsorption des cellules

sur la partie vierge par un réactif adapté.

Ces fonctionnalisations ultérieures par des silaragés ou thiolés ont permis également
d'immobiliser des espéces ayant une affinité poes fonctions chimiques. Le procédé
litographique est général. Il fonctionne sur d’aatsupports (Si, ITO) fluorés. Vu la variété
des silanes disponibles, les fonctionnalités olgersur les motifs apres silanisation, couvrent

une gamme étendue en chimie organique.
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Chapitre 3 : Fonctionalisation localisée de sudacde polymeéres
hydrogénés destinées a immobiliser sélectivemend datités

biologiques

1. Introduction

Aprés avoir commencé a me familiariser avec le umilBologique grace a des essais
d’adhésion cellulaire sur les verres fluorés, sugpbien connus au laboratoire, je me suis
intéressée, dans un deuxieme temps a I'adhésianaied proprement dite. Notre objectif a
été de fabriquer des supports discriminants vigsade 'adhésion cellulaire, c’est-a-dire sur
lesquels coexistent des zones qui favorisent I'sidnécellulaire et d’autres sur lesquelles, elle
est defavorisée. Cette question est classiguemémrdée dans un contexte de
microfabrication. Le support est généralement lgdpméthylsiloxane (PDMS) sur lequel les
canaux sont tracés par photolithographie. Les ditioihs de ce procédé sont principalement

lides a la nécessité d'effectuer la microfabricago salle blanche.

Nous avons choisi comme support le polystyréneequile plus utilisé par les biologistes en
raison de sa compatibilité avec les milieux biolpgs, sa facilité de mise en ceuvre et son
faible colt. Le polystyréne est le constituant destes de Petri, qui sont souvent traitées
par bombardement par un ion lourd commé, Awour favoriser I'adhésion cellulaire. Nous
utiliserons des boites de Petri non traitées ques mbercherons a modifier localement par
SECM. Comme la littérature propose d’oxyder le ptyisene pour augmenter ses propriétés
d’adhésion, nous tenterons divers traitements axgdaNous appliquerons également le
traitement a un autre polymere hydrogéné, le CQ@@t tintérét pour la microfabrication est
souligné dans la littérature. Finalement, les susplithographiés seront testés vis-a-vis de

'adhésion de protéines et de diverses cellules.

2. Article

Article publié en 2010 dans le journangmuir, volume26(22): pages 17348-17356

-92-



Chapitre 3 Article

Patterning of Polystyrene by Scanning Electrochahiicroscopy

Biological Applications to Cell Adhesion

N. Ktarit, P. Poncettt, H. Sénéchalt§, L. MaladyiR. Kanoufifi, and C. Combellast

" Physicochimie des Electrolytes, Colloides et SmsrAnalytiques, ESPCI ParisTech, CNRS
UMR 7195, 10 rue Vauquelin, Paris, F-75231 France
* Pasteur Institute, Department of Infection ancdEpiiology, 25-28 rue du Dr Roux, Paris F-
75015 France
% Inserm, 101 rue de Tolbiac, Paris F-75013 France
||Institut Curie, Centre de Recherche, 26 rue d'W@MNRS UMR 168, Paris, F-75248 France
*CNRS, 10 rue Vaugquelin, Paris France

Abstract
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Polystyrene surfaces may be patterned by Ag(ll);'N&hd OH electrogenerated at the tip of
a scanning electrochemical microscope. These efgmerated reagents lead to local surface
oxidation of the polymer. The most efficient sudaceatment is obtained with Ag(ll). The
patterns are evidenced by XPS and IR and alsoébgutace wettability contrast between the
hydrophobic virgin surface and the hydrophilic patt Such Ag(ll) treatment of a polystyrene
Petri dish generates discriminative surfaces ablgpromote or disfavor the adhesion of
proteins and also the adhesion and growth of adhesdls. The process is also successfully
applied to a cyclo-olefin copolymer and should hegtable to pattern any hydrogenated
polymer.
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Introduction

The control of the adhesion of a biological mateoa a given surface is a key issue to
numerous advanced biotechnologies, ranging frondéségn of prosthetic and antibiofouling
materials, biosensors, cellular bioassays for tatgdrug delivery or for the understanding of
the many biological cellular mechanisfiisin this respect, different cues have been idextifi
to localize and appropriately tune the interactaincell-binding ligands with a material
surface. This can readily be obtained by engingetite material surface with different
topographiesor chemical functionalities to promote or limiktleell-adhesion processes
wide range of materials and model surfaces, witkirthppropriate surface chemistry and
functionnalization, have been described in therditee® ” Different alternatives can be
considered regarding surface chemistry accordinth¢ofinality awaited, whatever the cell
processes under study. For example, it is admttiatl surfaces terminated with COOH or
NH, groups usually yield higher cell adhesion tharfasgs terminated by GHCF;, or OH
groups® However, this may not be true for all cell typas,hydrophilic and anionic substrates

provided the lowest rate of adhesion of macrophaghs’

Focusing the chemical modifications by micropaitegnthe surface is also relevant to cell
biology studies. Besides giving data at high thtgug on how cellular responses and
behavior of the cells are affected by the chemisatrg topography of interfacing surfaces,
micropatterned surfaces allowed important bioldgiicalings, among others, in the fields of
apoptosis? cell-cell organizatior! *?and polarization of cell divisioff. This was possible
owing to the recent development of cell-based a3s&yor microfluidic bioanalytical
platforms* *° by the development of microfabrication techniqueth dedicated surface
chemistry or of synthesis of amphiphilic block chymoers with dedicated surface-active
branches: *®* Commonly used microfabrication techniques to gatepned biological arrays
are based on photolithography or the use of polgthgisiloxane (PDMS) stamps or stencils
via soft lithography such as micro contact printingr stencil patternin® However, such
approaches present some limitations: (i) they reqtlean-room facilities, (ii) they cannot be
considered as flexible writing techniques as arypu& modification implies to restart the
whole fabrication process, (iii) they do not pertoittune locally and quantitatively the extent

of surface modification, and (iv) the stamping e is difficult to scale-up.
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Several solutions have been proposed to circunthiest limitations. They generally use light
or electricity as energy carriers for the chemiaativation of surfaces. In this respect,
photosensitizers or energetic deep-UV light cande to photoconvert the surface chemistry
of a material® Electrodes can also be used to functionnalize natgewith original
chemistry. Indeed, electrochemistry allows the topeaof a great diversity of chemical
reactants. It may be nicely used to modify chemenadl physical properties of different
conductivé® or insulating* surfaces. The transposition of the electrochenacsivation of
surfaces to surface patterning is made possibleuséing small electrodes (<5Qm
ultramicroelectrodes). A wide variety of microelectes have been used with a scanning
electrochemical microscope (SECM), including starf@noprobe array<,band$®) or even
pens (like the soft-styldd or the fountain pen), to write patterns of chosen chemical
functionalities onto a given surface. Then, the BE@icroelectrode probe allows to generate
a reactive species that is prone to react witmthaeerial surface. Different electrochemically
induced surface patterning strategies have begropeal using this technique. For example, it
was successfully devoted to the local etcffiigof polymers and to the local desorptidrt

or etching**! of self-assembled monolayers surfaces or for ¢alldenaturation of thin

2

protein layers? ** Such wet-lithography technique is particularlyereint for the fabrication

of bioactive surfaces and more particularly for teasy production of cell-adhesion

micropatterned surfacd 3% 4043

Among the different types of surfaces for cell-gssgolystyrene (PS) remains the most
convenient for biology because of its low cost bitscompatibility, and its compatibility with
usual microscopic techniques. It is then extengiuskd in cell culture experimentation in the
commercially available form of Petri dishes or vl plates (PS treated for cell adhesion).
A Cyclo Olefin Copolymer substrate (COC) has simgeoperties but is less frequently used
even though it is gaining more and more interesnicrofluidic devices? *°Moreover, these
materials are recommended in microfabrication mees of rigid microsystems even though
the choice of the appropriate lithographic procedsrstill currently under investigation for

these material®

The modification of P$>" and COC®°®® surfaces to enhance their adhesion properties
generally consists of their surface oxidation. &éint PS surface oxidation requires the use of
highly energetic sources such as plasma discH&rge§ or UV irradiation>>>’ However,
generally, the surface hydrophilicity of polystyeenntroduced by plasma treatment

significantly decays with time after treatméht®* Plasma treatment was shown to weaken the
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polymer backbone by allowing chain scission and ttme formation of low molecular weight

fragments, which enable the polymer to recover sbydeophobic charactéf: ®3

Microcontact printing for cell adhesion on PS hagrbalso reported. The stamping process
seems difficult to reproduce on pristine PS°but unambiguously it is efficiently performed
on oxidized PS surfac€s.0n COC, UV photopolymerization of acrylic monomersing

photomasks is also report&d.

As the different surface treatments are based ofacgi oxidation, we propose to use
electrodes to generate sources of oxidants ablmdoce hydrogenated polymer surface
oxidation. We report a versatile, easy, reprodecéid low cost method for patterning, at the
micrometer scale, PS and COC by the local generatfoa highly oxidizing source using
scanning electrochemical microscopy (see Figurdfnee highly oxidizing reagents, Ag(ll),
NOs', and OH, are tested as they can be generated at electaodesre described as efficient

1 87 surfaces.

reagents for the oxygenation of hydrogenated ssliémbled® *® or polyme
These three oxidants are generated at a microadiecand their ability to oxidize PS surfaces
on micrometric domains is studied. The efficien€yhe surface treatment is assigned by local
wettability measurements and by Fourier transfornfrared reflection absorption
spectroscopy (FT-IRRAS) and X-ray photoelectron $XBpectroscopies. The potentiality of
this electrochemical-based lithographic techniqudife science is then illustrated by testing
the adhesion of different proteins or cell typespatterned surfaces of PS Petri dishes or

selected wells of multiwell PS plates or of a CO&tenial.

Experimental Section

Materials: Silver nitrate (99.5%), nitric acid (70%), potassi dihydrogen phosphate (98%),
and potassium chloride (99.5%) were obtained frowiaBo, hydrogen peroxide (35%) and
sulfuric acid (95-98%) from Acros, potassium fegaaide trihydrate (97%) from Janssen
Chimica, sodium hydroxide pellets (97%) from Aldrjcand iron(lll) chloride (97%) from
Fluka AG. All solutions were made up in high-puriillipore water of resistivity >18
cm.

Pluronic F-127 (nonionic copolymer surfactant diiedi for use in cell culture application as
an antifoaming agent, purity >99.0%) was from SigBm@chemicals (St. Louis, MO, U.S.),
fiborinogen from human plasma, and Bovine Serum Albbu (BSA) Alexa Fluor 488

conjugate from Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.).yBolrene supports were the conventional
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35 mm diameter nontreated Petri dishes or 96-wedirotitration plates for cell culture
(Cloup).

Electrochemical Procedures:The saturated calomel electrode (SCE) was usedyidrc
voltammetric (CV) investigation; it was dipped intiee nitric acid solution and separated
from the working medium by a salt bridge containiBg5 M nitric acid. The CV
investigation was performed in a glass electrochahtell containing 10 mL of a 3.25 M
nitric acid solution and silver nitrate.

For SECM procedures, measurements were performsachail volumes (20-3QL). Since
silver salts may be oxidized in nitric acid, the/AgCl potential reference could not be used.
A two-electrode configuration was used instead:Sauth diameter UME (the working
electrode) and a 100m diameter Pt wire. A negative potential shift dbat 370 mV was
observed between this configuration and a threetrelée one using SCE as reference.

SECM experiments (tip positioning and lithograpiwdre performed on the Petri dish surface
with the Pt ultramicroelectrode (UME) tip (ratio giass to metallic radius, R&5) moved by

a homemade SECM. Parallelism positioning and agr@arves were obtained using a 5
mM solution of a redox mediator (ferrocyanide, P& with 0.1 M KCI in water as
reported elsewher&.

For SECM lithography, the UME (RG5) was positioned at the chosen distance (typically
2.5-13um) from the surface in the presence of ferrocygnideng the SECM approach
curves and then withdrawn 1w@n upward; details for this procedure are giverein26. The
ferrocyanide solution was then removed, and aftatewcleaning, the desired electrolytic
solution was added. Then, the SECM tip was movedltd downward and biased on the
oxidation plateau of the oxidant precursor (AgfiHNO3); this allowed us to electrogenerate
the oxidant. Finally, the surface was patternedsbgnning the tip above the substrate at
constant height from the PS surface and constamt ste (from 1 to 2@m s%). Potentials

and currents were controlled by a potentiostat (@M 1J Cambria).

XPS: XPS spectra were recorded using a Thermo VG SiteeBSCALAB 210 system fitted
with a monochromatic Al K X-ray source (1486.6 eV). The X-ray beam of d®x 300um
size was used at a power of 20 mA x 15 kV. The tspagere acquired in the constant
analyzer energy mode, with a pass energy of 5@@areV for, respectively, the survey and the
narrow regions. The Avantage software was useddta processing. Spectral calibration was

determined by setting the C1s peak for C-C and &t+285 eV.
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FT-IRRAS: FT-IRRAS spectra were recorded with a JASCO FBIRO type A

spectrometer equipped with a liquid-nitrogen-codl@T detector and with a grazing angle
reflectance accessory (RAS-PRO410-H) that allowndFHAS measurements with a grazing
angle of 85°. Each spectrum results from the actation of 500 interferograms with a 4
cm* resolution. The spectrometer is purged with drg earbon dioxide free air for at least

10 min before recording the spectrum.

Protein Adsorption: Patterned PS substrates were incubated at roopetatare for either
1.5 h or 2 min in protein solutions containing mesprely 250ug/mL fibrinogen in a pH 7.0
phosphate buffer (0.1 M KIRO, and 0.1 M NaOH), or 12g2g/mL BSA in PBS (phosphate-
buffered saline, 137 mM NacCl, 8.3 mM (KPP0, + NggHPOy), pH 7.4, Aldrich). The samples

were rinsed carefully with Millipore water and dtibefore further investigation.

Cell Culture: Cells were conventionally grown at 37 °C under% €60, atmosphere in
conventional media for cell culture (RPMI or DMEMonza, Belgium) supplemented with
penicillin/streptomycin (Gibco), nonessential amiacid (Gibco) and 10% (v/v) fetal calf
serum (FCS) (Biowest).

Three adherent cell lines were used: RBL-2H3, daabphilic leukemia cell lin& MV1.Lu,

an epithelial cell line originating from mink’s IgiY and RAW 264.7, a mouse leukemia
macrophage cell lin€ Cells grow in monolayers on classical commercialilable tissue
culture treated flasks and can be harvested afbeiefitreatment with trypsin-EDTA (Sigma,
St. Louis, MO, U.S.). The adherence of MV1.Lu isosger than that of RBL. One
nonadherent cell line, TAL8.1, a mouse T cell hybrma!* was also assayed.

Mouse primary cells were collected from the pesmancavity, spleen, and thymus from two
or three 4-week-old C57/BI6 mice, as describedipresty.”* " Briefly, peritoneal cells were
obtained by injecting into the peritoneal cavity the mouse 7 mL of RPMI medium
supplemented with 2% (v/iv) FCS. After a mild massayj the abdomen, the medium
containing the cells was recovered. Splenocytes tagchocytes were obtained by gently
teasing the collected organs in 3 cm diameter [Eethies in RPMI containing 2% FCS. All

cells were washed twice before use.
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Results and Discussion

Electrochemistry of the Ag(l)/Ag(ll) System in Nitric Acid:

Cyclic voltammetry of silver nitrate in nitric acgblutions was performed between 0.8 and
2.1 VISCE for 10? M silver concentration. Figure 1 presents two aminogramms obtained
in the absence and presence of silver (respectotglyes a and b). In the absence of silver, a
single plateau is observed a2 V/SCE, while an additional plateau a1.72 V/SCE is
observed when silver is present in the solutioresehtwo plateaus may be attributed to the
Ag(I/Ag(l) and NO;/NOs™ systems, in agreement with the literature in wtiteh standard
reduction potential of Ag(ll)/Ag(l) is reported a167-1.74 V/SCE" "and that of NG/NO5"

at potentials2 V/SCE.2: 7

1 1.2 14 1.6 1.8 2
E (V vs SCE)

Figure 1. Linear voltammetry of a Pt microelectrode (diamet@5um) in 3.25 M HNQ solution.
Potential scan rate = 0.1 V'sLines: (a) without silver; (b) [Ag = 102 M.

Principle of Electrochemical Oxidative Surface Miciopatterning:

The principle of the electrochemical wet-lithograpprocess we propose is schematized in
Figure 2. Briefly, a disk UME of radius= 12.5um is used to generate a micrometric source
of a desired oxidant. The UME and a Pt auxiliagetiode (serving also as a quasi-reference
of a 2-electrode system) are held in au20drop of a 3.25 M HN@electrolytic solution. To
obtain Ag(ll), the solution also contains 3M AgNOs; and Ag(ll) is electrogenerated by
biasing the UME at 1.35 V vs the Pt auxiliard (72 V vs SCE). The highly reactive radical
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species N@ is electrogenerated in the 3.25 M HN®@lectrolytic solution by applying a
potential of 1.6 V vs the Pt auxiliary to the UME.

Agl)  Ag) 0.

Ry HOY 9 HNO;
? ?H
=

? N

Figure 2. Principle of oxidative patterning of hydrogenagedymers by silver(ll) ions
electrogenerated at an UME.

Finally, these highly oxidizing species are comgaséth the hydroxyl radical, OHwhich is
produced at a microelectrode from the Fenton reoluciof hydrogen peroxide by
electrogenerated Fe(1):

H,0, + F¢* — Fe&*+ HO + HO 1)

As proposed by Shiku et af’ in a solution of 0.05 M bSO, containing 1 M HO, and 0.1 M
FeCk, the UME held at a reductive potential of 0.0 VAg¢ZAgQCI generates a local source of
Fe?*, which in turns provides a local source of H® the vicinity of the UME owing to
reaction (1). According to this strategy, an UMEswesed to generate a source of the highly
reactive OH that was stable enough to diffuse over a few miaters to locally oxidize
silylalkyl chains assembled on a glass surfate.

To micropattern PS or COC surfaces, the UME-actag micrometric source of
electrogenerated etchant, AgNOs’, or OH-is brought in the vicinity, typically 2.5-13m,

of the substrate surface. It is then scanned vgaleerating the etchant over the substrate at
this same fixed height and at a constant speeitaljpp1-20pum s ™.

The fastest way to reveal the patterns formed bgllsurface etching is to detect a wettability
contrast. This is evidenced from breath figureguffes of water vapor condensatiof})’®In a
wet atmosphere, condensed water droplets are langkcloser on a hydrophilic surface than
on a hydrophobic one. The oxidized zones are thederced as they are more hydrophilic
than the surrounding hydrophobic polystyrene. Tgpmondensation figures, such as those
presented in Figure 3A, show that water condensatmveniently allows us to estimate the
pattern widthw (10 um accuracy). Breath figures can also be used tmaist quantitatively
the surface energy. The rationalization of condémsalynamic® demonstrates that, under
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steady-condensation regime, the droplet surfacerage ¢, varies linearly with the surface
contact angle: the lowero, the more the surface is wetted and covered byleisy also, for
10° <6 < 90°:

_fi-¢?)xo0

0=+—~L— 2
1-055 @)

The estimate of the droplet surface coveragefrom the breath figure, on the oxidized
patterns is used to evaluate the oxidative treatraticiency. All the selected etchants yield
PS oxidation, which results in the formation of tgghilic patterns surrounded by the
hydrophobic PS surface.

60

o] 05 1 15
d/a

Figure 3. Patterning by SECM. (A) Water condensation figuwe$S surfaces modified by SECM.
[Ag'] =5 x 10° M, tip scan rate = 2um s (top)d = 2.5um; (bottom)d = 13um. (b) Mean contact
angle estimated from breath figures in (A) as afiom of tip—substrate distance= 2um s™.
[Ag'] =5 x 10° M.

In the absence of silver, when the tip is polariaed.35 V vs Pt (oxidation plateau of Ag(l),
~1.72 V vs SCE), no madification is detected onpbb/styrene substrate. Conversely, when
it is polarized at the NEJNO3™ redox system potential, polystyrene is oxidizegdding to a
hydrophilic pattern. It demonstrates that the tétradical is formed at the UME and that this
radical is stable enough to reach the substratacgiand etch it. However, (i) the electrode
potential is close to the electrolyte discharge iarttlerefore difficult to control and (ii) for the
same tip scan speed |(Bn/s) and tip—substrate height (&), the dimension of the pattern is
smaller (width 4Qum, Figure SI.3A, Supporting Information) with a BlGource than with a
10 mM Ad”" source (width 7Qum, Figure SI.3B, Supporting Information). As theheng
process is a slow process that develops over atiorgperiod (>1s), the diffusion inside the
solution of both etching species is mass-transtenrtrolled. Also, as a result of the slow
etching process, the reactive species expand lyrglickk in the SECM negative feedback),
resulting in wide patterns (dimension comparabl&®). Smaller patterns are expected for
chemically unstable reagents and such surfacengt¢bcusing is known as the chemical-lens

effect.® A smaller pattern is observed with N@s a lesser amount of this etchant reaches
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the PS surface. It suggests that ;N@ less stable than Af It agrees with the reported
stability of the NQ@ radical.®® From photolysis studies, the decay of thesNi@dical is
complex and a pseudo-first-order decay rate omtter of 16 to 1¢ s has been proposed.
82,83 The steady-state concentration of the unstablieabdt the PS surface (assuming an
insulating behavior process at the PS surface) m@arobtained from digital simulation
(Comsol, see Supporting Information). Accordingthie 1F to 1¢ s* decay, the average
NOs’ concentration at the PS surface facing the SE@Nst0.16-0.01 M. It is 30-0.1 mM at
a radial distance of 20m (the edge of the observed @i large pattern). The range of NO
concentration estimated numerically within the g@aitarea is comparable to the etchant
concentration provided by the 10 mM AdJME source. With the N§ source, the UME

must be held at a very close distance from thetsatbsor the most efficient patterning.

Polystyrene was also oxidized locally by the ‘Otddicals electrogenerated through the
electro-Fenton reaction (1). With a scanning tigal polystyrene surface oxidation occurs in
the same way as for silver treatment. However, ithagtant is less stable than Ag(ll) since
H,O, decomposes as soon as it is added to the Fefllilien. Such phenomenon is enhanced
in the small electrochemical cell volume (some teinsnicroliters). The current is unstable (
10° A) and higher than that used with Ag(ll) even lre presence of the NUNO;~ system
(~10"" A). Condensation patterns (Figure SI.3C, Suppgrtiriormation) are less contrasted,
which shows, according to (2), that the Odkidation yields a less oxygenated and less
hydrophilic pattern. For the same etching time apaharacteristics (RG, tip size and height
from the substrate), this qualitative comparisoncondensation figures gives a qualitative
comparison of the etchant efficiencies and” @t less efficient etchant than Ag(ll) or NO
As for NGs', the hydroxyl radical OHmay also be engaged in follow-up reactions:” @idy
react with both KO, and F&', which limit its concentration at the substratefae. In the
case of alkylsilane etching, the steady-staté @iicentration has been estimated to 50°AiM.
Such low concentration explains the lesser efficyeof the global PS surface oxidation by
HO' radicals.

The Ad™ reagent is thus the easiest source to handle @idsythe most reproducible
patterning conditions. Then, in the following, ortlye patterns obtained with the Ag(ll)

treatment are considered.

Figure 3B represents the oxidized surface contagteaas a function ofl, the separation

distance between the electrode and the PS suidater condensation figures show that

when the electrode is held closer to the PS surfdadecreases), the surface occupied by
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water droplets is larger, the surface is then niydrophilic, meaning that the oxidation is
more efficient. Under optimized patterning condigpwith A¢* sources brought at a 2ufn
distance from the PS surface, in the pattern adip&d PS, the droplets surface occupation is
about 0.90. It corresponds to a mean water coatagle of 21 + 4° within the pattern while it
is ~81° + 2° on pristine PS. The PS surfaces etched\§j sources are much more
hydrophilic than the surfaces obtained from thehietg of alkylsilanized glasses by
electrogenerated OHcontact angles >405%.It confirms that OFoxygenates less efficiently

hydrogenated surfaces than?Agr NO;".
Spectroscopic Analysis of the Surface Treatment

The oxidative action of electrogenerated*Aipns for polymer surface treatment was already
studied on macroscopic surface areas®(@MmXPS analysis showed that the maximum
amount of oxygen that can be introduced into thesi&ce is limited to about 10%, even for

prolonged treatment times.

To assess the efficiency of the treatment by elgetmerated sources of Zgt the local scale,
we have patterned nfPS surfaces with a 250m diameter tip and submitted them to FT-
IRRAS and XPS spectroscopic analysis. Indeed, FHAR is an efficient and easy to operate
analytical technique, which allows quantitative i@l inspection of the interaction of

surfaces with organic molecules or biomolecules.

Since the oxidative etching is not expected to pratee the bulk material but should be
confined at the polymer surface, FT-IRRAS analysauires the use of very thin PS layers. A
~25 nm thin PS film was obtained by an already regabprocedure based on the controlled
growth of a PS chain by atom-transfer radical pesimation (ATRP) from a gold surfac®:
% A 2 x 2.5 mm pattern was then drawn on this substrate by sognowver it a 25Qum

diameter tip generating a source ofAg

Figure 4 presents the FT-IRRAS spectra of the Awsi$ace in the patterned and unmodified
regions. The A§ PS surface oxidation results in the decrease nfidbdetween 2990 and
3130 cm?, indicating the loss of unsaturated/aromatic C-eids. Meanwhile, new features
appear at around 1030, 1265, and 3400'¢hat correspond respectively to the formation of
RCH,~OH, R,C-OH, and O-H. The band at 2900 ¢nincreases slightly (aliphatic C-H
bonds). From the decrease of unsaturated/aromatit l§ainds, a rough quantitative analysis
shows that about 30(£10)% of the 25 nm thick P&r#mas been etched.
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Figure 4. FT-IRRAS spectra of-{-) unmodified and-() patterned PS surfaces.

A thinner (5 nm) PS layer grown on Au by the samieRR procedure and locally etched by
Ag?* was submitted to XPS analysis within the pattermednmodified regions. For pristine
PS, Figure 5A shows the deconvolution into theedéht chemical functionalities contributing
to the Cls spectra region. The “Agurface treatment (Figure 5B) results in the pelym
surface oxidation as peaks relative to oxygenadedons appear at binding energies of 286.0
eV for alcohol or ether groups (C—0), 287.3 eV dtiiehyde and ketone groups<£QG) and

at 288.8 eV for carboxylic acids €L—O0). The decrease of aromatic carbong &€284.5
eV) and the decrease of the shakeup peak at 2¥1r2lative to ther—n* transition in the
aromatic rings evidence the chemical transformatibthe aromatic ring. These results are
consistent with our FT-IRRAS study and with prewoXiPS findings: attack at the polymer
backbone with formation of hydroxyl, carbonyl, acakboxyl groups and attack at the ring

with formation of phenol and possibly quinone fuows. 2% >3 > 61,8485

Ca

shake-up c-0

294 292 290 288 286 284 282 294 292 290 288 286 284 282
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

Figure 5. C1s peaks of the XPS analysis of (A) Au-PS andXBP S The different chemical
functions contributing to the signal are indicat€g; aromatic C; @, aliphatic C. Arbitrary units
along the ordinate axis.
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However, in plasmas, the mechanism is slightlyed@ht®® ®2In O,, Ar/O,, and Ar/N
plasmas, incorporation of oxygen and nitrogen fienetlities results in chain scission that
gives volatile and low molecular weight speciessdter polymer surface is thus produced,
which allows the migration of oxygen functionalfié ® and the recovery of the
hydrophobicity of the surface over time. The d#fiece between the plasma and

electrochemistry mechanisms explains the high&ilieof the Ag®* PS surface oxidation.

Based on the O/C ratio or on the ratio of oxygeshatarbon vs total carbon, the surface
oxidation estimated on two different samples isMeein 10 and 25%. This is higher than (or

comparable to) results reported earffér>? °° 61 84.85

High surface oxygenation is due to the choice lhdithinner than or comparable to the
maximum analysis depth of XPS (emitted electronamrescape depth of the order of 10 nm).
Indeed, angle-resolved XPS measurements at 0 afAdd80not show any significant
differences (see the Cls peaks, Figure Sl.4, Stipgdnformation). This confirms that all
the 5 nm thick layer has been oxidized. The oxi@atreatment is confined to the upper few

nanometers of the polymer, in agreement with FTABRnalysis>®
Model Protein Adsorption Studies

The patterned surfaces were tested toward biolbgiederial adhesion with different model
proteins and biological cells. To corroborate thhespnce of COOH functions within the
pattern, as detected by spectroscopic analysighandrole on proteins and cells adhesion, we
have submitted a patterned surface treated fowithha 0.2% (w/v) pluronic solution to the
adsorption of two proteins: BSA and fibrinogen datized with fluorescent moieties
AlexaFluor. The role of pluronic is to passivate|east partially, the untreated areas toward

protein adsorption.

Parts A and B of Figure 6 show that BSA preferdigtisinds outside the pattern. Moreover,
the amount of adsorbed BSA is much smaller on thepic treated PS than on pristine PS
(Figure 6C). Conversely, parts D and E of Figurghbw that fibrinogen preferentially binds
to the pattern. These observations show that plci@vers the untreated PS surface but not
the treated region. On one hand, they confirm tber padhesion of proteins onto the
poly(ethylene glycol) chains of the pluronic adsatlon PS surface. On the other hand, the
exclusion of BSA from the pattern is due to thecttestatic repulsion between the surface
COOH and BSA. Indeed, according to the 4.7 valueB®A isoelectric point, at pH = 7.4,
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both the pattern and BSA are negatively charge@. ddtsorption of the negatively charged
BSA is then preferred on the pluronic covered swfeather than on the negatively charged
oxidized PS pattern.

40pum 40pum

250

200 +

150 +—{

100 +—f

Fluorescence (arb. unit) |

50 +—

0 B

Figure 6. Adsorption of (A)—(C) BSA--AlexaFluor-derivatizeat (D), (E) fibrinogen-AlexaFluor-
derivatized proteins on PS surfaces. (A) Fluorese@mage on a patterned PS surface incubated in
pluronic solution, then in BSA-AlexaFluor solutiai®) Fluorescence intensity profile along the 200
um long white line in (A), corresponding condensatiddth: 50um. (C) Fluorescence intensities on
PS, PS incubated in pluronic (PS-pluronic) and iwitin oxidized pattern (Rg. (D) Fluorescence
image on a patterned PS surface incubated in plusmtution, then in fibrinogen-AlexaFluor
solution. The image is superposed on the wateramsation figure over the same patterns (spot and
line). (E) Fluorescence intensity profile along thigte line, parts of which are represented in (D),
corresponding condensation width: @5.

Profiles of the relative fluorescence intensityng@ line perpendicular to the pattern for both
proteins are shown in Figure 6B,E. First, they shbat BSA exclusion and fibrinogen
adsorption occur within a region 1.4 times widearththe patterns defined from the
condensation figure. This demonstrates that theraotion of proteins or water condensation
droplets with surfaces respond to different surfadeemical composition sensitivity
thresholds. Consequently, both characterizationsprabe different local chemical structures
and thus different local oxidation rates. Moreovke, fluorescence profiles also show that the
border of the pattern, measured by the variatioprofeins adsorption from its minimal to its
maximal value, is not sharp but represents a 15 gimbdiffuse region. This could be
explained from the presence of a gradient of chahfimctionalities and wettabilities on the
PS surface in the periphery of the pattern, whisbsdnot define a sharp but rather a diffuse
frontier between etched and unetched regidrEhese micrometric regions of diffuse and
contrasted hydrophobicities and chemical structaresexpected to yield pluronic coverages

and conformations different from those on prisft& surface.
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Cell Adhesion on Patterned PS and COC Surfaces

To test the properties of the treated areas wgharceto cell adhesion, RBL or MV1.Lu cells
were seeded at 1@ells/mL onto a patterned polystyrene plate thas ywreviously sterilized

with 70% ethanol and treated, like for protein agfon studies, with a 0.2% (w/v) solution
of pluronic.

As illustrated in Figure 7A-E, RBL and MV1.Lu cebslhere mainly onto the patterns while
no adhesion is observed on the untreated regiopsti&rn corresponding to a line-e00 or

500 um length and-60 um width was used for RBL or MV1.Lu cells, respeetiv Eighteen
hours after cell seeding, unadsorbed cells wereveth by gently rinsing the plate with the
culture medium. As can be seen in Figure 7A, sorB& Bells specifically adhere to the
patterned area: a discoidal area (left image) spmeding to the pattern is obtained when the
tip is positioned and a straight line correspondimghe pattern is obtained when the tip is
scanned. The surface covered by the cells wasasiihto be 96Qm long and 17mm wide.

On the line, some cells still strongly bind to theated area despite thorough washes (Figure
7B).

Figure 7. Cell adhesion discriminative properties of patterareas. (A)—(D) For each figure, three or
four overlapping microscopical fields (Gx40) arergesl. (A) RBL, unwashed plate, day 1 after
seeding. (B) Day 1, same as (A) after a thorougthw¢C) RBL, day 30. (D) RBL, day 3 of culture

on a plate stored for 50 days under dry conditisMV1.Lu cells, day 7.
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The same result was observed with the adherent MV&ells (Figure 7E). None of the
nonadherent mouse TLA8.1 T cell hybridomas (frompyocyte origin) bound to the pattern
(Table 1).

Table 1.Qualitative Assessment of Proteins and Cells Adimesn Polystyrene and Oxidized
Polystyren&

PS pluronic oxidized PS5
treated PS
BSA Figure 6A B ++ - -
fibrinogen Figure 6D.E + 4+ ++
REBL Figure 7A-D ++ - ++&
MV Lu Figure 7E ++ - ++
TLAS 1 - - -
RAWW Figure 9C ++ + -
thymocytes - - -
splenocytes  Figure SIS (Supporting + + -
Information)
peritoneal:
macrophages Figure 94 ++ + -
myofibroblasts Figure 9B MNDz=- + (— without
CaZ*/Mg2*)

a +: adhesion, ++ strong adhesion, - no adhesion.
b Same result on COC.
¢ Not determined.

The patterns obtained through the electro-Fentaactien are unable to discriminate
biological cell adhesion, in agreement with thealinefigure inspection, which shows that OH
oxidizes less efficiently PS than &g
When the cell monolayer is confluent, RBL celldaliéntiate and lose adhesion properties to
further grow in suspension. The removal of nonagiieRBL cells showed that some cells
still adhere to the patterned area for at leastohtm(Figure 7C). When a culture plate was
washed until elimination of all cells, reseededscstill adhere to the patterned area, even
after a long period of storage (1 year) under dmyditions (see Figure 7D after 50 days).
Since a promoting effect of residual dry secretettaeellular matrix on adhesion of fresh
reseeded RBL cells is unlikely, this result suggélsat the treatment of PS has been altered
neither with storage conditions nor with the presiccell culture. Thus, the patterned plates
may be reusable.
Additional experiments were performed on massive tmn films of COC. As for PS, the
oxidative Ad* treatment performed by SECM in the same conditmm€OC resulted in an
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hydrophilic pattern visualized by water condensat{bigure 8A). As well as for PS, RBL
cells specifically adhere to the patterned are&€¢ (Figure 8B). One day after seeding and
soft washes, in contrast to PS, the observed watithater condensation area on COC was
similar to the width covered by adherent cells.

Figure 8. Patterning of COC by SECM, [Ap=5 x 10° M, tip scan rate = 20um s (A) water
condensation; (B) RBL cells 1 day after seeding.

Adhesion of Heterogeneous Populations of Cells

Heterogeneous populations of normal primary cellsewvassayed on 3 cm diameter Petri
dishes patterned along a 90t long and 6Qum wide band. Thymocytes, splenocytes, and
peritoneal cells were seeded at 2 £ délls/mL in 3 mL of medium containing 10% FCS.

No adhesion to the patterned area was observedthyithocytes and splenocytes, even after
several days in culture, suggesting that lymphagytee main cellular type of these cell
populations, did not bind to the patterned areaorUplay—Grunwald—Giemsa staining,
scattered splenocytes, likely to be monocytes/nmnages on a morphological and nucleus :
cytoplasm ratio basis, adhered to the whole ptagevery low cell density and no preferential
adhesion area was detected (Figure SI1.5, Suppdriagnation).

With regard to peritoneal cells, some macrophadesidn was also detected on the whole
plate (Figure 9A,B), but after 7 days in culturee thigh density of adherent macrophages
allowed us to observe that these cells were, irtrashto RBL, excluded from the oxidized
area (Figure 9A). This zone of exclusion was edthéo be 95@m long and 16Qum wide.

As observed with RBL or MV1.Lu cells, the lengthsimilar to the electrochemically treated
zone but the width is larger (here about 3 timkeahtthe measured condensation width. Since
the oxidation of the PS surface is probably nofarm but rather corresponds to a gradient
from the center of the electrode to the periphierig likely that the sensitivity threshold for
cell growth is different from the sensitivity thredd for water condensation, it is also higher
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than the sensitivity threshold for protein adsanptiThe whole set of observations (water
condensation, protein adsorption, cell adhesiom¢gydifferent analyses of the local surface
chemistry and surface specific interactions. A dative assessment of protein or cell

adhesion on the different surface chemistries studi given in Table 1.

Figure 9. Cell adhesion discriminative propertiépatterned areas: (A), (B) mouse peritoneal cells
after 7 days in culture on patterned polystyremep{two different experiments,
May-Grunwald—Giemsa staining); (B) patterned areat@ngle) where only stretchy cells of
myofibroblastic type grew; (C) RAW macrophage tiek, day 7.

The exclusion of macrophages from the oxidized areansistent with the contact angle and
the surface chemical analyses (presence of COOH ahdr hydrophilic oxygenated
functionalities). Indeed, macrophages poorly adloeréydrophilic § < 30°) or anionic (such
as —COQO terminated) surfaces and show preferential adhesislightly hydrophobic (such
as polyethylene terephthalaées 48° similar to pluronic covered PS) surfacesurthermore,
the rounded shape of macrophages suggests thatiiesion on pluronic coated PS is lower
than on pristine PS where macrophages usually terspread. This adhesion is, however,
sufficient to allow the precise localization of thatterned area where no adhesion was noted.
This feature was also observed with the mouse maeage cell line RAW 264.7 (Figure 9C),
confirming that the adhesion mechanism is not aegendent on the chemical functionality

of the surface but also on the surface charge ambrane proteins specific to a given cell
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lineage. The spreading of at least two cells in pladterned area reflect the phenotype

heterogeneity of the cell line that might be redati® activated variant cells.

Toward Cell Sorting upon Selective Adhesion

At day 7 within the same heterogeneous populatfqredtoneal cells, some cells adhere and
grow in the patterned area (Figure 9B). These rlattdls morphologically looked like
myofibroblastic cells that differentiate and prefidite from rare precursors contained in the
peritoneal exudate cells. Rinsing the plate witmedium devoid of C4 and Md" ions
resulted in the loss of adherence of the myofilastit type of cells but had no effect on the
adherence of macrophages type of cells, suggegtifigrences in the mechanism of
adherence between these two cell types and derabingir for a heterogeneous cell
population, the cell-sorting potential of adjacdigicriminative areas on the same plate. It has
been shown that the modulation of surface chemisé&y monitor the proliferation and
differentiation of myoblast cells via alteration tbie integrin binding with the surfac®.The
observation of COOH functionality within the patteand the C& or Mg®* dependent
adhesion could indicate an adhesion mechanism ingplthe interaction of these ions
between the patterned surface and the surfacetoeagipthe fibroblastic cells, such as the

divalent cation binding-dependent integritis®’

Conclusion

Polystyrene and cyclo olefin copolymer surfaces awadized locally by scanning
electrochemical microscopy. In concentrated ni&gad containing an Ag(l) salt, the tip of a
SECM is biased on Ag(l) oxidation plateau to geteeraicrometric sources of the strongly
oxidant A¢* cation. This micrometric source of oxidant is suweth above the substrate
surface to pattern it. Patterns are characterizedl evidenced by FT-IRRAS and XPS
spectroscopies and from the surface wettabilitytresh between the hydrophobic virgin
surface and the more hydrophilic pattern.

Polystyrene can also be oxidized by electrogemeyat the tip either the NOor the OH
radical. The former species requires more constrigiexperimental conditions, while the
latter oxidizes less efficiently the surface. Rngtiary experiments reported here in, showed
that COC is also a suitable surface for such eleb&mical modifications.

This robust, easy, low cost and friendly procedsineuld be beneficial for the design of
permanent and reusable patterned biomaterial ®af&wing to the shape and size of the tip
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used, we succeeded in patterning individual well& ®6-well microplate. This generates
discriminative surfaces able to promote or disfaber adhesion and the growth of adherent
cells. This property is selective since some adttarells such as macrophages did not adhere
while some others such as myofibroblasts prefaaytbound. This process might be of
interest for fundamental cellular research to stdimlyinstance, cell to cell interactions as well
as for the design of new surfaces and microdevardsiomedical applications.
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3. Supporting Information

FEMLAB Simulation
The steady-state profiles of dimensionless conagafrs of a species, generated at a

microelectrode, and computed at the surface ohamlating substrate were deduced from the
resolution of the diffusion equations by the fintlements method (FEMLAB® version 3.1,
COMSOL France, Grenoble, France). The simulatiomsewcarried out on axisymmetric
electrodes and the resulting problem was computeteru2D-axisymmetric geometry. In
dimensionless form, the electrode has a radiug/ yait= 1) and RG = 5 is chosen as the
dimensionless radius of the insulating part of #iectrode, the substrate is held at the

dimensionless distance L = 0.2. The far-field bauies are taken as Rs = 200 and —Zs = 200.

The simulation consists of the numerical solutidntiee diffusion equations coupled to

chemical reaction of the electrogenerated specidenthe appropriate boundary conditions.

In a typical case, Red is transformed into Ox & 8ECM tip and Ox is engaged in an
irreversible first-order reaction to generate atkb-inactive product P at a rate k

Red— Ox +e (at the tip)

Ke
Ox—P (in solution)

The concentration distribution of Red, Ox and P @lated from mass conservation and
considering only two components for the simulat@inthe concentration distribution is

selfconsistent.

For more details concerning the boundary conditems the formulation of the problem, the

theoretical development of such situation has ladeady describetl.

Fig Sl.1a and Sl.1b present the dimensionless obrat®n profiles between the tip and the
substrate for Ox with decay rate k 0 and 100 § respectively. Fig Sl.2 shows the
concentration of different oxidants at the substmirface as a function of the radial distance
from the tip center. For Ox = Afj a value of kc = 0Swith a limiting concentration G of

10 mM were used while 3 values of kc were assage®@k = NQ' (k. = 10, 16 and 16 s%)
with a limiting concentration Cmax = 3.25 M.

! a) Unwin, P. R.; Bard, A. JJ, Phys. Chen1991 95, 7814. b) Kanoufi, F.; Cannes, C.; Zu,Y.; Bard,
A. J.J. Phys. Chem. B00Z1, 105 8951.
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Figure SI.3.Water condensation figures on PS surfaces modifiegHECM. Tip scan rate :j#n s',
d ~ 3um. Electrogenerated reagems:NO;’, B: Ag”™*, andC: OH'.
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Figure Sl.4. Angle-resolved XPS analysis of a PS oxidized sexfétigh resolution Cls peak.
pink: 0°, blue:30°.

Figure S1.5.Mouse spleen cells after 7 days in culture on pagtdPS Petri dish.
May Grinwald Giemsa staining
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4. Analyse

L’article précédent est dévolu aux applicationsldgmues de I'oxydation localisée du
polystyrene par SECM. Ce procédé électrochimiqdaital’objet d’'une étude détaillée qui

n’est pas reportée dans l'article. Elle sera déddns le chapitre suivant.

L’article montre que I'on peut générer divers casigAd ™, OH, NOg.) a la pointe du SECM,
de facon a oxyder localement le polystyréne ou@CCLes meilleurs résultats sont obtenus
avec Ag". Par balayage de la pointe au-dessus de la spdaabtient des motifs oxydés qui
ont été caractérisés par des méthodes physiques XRRRAS et mouillage). Le traitement
oxydant a pour effet de générer des fonctions ax§ge, ce qui augmente I'’hydrophilie de la
surface. Ces supports a motifs sont capables aeirdiser I'adhésion de protéines ou de
cellules. Nous avons montré qu’ils étaient robustegu’'un an apres fabrication, ils avaient

conservé leurs propriétés ; en outre, ils soniligatles.

Notre travail est préliminaire, quelques hypothéses été formulées pour comprendre les
raisons de l'adhésion de certaines cellules ques nawons testées. Néanmoins, nos
connaissances en biologie sont tres limitées at @éar plus loin, il nous semble que le sujet
devrait étre pris en main par des biologistes. GQemgre les relations entre structure
cellulaire et adhésion sur divers supports esarenent trop ambitieux, vu la complexité

des objets biologiques. Un programme plus raisdenpburrait étre de s’attaquer a une
problématique biologique réelle, comme par exengpleansmission de signaux cellulaires
sur des motifs simples (propagation de mort cefiela), la croissance contrélée de cellules
sur des motifs (neurones sur des lignes a partipalets d’ancrage...). L'intérét de notre

procédé est de pouvoir s’appliquer a tout type w@osrt, pourvu qu’il ait des propriétés

redox.
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électrochimique

1. Introduction

Dans le cas des verres fluorés comme du polystyreéness nous sommes d’abord focalisés sur
le tracé de motifs par microscopie électrochimiqumnme cela avait déja été pratiqué au
laboratoire, par exemple dans le cas du PTFE. Ensmous avons essayé de post-
fonctionnaliser les motifs pour y immobiliser destigés chimiques ou biologiques. C’est
I'objet des deux chapitres précédents.

Finalement, une approche électrochimique du mécenide réduction des verres fluorés ou
d’oxydation du polystyréne a été abordée. Sur Vlrogé, je n’ai pas été associée a ce travail,
qui avait débuté avant mon arrivée au laboratdda. contre, je me suis investie dans la
compréhension des étapes qui interviennent daziedéique d’oxydation du polystyrene, afin
de proposer un mécanisme plausible au vu des deex@érimentales. Pour cela, nous avons
principalement essayé de tirer parti des courbappibche par SECM d’'une surface de
polystyréne en utilisant des modeles décrits daridgtérature. Ces travaux font I'objet d’'un
article en cours de rédaction dont nous reprodsisplessous la version du 20 Mars 2011.
Cet article présente également une étude des paesnexpérimentaux qui conditionnent la

taille des motifs obtenus par oxydation SECM suygigrene.

2. Article

Article prochainement soumis dad$e Journal of Physical Chemistry C
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Local Oxidation of Polystyrene by Scanning Elechr@mical

Microscopy

N. Ktari,C. Combellas, F. Kanoufi*

Physicochimie des Electrolytes, Colloides et Seedmalytiques, ESPCI ParisTech, CNRS
UMR 7195, 10 rue Vauquelin, Paris, F-75231 (France)

Abstract

) Ag(l) X<y prod
(0]

Polystyrene (PS) surfaces are modified locally iglkectrochemically generated oxidant such
as Ag(ll) in concentrated nitric acid. The oxidamtgenerated at the probe of a Scanning
Electrochemical Microscope (SECM), which allowsingestigate the kinetic of the etching
by the SECM. The etching kinetics is deduced frgpraach curves and transient current-
time response with the probe held in the vicinity)anassive PS or ii) thin PS films obtained
by controlled radical polymerization (atom-transfadical polymerization, ATRP) on a gold
surface. It is interpreted by combining the homagers chemical instability of Ag(ll) with
finite heterogeneous kinetics at the substrate. gdigstyrene oxidation is established by a
limited number of active sites and the effectivie rronstant corresponds to the permeation of
the mediator within the oxidized polystyrene stauet With ATRP grown PS brushes, the
completion of the PS etching is manifested by disdectron transfer to the Au surface. The
kinetic study is then used to interpret the extd®S patterning surface as a function of the

silver concentration, the ultramicroelectrode saagmnate and the tip/substrate distance.
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I ntroduction

The treatment of polymer surfaces to increase #hesion properties has been studied since
the fifties® Different methods are proposed in the literatwech as Corona discharge,
plasma treatmerit’ and different electrochemical treatments that @edcby reductionor
oxidation.®*! Regarding the oxidation frame, different authcasehcompared the oxidation
of organic compounds by various metal salts suciCa@l), Mn(lll), Ce(IV), Th(lll) and
Ag(ll).** Ag(ll) in an acidic medium was shown to be thestiest reagent to degrade such
compounds3**The interest of Ngywas also evidenced.

A convenient way to synthesize Ag(ll) proceeds g &lectrochemical oxidation of silver
nitrate in dilute nitric acid. Nitric acid is espaity interesting because of its poorly
complexing properties, that enable to keep the highlative power of Ag(Il)}® Ag(ll)
oxidizes partially the polymer surface, which résuh an enhancement of the adhesion
properties of various polymers such as polypromyjlgrolyvinylfluoride, polyvinylchloride,
styrene-butadiene-styrene block copolymers, fulyrulated vulcanized rubber and also
polystyrene (PSY!" In the latter case, ToF-SIMS and XPS analyses detrate that the
polymer oxidation may be achieved on the polymerkbane, which introduces hydroxyl,
carbonyl and carboxylic functions or on the aromatngs, which results in phenols or
guinones functions.

In a recent paper, we have shown that PS surfaegshb® oxidized locally by scanning
electrochemical microscopy (SECM).Indeed, this technique allows to pattern different
surfaces, using a wide variety of microelectrod&.It consists of generating a reactive
species at the tip that is prone to react withrtfaerial surface. For PS, the patterning was
performed in concentrated nitric acid containimgAgy(l) salt and the tip of the SECM was
biased on the Ag(l) oxidation plateau to generageldcal micrometric source of Ag(ll). This
micrometric source of oxidant was scanned aboveitbstrate surface to pattern it. PS could
also be oxidized by electrogenerating at the tthegithe NQ@' or the OH radical’®** We
have shown that the former species requires morsti@ning experimental conditions, while
the latter oxidizes less efficiently the surfac&SXand FT-IRRAS showed that the oxidative
treatment is confined to the upper few nm of thimper and represents 10-25% of surface

oxygenation.

-122-



Chapitre 4 Article

Here, we will investigate the mechanism for thedation of PS by electrogenerated Ag(ll) by
SECM and we will study the patterns as a functidntlee different electrochemical

parameters.

Experimental Section

Materials. Silver nitrate (99.5%), nitric acid (70%), potassi dihydrogen phosphate (98%)
and potassium chloride (99.5%) were obtained frowiaBo, hydrogen peroxide (35%) and
sulfuric acid (95-98%) from Acros, potassium fegaaide trihydrate (97%) from Janssen
Chimica, sodium hydroxide pellets (97%) from Aldiriand iron (lll) chloride (97%) from
Fluka AG. All solutions were made up in high-purillipore water of resistivity >18

cm.

Polystyrene supports were the conventional 35 memedter non-treated Petri dishes. Gold
wafers covered by a thin 5 or 25 nm layer of PSewebtained in two steps: i) the
electrografting of N.—CsH,~CH(CHs)—-Br onto the gold surface followed by ii) the suné-
initiated ATRP of styrene.

Electrografting of gold wafers. The synthesis of the starting diazonium s&¥t;—CsHs—
CH(CHs)-Br (1), was previously describédGold plaques were 1-2 émieces of a 4 inch
diameter x 50Qum thickness silicon wafer coated by a 1000 A gaigt (Aldrich).

Electrochemical grafting of the diazonium salt ontike surface was achieved by
chronoamperometry for 300 s, at a potential 300 mife negative than the diazonium salt
peak potential (measured on carbon). At this p@krhe gold surface should not be covered
by an oxide layer. The gold wafers were then thghburinsed under sonication in deaerated

acetone.

Surface-initiated ATRP of styrene. CuBr (390 mg, 2.7 mmol) and a piece of the initiato
grafted gold or silicon wafer were placed into & 1L Schlenk flask equipped with a

magnetic stirring bar and sealed with a rubberwsepnd deoxygenated by a nitrogen flow.
2,2'-dipyridyl (1.17 g, 7.5 mmol) was placed intee ttwo-neck round-bottom flask, and the
flask was evacuated and backfilled with nitrogea.this flask, 10 mL of toluene was added
and this solution was stirred for 20 min underagen. The resulting solution was transferred

through a cannula to the Schlenk flask. In a se¢aodneck round-bottom flask, styrene (24
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mL, 210 mmol) was deoxygenated by a nitrogen fldbthe monomer solution was transferred
through a cannula, and the flask was held at 110Af@r several hours, the substrate was
removed from the flask, washed with dichloromethaaad sonicated in toluene and

dichloromethane.

Electrochemical procedures. The saturated calomel electrode (SCE) was usedyfdic
voltammetric (CV) investigation; it was dipped intiee nitric acid solution and separated
from the working medium by a salt bridge containiag3.25 M nitric acid. The CV
investigation was performed in a glass electrochahuell containing 10 mL of a 3.25 M

silver nitrate solution in nitric acid.

For SECM procedures, measurements were performechail volumes (20 - 30 pL). Since
silver salts may be oxidized in nitric acid, the/AgCl potential reference could not be used.
A two-electrode configuration was used instead: 5a@n diameter ultramicroelectrode
(working electrode) and a 100 um diameter Pt Wireegative potential shift of about 370
mV was observed between this configuration and raetklectrode one using SCE as

reference.

SECM experiments (approach curves, tip positiorang lithography) were performed on
glass slides or PS surfaces (Petri dishes for n&$38, or thin PS layers grown by ATRP
from gold coated Si wafers) with the Pt ultramidestrode (UME) tip (ratio of glass to

metallic radius, RG ~ 5) moved by a home-made SE®¥drallelism positioning and

approach curves were obtained using a 5¥LGolution of a redox mediator (ferrocyanide,
Fe(CN)*) with 0.1 M KCI in water as reported elsewhéte.

For SECM lithography, the UME (RG ~ 5) was posiadmat the chosen distance (typically
2.5-13um) from the surface in the presence of ferrocygnidang the SECM approach curves
and then withdrawn 150 pm upwards; details for giécedure are given in refererf@eThe
ferrocyanide solution was then removed and aftetemveleaning, the desired electrolytic
solution was added. Then, the SECM tip was movel [lI'd downwards and biased on the
oxidation plateau of the oxidant precursor (Ag()HNOs); this allowed to electrogenerate
the oxidant. Finally, the surface was patternedsbgnning the tip above the substrate at
constant height from the PS surface and constamt sate (from 1 to 20 uni's Potentials
and currents were controlled by a potentiostat (@6 1J Cambria).
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Results and Discussion

M echanistic investigation of PS oxidation.

The kinetic of etching of PS by electrogenerated*Agidant has been investigated by SECM
approach curves. As proposed earlier, the approacres with electrogenerated Zgare
obtained by holding the SECM tip at potentials esponding to mass-transfer limited
currents (E = 1.72 V/SCE). For Agolutions between 10and 7x1C M, the plateau current

is linearly dependent on Agoncentration, as depicted in Figure 1.

6

it X10nA

60 80

0 20

40
[Ag'] mM

Fig. 1. Linear voltammetry of a Pt UME (a = 12.5 um) i@8M HNO; solution. Potential scan
rate = 0.1 V 8. Dependence of the limiting plateau curreptat the plateau potential
E = 1.72 V/SCE as a function of silver concentrati

The diffusion coefficient of A D, is deduced from the slope of the straight im€&igure 1,
using the relationship for ultramicroelectrodes samansfer limited currents (I=4n F D C a,
with C the concentration of the species submittedxidation and a the UME radius). It is
found to be D = 1.60x10cn? s, in agreement with the literature value for'Amansport (D

= 1.64 x10 cn? s%).2” This confirms that the first plateau correspormag” oxidation.

Figure 2A presents different approach curves towsud PS or glass surfaces, drawn with
either Ag or Fe(CN)* as the redox probe. The approach curve of a F&csuin a Fe(CNJ
solution ¢) fits the purely negative feedback curve typicaho insulating surface, showing
that there is no redox process at the PS surfadbenpresence of the poorly oxidizing
Fe(CN)* generated at the tip (2x2®). Moreover, when the SECM tip is held at the géat
of Ag® oxidation and approached to a glass surfage the tip current also decreases
according to the negative feedback curve.
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Figure 2. SECM approach curves to PS, gold or glass surfaithsAg” at different concentrations or
2x10°M Fe(CN)* as redox probes. (A) massive PS, Au or glass sibst (B) 25 and (C) 5 nm thin
PS polymer brushes layers grown from Au surfacks. dpproach curves with Ags the redox probe
have been fitted by finite heterogeneous kineticka substrate of dimensionless ratg = k..@/D
(values given in the legend) and a chemical homeges decay rate constaptk2 s".

Conversely, when the PS surface is approachedebgaime electrogenerated?Agpn, the tip
shows a higher current for Agxidation than that observed in the two formeresas his
indicates that AY is reduced back to Agat the PS substrate, the regeneratet! difuses
back to the tip where its oxidation induces a medsa feedback current. At the substrate,
the Ad" reduction is accompanied by the PS polymer oxadaiinto PS, as schematized by
(eq 1):

Ag®t + PS — PSy + Ad' (1)

In order to confirm the reversibility of AtAg®* redox couple, we have also drawn an
approach curve to a conductive Au substrate withtih electrogenerated Agion (0). A
much higher feedback is observed, however the cdoes not fit the pure diffusion-limited
control for a conductive substrate, nor any ofttieoretical curves for finite electron transfer
at the Au substrat&. This may point to the chemical instability of Zghat can be engaged
into a homogeneous oxidation in solution beforeme® the substrate and being regenerated.
In a first approximation, it is assumed that?Aégs engaged into a first order homogeneous

reaction. The theoretical situation correspondimghte use of an instable electrogenerated
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mediator in SECM experiments has been tréaf@dand analytical expressions for the
approach curves toward a conducting substrate Iase proposetf. This situation fits quite
well the approach curve of Au with the unstablediectrogenerated Agwhen a first order
chemical decay of rate. k 2 s', is used.
The combination of the homogeneous chemical ingtamf a redox probe with finite
heterogeneous kinetics at the substrate has atsotheated theoreticalfiy. The experimental
approach curves drawn with Agas the tip generated oxidant were then compared to
simulated approach curves with % 2 $' and variable values of the heterogeneous ET rate
constant at the substrateekThese simulated curves (continuous line in FiguAe nicely fit
the experimental ones and were used to extrackitietic rate for the PS oxidation. For
[Ag*1° = 10° M (a), the PS oxidation occurs at 2.0%16m s’. It means that under these
experimental conditions, PS is oxidized at a steathy of ke{Ag*1° = 2.1x10° mol cm? s™.
For a PS density gf = 1.05 g crit and a monomer molecular weight, M= 104 g Taf an
average of 2 electrons per monomer is assumedhmrokidation process (with 100%
oxidation efficiency), then a maximum value for #tehing rate is obtained from:
V= Ko AG']°M

2p
For a 100% oxidation efficiency, the PS surfacetihied at a maximum rate of 1 nth Fhis

(2)

means that during the approach (less than 20sg,tkan 20 nm of the PS has been etched.
This agrees with the spectroscopic analyses (XRSFARIRRAS) of the etched surfaces,
which show that the etching was limited to few tefisnm, the photoelectron mean free
path’®

When the A§ content is increased from iQqa) to 10> M (0), the normalized tip current
decreases and the apparent heterogeneous ratartorgt, estimated from the approach
curves decreases accordingly (Figure 3A). Such exdnation effects on heterogeneous
kinetics are usually observed when the number oéssible reactive sites is lower than the
mediator concentratio#t,typically in the detection of cell redox activity’® or during electron
transfers at monolayer-attached redox cerifehs.the context of PS etching, the observed
concentration effect indicates that the PS oxidai® established by a limited number of
active sites. This is actually compatible with temical structure of the oxidized PS, which
consists of a hydrophilic oxygenated material pnéeg ~ 10% COOH terminatiort&. The
hydrophilic etched structure may support the transpf A¢?* and Ag ions, while the COOH
terminations provide binding sites for Ag. At the interface between etched and unetched
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PS, the surface bound Agons serve as a relay for hole injection into ohetl PS and for
the etching process propagation, as a redox cetti@ched to an interface would do. This
electron transfer might occur by electron tunngllihrough the interface. The whole etching
process is described by a succession of seveps: i partition of the A§"* species at the
interface between the electrolyte and the etcheenah P%y (eq 3) and diffusion into Rg

(i) electron transfer at the relays bound to ttehed interface between §Sand PS, Afps
(eq. 4), (iii) electron transfer between the oxidaglays Ag'ps and the virgin PS which
propagates the etched interface within the bulKd®S5).

Agz+/+Sol - Ag2+/+ Py 3)
AG* psoy + ATps 000 Ag’ pso, + Al ps (4)
Ag*'ps + PS Ofedl. PSSy + Ad'es %)
The rate of each irreversible step is given byaspective current:

is= NFADJ(AG* Tpsoy — (A Tr9/2e ®)
4= NFA KAg* Tl T ag™) (7)
i5 = NFAKetctl ag”* (8)

where [Ad] Py and [Ad']ps represent the concentration of the species at the
electrolyte/P§; interface and at the B@ZPS interface respectively, ,Os the diffusion
coefficient of the redox probe within the &Sayer of thickness d;" and FA92+ represent
respectively the surface concentration of activessat the PS/PS interface and the amount
of oxidant bound to these sites.

Then, similarly to the strategy already proposedviirkin, ¢’

the overall SECM proceeds
under steady-state with an effective heterogeneaigsconstant, k&, which is given as the
reciprocal sum of terms characteristic of eacthefihdividual processes described.

1Kapp= 2/P + 1T + [AG T Keted™ (9)

with 2/P=2e/KQ} and K the equilibrium constant for the partitionAm>*"" ions between the
solution and P& phases.

It is then predicted that the reciprocal of the appt rate constant,d extracted from the
approach curve should increase linearly with thg'TAsolution content. This nicely fits the
observed apparent heterogeneous rate constanhedttfmr PS oxidation as shown in Figure
3B. From the slope of this linear variation, théeraf PS transformation ekl rel, IS about

2.2x10° mol cm? s*. If 1 relay is assumed to be present per monométr which is
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consistent with the amount of COOH groups per carbtom estimated by XP$§,the

maximum rate for PS etching is about 1.1 im s
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Figure 3. Variation of the heterogeneous rate constagf,dktracted from the approach curves with
(A,B) the Ag concentration for all PS substrates and (C) théhiR&ness for thin layer of PS brushes
on Au for [Ag7° = 0.01 M.

However, in this analysis, permeation was consdlasenegligible. This is likely true for low
etchant concentrations and thin ;R3ayers. In order to test such hypothesis, we have
investigated the oxidative etching of nanometen-thyers of PS. These layers were obtained
from the controlled radical polymerization growthh BS from Au surfaces, as reported
previously*®

The approach curves to 25 and 5 nm thick PS film#&w are presented in Figures 2B and C,
respectively. As reported previously, these sudabehave as insulating substrates for
Fe(CN)* (+) as this hydrophilic anion cannot permeate therdpitobic polymeric structure
and reach the Au electrodeConversely, the approach curves with the electregged AG'
mediator show significant feedback currents (FiguzB,C), as for the massive PS substrate

(Fig. 2A). The approach curves are again fittedhwhie theoretical curves taking into account
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both finite heterogeneous kinetics at the substeatd homogeneous instability of the
mediator (k = 2 $%). The variation of the effective heterogeneous mmnstant with the Ag
content is presented in Figures 3A and B for bhth films. At low Ag" content (< 1§ M),

the approach curves resemble that of massive Rifating that the etching proceeds
similarly for all PS substrates. This is consistenith eq. 9, which predicts that at low
concentration, the thickness of the etched matesiadmall and the permeation term is
negligible; it ensures that, at these concentratitime etching process is mainly governed by
the electron transfer step (5). When the conceaotras increased, the rate constant is higher
than for massive PS and the thinner the PS layerhigher the {; value for a given [A§°.

A possible explanation for these results is relatethe completion of the etching of the PS
layer and possible direct ET to the Au underlyingstrate. Then, the effective rate constant
corresponds to the permeation-controlled transpbthe mediator in the RSlayer and to
direct electron transfer to the Au surface. Thisygtion is now possible as the oxidized PS
structure is rendered more hydrophilic and shoulowathe partitioning and transport of
agueous species. Indeed, if redox mediators ansgoated within polyglycidylmethacrylate
(PGMA),*® more favoured transport is expected within thedized polymer, PS, which
presents a higher hydrophilicity (contact an§les 20° compared to 50° for PGMA and 90°
for pristine PSY2*®In this high concentration regime, the electremsfer to the Au substrate
is expected to be fast and the process will be m@geby mediator permeation. This is also
sound as at the highest4™ Ag" concentration, the effective heterogeneous ETfaatthe

5 nm thick PS layer (Figure 3@) is inversely proportional to the polymer film ¢kness
according to eq. 10:

1/knet = 2e/KD, (10)

An approximate permeation rate, KB 2.9x10° cnt s7, is found in agreement with the
hydrophilicity of PS4, which is higher than that of PGMA and comparablé¢hat of cation
exchange Nafion membranes containing cationic redesiators” The facilitated transport
within PSy is also validated from the observation of Fe(€N) transport. Indeed, for the
approach curve of the 5 nm thick oxidized PS Iqygrthe tip current is higher than on the
same unetched PS laye)) (same for the 25 nm thick oxidized (not shownuaoetched «

Fig. 2B) layers). A rough estimate of the Fe(6\) species permeation-controlled transport
is obtained from this single approach curve. laout 8x10* cnf/s, that is much less
efficient than for A§™”*, in agreement with the possible charge repulsietween the
negatively charged ferrocyanide and carboxylataitgtions of P§&.
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To corroborate the effect of ion transport withie etched polymer layer and direct ET to the

Au surface, the transient etching of both thin B$gets was tracked. Once the tip has been
positioned at a given close distance from the Rfase its current is monitored as a function

of the time elapsed for the electrogeneration of A@ve assume that the approach curves
used for the tip positioning did not etch to a meat extent the thin PS layers, and the
starting of the tip current recording (t=0 in Figu¥) corresponds to the end of the positioning
procedure. The transient variations of the tip eoirfor the 25 and 5 nm thick PS brushes

layers are depicted in Figure 4 (respectively @n# blue lines).
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Figure 4. Transient evolution of the SECM tip current while@rogenerating 0.01 M Agat d = 5.5
and 3 um, respectively from a 25 and 5 nm thin &1gnper brush layer on Au. Arbitrarily t=0 s
corresponds to the end of the tip positioning pdoce (approach curve).

They show that after an induction timg the tip current increases as the time goes onfand
the thinnest 5 nm layer, it reaches a steady vdlbe. induction period corresponds to the
etching of polymer layers thinner than the polynieckness. When the ET to the underlying
Au surface is possible, the tip current starts rior@ases until the whole layer has been
consumed. The induction time increases with thgrpet layer thickness. It is approximately
20 times higher for the 5 times thicker PS layergreement with a diffusion-limited process
where a 3=25 times slower process would have been expeAtedore quantitative analysis
of the kinetics of the PS etching is delicate asofi the thinnest layer, the etching has likely
started during the tip positioning procedure amdf@r the thickest layer, the plateau of the
steady current value corresponding to the permediifusion controlled transport into the

completely etched layer has not been reached, a&ten600 s of etching.
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Patter ning of PS surfaces.

The SECM mechanistic investigation of the etchimghin layers of PS is instructive as it
shows how permeation affects the overall SECM kisett is shown, for example, that for
[Ag'] < 5x10° M, the etching is independent from the permeat&nP$, is likely thinner
than 5 nm. For [A§=107M, PSy is thinner than 25 nm but comparable to 5 nm. Mdoee,

the recording of the transient current during thehiag process shows that the complete
etching of a 5 nm thin layer of PS (over an apprate 150 um diameter disk) requires 200 s.
This indicates that the oxidation completion is exyvslow process and that for efficient
patterning experiments, the SECM tip has to berssduslowly over the PS surface.

For SECM patterning, the tip was polarized on tk&lation plateau of Ag(l) or N and
scanned over the surface at a fixe@nd tip scan rat®, Patterns were observed from surface
wettability contrasts evidenced by water condensdfi*’ The oxidized zones are indeed
more hydrophilic than the surrounding PS and ined atmosphere, water droplets are larger
and closer on the oxidized zones than on unmodi@dTypical condensation figures such as
that presented in Ref 18 (see Fig. SI1 in Suppgrtinformation), show that water
condensation is a convenient method to estimatpdttern widthw (5 pum accuracy).
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Figure5. Patterning by SECM. Width of the etched zone famation of (A) silver concentration,

(B) tip scan rate, (tip-substrate distance. J&A=2 pm &. RG =3 (1), 4 (A, 4) and 3-5 ). d/a=
0.26 (1), 0.28 ¢), 0.48 () and 0.30-0.40x). Ep = 1.35 V (4, A, ) and 1.40 V §). (B) [Ag'] = 10?
M. Ep = 1.35 V. ¢): RG = 3.5d/a= 0.31. &): RG = 3-5d/a= 0.30-0.40. (Cy =2 pm &.
[Ag'] = 5x10° M.

-133-



Chapitre 4 Article

Figure 5A shows thatv increases slightly with [Ag(l)], but owing to thdifficulty to
reproduce the experiments and especially the fistsate distance, it is not reasonable to
analyze more quantitatively the results in the eaingestigated. In the absence of silver, when
the tip is polarized on the oxidation plateau of(lA\gho modification is detected on the PS
plaque(o), but, when it is polarized at the NMIO3™ potential(¢), PS is oxidized. In this case,
the nitrate radical degrades PS chains. At the satential and in the presence of silver, the
effect of the two species Ag(ll) and M@re cumulated, which results in larger patterrihén
same time for the same distanEl®ewever, such potential that is close to oxygengian is
more difficult to control.

The influence of the tip scan rate,shows that fow > 30 pm st (v*? < 0.2pm™*? s3, no
pattern is observed, whilst for <10 pum s', w depends linearly ow*? (Figure 5B). This
result may be correlated to that observed whencieduPTFE. For PTFE, the results were
rationalized by considering that the patterns welb¢ained along a diffusion controlled
process and the pattern width was shown to vasatly withav%2. Here,a was not varied,
but we may assume that a similar law was follofed.

Figure 5C represents the width of the pati@jras a function ofl/a (a, UME radius). When
the tip-substrate separation distadézincreases, the width, w, i) increases at shorrstjon
distance @d/a < 0.5) and ii) decreases faFa > 0.5. We have recently investigated the
influence of the tip-substrate separation distance pattern dimensions for patterning
processes performed under steady mass-transfer irathe ideal cases of insulatfigand
conducting® substrates. It is shown that during the pattermihgn insulating substrate with
an unstable electrogenerated etchant, an incrdadf oesults in a decrease of the pattern
dimension as long as the pattern dimension is em#ian RG, because of the decrease of
mass-transfer hindrance by the substrate. Conyefsela conducting surface, the increase of
d/a yields an increase of the pattern width, as tlgemeration of the tip-electrogenerated
etchant is less focalized owing to better radieildion. These limiting situations do not apply
here as the PS etching is performed under inteateedharge transfer. However, the change
in trends observed fod/a ~ 0.5 could be discussed according to the formmaitihg
behaviours in term of change of feedback regimerwtiee distance is changed. At the
smallest distancesdfa < 0.5) the PS etching regenerates’ Apecies and the observed
increase of w wittd/a is similar to the variations predicted for a coctilig (regenerating)
surface. Conversely, at high distancda(> 0.5), owing to the instability of &g the PS

etching regenerates less efficiently’Aban at shortl/a. The decrease of w wittia is then
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also consistent with the behaviour observed at reulating surface in the absence of
regeneration. This is also consistent with theidaiffy to evidence any modification on the
surface ford/a> 1.2 because of the instability and the shaettiihe of AG™.

Conclusion
Electrochemistry may be nicely used to modify theerical and physical properties of
hydrogenated polymers surfaces to improve theiesidn properties. Here, we have focused
on the local modification of PS surfaces since #8fien used for the microfabrication of
rigid microsystems.
Different ways to modify locally PS surfaces byottechemically generated reactants such as
Ag (Il) in concentrated nitric acid, NOor OH are described. The reactant is generated at the
UME probe of a Scanning Electrochemical Microsc(ECM). The systems of NOor OH
are less stable and oxidize less efficiently tiréase.
The kinetic of etching of PS by electrogenerated*Aaxidant has been investigated on i)
massive PS and ii) on thin PS brushes obtained BRFAon a gold surface. The SECM
approach curves of electrogenerated‘Agere interpreted by combining the homogeneous
chemical instability of A (along a first order homogeneous reaction) withitdi
heterogeneous kinetics at the substrate. Duringpipeoach (less than 20 s), less than 20 nm
of the PS has been etched. This agrees with tletrepeopic analyses (XPS and FT-IRRAS)
of the etched surfaces. Actually, the PS oxidaisoestablished by a limited number of active
sites and the effective rate constant correspamdset permeation of the mediator within the
oxidized PS structure. When thin brushes of PSetthed, the permeation limitation is
observed through direct electron transfer to théeudging Au surface. Such permeation is
possible as the oxidized layer is rendered moredpdlic and allows the partitioning and
transport of aqueous species.
The patterns are evidenced by the surface wetiabdntrast between the hydrophobic virgin
surface and the more hydrophilic pattern. The we#ke silver concentration and the faster
the scanning rate, the thinner the pattern. Theuente of the tip/substrate distance is
rationalized by the extent of regeneration of Agthe substrate.
Since this procedure generates discriminative sesfaable to promote or disfavour the
adhesion and the growth of adherent cells, it shbel used in fundamental cellular research
to study, for instance, cell to cell interactions well as to design new surfaces and

microdevices for biomedical applications.
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3. Supporting Information
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Figure S11. (from Ref 18)Patterning by SECM. a) Water condensation figureB$® surfaces
modified by SECM. [Ag] = 5x10°M, tip scan rate =2 pm &, A:d= 2.5 um, Bd= 13 pm. b)
mean contact angle estimated from breath figurgsd2 a function of tip-substrate distance.
v=2pum#&. [Ag'] = 5x10°M.

4. Analyse

Différentes voies électrochimiques d’oxygénatiorcalisée par SECM de surfaces de
polystyréne ont été testées. Malgré la complexié systémes Ag /Ag" et NQ/NOs3,
I'établissement de courbes d’approche par micrdscélectrochimique met en évidence la
relative stabilité de I'ion AF. L'oxydation directe du polystyréne par le radicitrate en
absence d’argent est plus délicate car le potedtiedysteme NENO; est plus difficile a
contrbler. Le polystyrene peut également étre oxhmtalement par en fabriquant des
radicaux hydroxyles réaction de Fenton électroggméte systeme est également moins
stable et oxyde moins efficacement la surface.

Les courbes d’approche de la surface en générafit) Agla pointe du SECM permettent
d’étudier la cinétigue de I'oxydation du polystyeerDans ce cas, nous utilisons un film de
polystyrene de 5 ou 25 nm obtenu par ATRP sur Wstsat d’or. Nous interprétons les
courbes SECM en considérant qu?Agst un réactif instable qui se décompose en soluti
selon une réaction du premier ordre et que l'atade la surface par ce réactif suit une
cinétique hétérogene finie au substrat. La vitebagtaque du polystyrene en profondeur
confirme les résultats obtenus par spectroscopis &t IRRAS. La cinétique est régie par la
perméation de I'espéce rédox dans le film de potgno&ydé qui est plus hydrophile que le

polymere de départ, ce qui permet le partageteatsport d’especes en solution aqueuse.
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Nous avons ensuite utilisé ces réactifs pour oxjatlement des surfaces de PS. Les motifs
oxydés étant plus hydrophiles que la surface viergas avons utilisé la condensation d’eau
comme moyen de visualisation et de mesure degdailes modifications réalisées. Nous
montrons I'effet de la concentration en argentladeitesse de balayage de la microélectrode

et de la distance de celle-ci par rapport au sabstrr la taille des motifs.
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Chapitre 5 : Immobilisation de nanoparticules sws dsupports

modifiés

1. Introduction bibliographique

Aujourd’hui, l'utilisation de nanomatériaux ou danostructures est en plein essor. L'intérét
est lié a leurs propriétés physiques et chimiquesmionnelles, différentes de celles du
matériau massif [1].

Récemment, 'immobilisation de nanoparticules at i@ssemblage sur des matériaux en une,
deux et trois dimensions ont suscité un vif intéeét raison de multiples applications
envisageables dans différents domaines : catalgetection, optique, électronique,
biochimie... [2-9]

De nombreuses stratégies ont été utilisées pour obiliser différentes sortes de
nanoparticules sur des surfaces solides diverseprdmiere est la modification de la surface
du substrat par certains groupements fonctionnetsnee les thiols, pyridines, amines, ou
carboxyles qui ont une affinité chimique pour leanoparticules. Par exemple, la
modification de surfaces de verre avec des thidéés a été initialement utilisée pour
ameliorer I'adhésion d’un film d'or lors de son @kgous vide [10]. Plus tard, cette approche
a été etendue pour immobiliser des nanoparticusgeht, d'or et d'autres métaux sur, par
exemple, le verre, le quartz, le silicium et desases d’'ITO [11-14].

Dans une stratégie alternative, les nanopartialles-mémes peuvent étre fonctionnalisées et
immobilisées par la suite sur des substrats prasentes affinités fonctionnelles sur leur
surface [15-18]. Par exemple, Yamanoi at[18] ont décrit I'immobilisation de
nanoparticules d'or fonctionnalisées par desalkéne-1-thiols en mettant en jeu une
interaction covalente avec les hydrogénes termirdiure surface de silicium (111). Une
autre approche est l'utilisation d'une interact@ectrostatique entre des groupements de
charges opposeées, via l'adsorption de polycatigadyanions [19-23]. Notons les travaux de
Yuri Lvov [21, 22] qui traitent des assemblagesat@mupar couche de nanoparticules de silice s d’
polycation (le poly diméthyl diallyl ammonium). Qeotocole implique l'optimisation de la
densité de charge du polyélectrolyte et de la sarfdes nanoparticules en contrdlant par

exemple la valeur du pH.
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C’est dans ce cadre que se situe ce travail, laibjétant d’étudier 'immobilisation de
nanoparticules magnétiques fonctionnalisées sursddaces modifiées, notamment sur les
substrats de polystyréne que nous avons modifézddment. Ces entités fonctionnelles font
I'objet d’une recherche intense en vue de leur@ttgotentiel dans différents domaines.

Parmi tous les défis qu’elles se proposent de eelewne application semble particulierement
stimulante : la fonctionnalisation de particulesgmétiques pour la reconnaissance de tumeurs
cancéreuses, suivie de l'application d’'un champ métgue pour chauffer les particules et
détruire ainsi les cellules malignes [24].

Nous commencerons ce chapitre par une bréve diesorige la procédure de synthése des
nanoparticules cceur-coquille que nous avons wBis€éEnsuite, nous traiterons et
caractériserons I'immobilisation de ces nanopaeggur des surfaces conductrices que nous
prendrons comme surfaces modeéles. Ces surfacesit spréalablement modifiees par
électrogreffage d'un sel de diazonium. Apres avd@gposé la premiere couche de
nanoparticules, nous examinerons rapidement I'éaditd d'y assembler une deuxiéme
couche puis de décoller I'ensemble. Enfin, nousligpgrons cette immobilisation sur des

surfaces de polystyrene modifiées localement (thespprécedents).
2. Les nanoparticules fonctionnalisées cceur-coquilleefO;@SiO,

Nous avons choisi d'utiliser des nanoparticules recequille FeOs@SiO, fonctionnalisées
par des groupements amines et polyéthylene ghRBIl5). Elles nous ont été fournies par
Bruno Teste (doctorant, PECSA), qui les synthéase collaboration avec Jean Michel
Siaugue (maitre de conférences, PECSA). La synttes@anoparticules fut publiée en 2009
dans « Journal of Magnetism and Magnetic MaterndR5].

Brievement, des nanoparticules de maghémiieefOs) de 7 nm de diametre sont obtenues
par co-précipitation en milieu basique d’'un méladgechlorures ferriques et ferreux selon le
protocole de Massart [26]. Les nanoparticules abgnues sont ensuite fonctionnalisées par
des anions citrates avant d’étre dispersées aliséals en milieu aqueux a pH 7.

Ces nanoparticules modifiées subissent par la suiégepremiere étape d’enrobage par une
couche de silice selon le procédé sol-gel. La ®\g@tde cette enveloppe de silice est réalisée
dans un mélange d’éthanol et d'eau (2:1) a paitin dlkoxysilane, le tetraéthylorthosilicate
(TEOS). La condensation de cet organosilane eséenen milieu basique par ajout d’'une

solution aqueuse d’ammoniac.
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Durant cette étape de synthése, il est possiblecalporer un fluorophore au sein de la
couche de silice. Pour cela, on dérive I'organasilaminé (APTS) par un fluorophore
fonctionnalisé par une fonction isothiocyanate :

Fluo-N=C=S + H,N(C,H,)Si(OR), Fluo-NH-CS-NH(C3H6)SI(OR),
APTS APTS

Cet organosilane fluorescent (APT$eut étre condensé en méme temps que le TEOS.

Le schéma 1 résume la premiére étape de la sgntiessnanoparticules coeur magnétique /

O TEOS
+ APTS*

1-Fe,0; 7Fe,C: @8I0,

couche de silice.

Schéma 1 Synthese des particules coeur/coquilEe203@Si@fluorescentes en milieu éthanol/eau
et en présence d’ammoniac

Dans un second temps, la couche de silice estidmmetlisée conjointement par la
condensation de deux autres organosilanes (chaéneslyéthyléne glycol (PEG) et fonctions
amines) en présence d’'une nouvelle fraction de TEOI®¥ma 2).

- PEG : 2-[méthoxy(polyethyleneoxy)propyl]trimethaiane (PEOS)

- Fonctions amines : 3-Aminopropyltriethoxysiladd>TS)

Les chaines de PEG (4-6 motifs éthylene glycol)odppt au systeme une stabilisation
stérique tandis que les fonctions amines, au-déd&sdrer la stabilité colloidale par

interactions électrostatiques, constituent de Isites de greffage covalent.

HEN NH;
TEOS 0
\OHA{'\,Ol\A ,I' \/hg -
APTS /PEOS Lyt
1-Fe,0,@Si0, HN NH;
1¥e,0,@Si0,
NH,/PEG

Schéma 2:Fonctionnalisation des nanoparticulesFe;O;@SiG fluorescentes en milieu éthanol/eau
et en présence d’ammoniac

La réaction de condensation de la coquille de esike déroule pendant une nuit et la
suspension de particules est ensuite déstabiliagedepdiéthyl éther. Un précipité rouge se

forme alors puis il est séparé par un champ magmnetiLe précipité est lavé deux fois avec
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un mélange diéthyl éther : éthanol (15:1) avantre’édispersé dans une solution tampon de
pH 7.5 (10 mM de MOPS (acide 3-(N-morpholino)progsauifonique).

Les nanoparticules cceur-coquille synthétisées pattaille physique d’environ 35 +/- 6 nm
et sont chargées positivement. Leur densité degehanperficielle peut étre contrélée en
variant la proportion molaire de 'APTS par rap@rtPEOS ; nous avons laissé la quantité de
PEOS constante en augmentant la quantité dAPTS8ta ge 1:1 APTS : PEOS. Il y a alors
environ 1200 fonctions Nipar nanoparticule.

Les solutions de nanoparticules amino- et PEG ioncalisés ainsi obtenues, de
concentration approximative de 3.1 x“1fanoparticules mit, sont stables pendant plusieurs

mois.

3. Immobilisation de nanoparticules sur une surface «nodele »
3.1. Principe et intérét

Notre objectif est d'utiliser une surface modeélenauactrice pour y greffer de fagon
reproductible des groupements carboxyliques viardduction cathodique d'un sel de
diazonium (le 4 carboxyphényl diazonium tétraflimmate). La réduction de sels
d’aryldiazonium conduit au greffage covalent desuges aryles correspondant a la surface
de I'électrode. Ces groupements pourront s’assqaerinteraction électrostatique avec les
groupements amines greffés sur la coquille despmatioules.

Les études ont été réalisees sur des électrodestdte carbone vitreux. Deux techniques
électrochimiques de greffage ont été utlisées: \altamétrie cyclique et la
chronoampérométrie. Nous avons ensuite analys&dashes greffées par électrochimie,
spectroscopie IRRAS et ellipsométrie. Ces analgsmsrochimiques et physiques de surface
nous permettront d’étudier 'immobilisation des aparticules sur ce type de substrat et la
nature des forces d’interactions qui peuvent yrugeir. Aprés cette étape sur des surfaces
modeles, nous tenterons d’appliquer la méthodeaawles surfaces de polystyréne que nous

avons modifiées localement.

3.2.Préparation de la surface modifiee par électrogretige des groupements

carboxyliques

Les voies de synthése pour le greffage d'une coumganique sur une surface sont
nombreuses et ont fait le sujet d’'intenses reclesrclans le domaine des surfaces.
Notre stratégie s’est basée sur I'électrogreffage peduction cathodique de sels de

diazonium. Cette méthode, proposée en 1992 paorraisal. [27] a été initialement utilisée
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sur des surfaces de carbone vitreux pour formecdeshes de phényles compactes. Ensuite,
elle a été généralisée pour étre appliquée auxuxéf8], semi-conducteurs [29], oxydes,
nanotubes de carbone [30] ainsi qu'au diamant §1du Téfloff localement carbonisé par
électrochimie [32].

C’est une méthode de greffage électrochimique eowdlasée sur la réduction de sels d’aryl
diazonium par application d'un faible potentiellmadique. Comme c’est décrit sur le schéma
3, elle permet de former a la cathode des radicaybes, avec dégagement de. NCes
radicaux, étant instables, réagissent avec la gurfie la cathode pour former une liaison
covalente. Cependant, dans certains cas (sur diexesi de métaux réducteurs), le greffage
peut étre spontané [33]. Il peut aussi étre débiempar des réducteurs en solution [34] ou par
ultrasons [35].

La réaction conduit généralement a une multicoudésordonnée. En effet, les radicaux
aryles formés peuvent réagir aussi bien avec léaseirqu’avec une couche greffée (cf.

schéma 3 ), d’ou la difficulté de contréler la sture de la couche.

2

+e—>

Au

(0]
Au
c OH

\ OH +
(0]
O W
OH o
Au - //O D . //
o\ /N, o

Schéma3 : Réduction de sels de diazonium et formation deienulthes a la surface de la
cathode (dans notre cas, il s’agit de I'or ou delbzmne)

-144-



Chapitre 5 Immobilisation de nanoparticules sug slgpports modifiés

Le greffage électrochimique des sels de diazonierfai le plus souvent dans I'acétonitrile,
avec comme sel de fond NHRBF,. Nous avons retenu ce milieu car il stabilise dets

d’aryldiazonium.

3.2.1. Choix du substrat

Le greffage de couches organiques par électrochmdieessite l'utilisation de surfaces
conductrices électroniques. Nous avons utilisé éestrodes batons d'or et de carbone
vitreux présentant une surface utile de quelque$.@es deux matériaux sont communément
utilisés pour I'électrogreffage des sels de diazoniPour d’autres caractérisations physiques,
qui nécessitent un meilleur état de surface, neossatravaillé sur des wafers de silicium
recouverts d’une fine couche d’or de 100 nm d’é&mais et de quelques éme surface. L'or,
historiquement le plus utilisé pour fabriquer deaténiaux multicouches, est un métal
relativement inerte, qui peut aussi étre greffémipuement. Sa faible rugosité et son
caractére réfléchissant permettent un excellentraste avec les milieux organiques. Il est
donc un matériau de choix pour les techniques tlecti&ité telles que I'éllipsométrie et
l'interférométrie. Nous pouvons aussi, grace acamactere réfléchissant, contréler la chimie
de surface par spectroscopie infrarouge en modé&8RRéflexion-absorption ou réflexion a
incidence rasante). Cette technique permet, en, sifie un tel substrat, I'analyse de dépbts
trés minces de matiére organique.

Avant de commencer les modifications de surfaces, d’ faut nettoyer le substrat dans une
solution de piranha (70 % d’acide sulfurique comeret 30 % de peroxyde d’hydrogéne)

afin d’éliminer les composants organiques evergugdint présents a la surface.

3.2.2. Greffage par voltamétrie cyclique
Lorsqu’on réalise une voltamétrie cyclique, a paiti potentiel de repos d’une électrode vers
les potentiels négatifs, dans un électrolyte quitient un sel de diazonium, on observe la
réduction du sel de diazonium.
La figure 1 représente deux voltamogrammes sudsesbienus lors de la réaction du 4

carboxyphényl diazonium sur un wafer d’or.
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Figure 1 : Voltamétrie cyclique d’'un wafer d’or dans une sian ACN + 0.1 M NBuBF, + 2 mM de
4 carboxyphényl diazonium. (a) premier cycle, (@ixieme cycle. Référence ECS

On observe sur le premier voltamogramme une vagtiedique large et irréversible agp

= -330 mV/SCE qui correspond a la réduction codeedu sel de diazonium en radical aryle.

Ce dernier réagit aussi bien avec la surface qu’'ave couche greffée selon le mécanisme
illustré dans le schéma 3. On assiste alors a imgsance du film en multicouches. Lors du

deuxieme balayage, la vague disparait compléterteentjrface étant déja quasi-bloquée par
le greffage des groupes aryles.

Le méme phénomene a été observé sur les électratmsd or et de carbone vitreux.

3.2.3. Greffage par chronoampérométrie

Apres la détermination par voltamétrie cyclique destentiels de réeduction du 4-
carboxyphényl diazonium sur la surface de chagbetsat, nous avons suivi le greffage par
chronoampéromeétrie. Pour cela, nous imposons wenpel ou le greffage doit avoir lieu, E =
Epc - 300 mV, pendant un temps suffisamment longi(H.

Examinons le cas de la réduction du 4 carboxyphéiagonium sur une surface d’or (figure
2). Dés gu’'on lance la mesure, on observe un coumgortant qui chute considérablement
pendant les premiéres secondes. Ensuite, le cooamtinue a diminuer progressivement
jusqu’a atteindre un plateau de valeur trés faiBle.comportement traduit, d’'une part le fait
gue le greffage se déroule essentiellement pendatemps trés court et, d’autre part, I'arrét
ou la fin du processus de réduction du sel de diano, suite au blocage ou a la saturation de

la surface par les groupes greffés.
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Figure 2 : Chronoampérométrie sur un wafer d’or dans uneisol8CN + 0.1 M NBuBF; + 2 mM
de 4 carboxyphényl diazonium. E = -0.6 V. RéférdbCsS.

Dans certains cas évoqués plus loin, nous chossidenne pas saturer la surface du substrat
par les groupements aryles en faisant varier lesnpetres du greffage (temps plus court et
potentiel moins négatif).

3.3. Caractérisation électrochimique de la surface modiée
Le greffage des groupements aryles sur la surfacubstrat conduit a un film qui comporte
des défauts structuraux. L’électrochimie se préten ba lidentification, voire a la
guantification de ces défauts. Par exemple, on peaéder par voltamétrie cycligue aux
caractéristiques du transfert électronique enteendarqueurs rédox, connus pour donner lieu
a un transfert de charge a sphere externe (afimedeas induire de complications cinétiques
supplémentaires), et la surface modifiée. Selomakare du dépét sur I'électrode (structure,
compacité, présence de défauts, électrostatiquesudiace), divers modes de transfert
électronique ont été identifiés.
Dans notre cas, nous ne considérons que le traddéetronique direct entre la sonde et le
substrat (transfert diffusionnel) & travers desadésf (pinholes) étant donné que I'on forme
une multicouche suffisamment épaisse pour défasodautres modes comme ['effet tunnel.
Nous supposons donc que le transfert électroni¢udieu qu’a travers les pinholes dont la
taille est plus grande que la taille moléculairs slendes redox utilisées.
Le recouvrement surfacique de I'électrode par lm fgreffé peut étre quantifié par le
parametred; (1-0) correspond au pourcentage de pinholes. Diverga®ehes théoriques ont

éte décrites dans la littérature [36-39] pour misééle transfert électronique par les pinholes,

[l] Le mot pinhole en anglais signifie le chas d'anguille.
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gue l'on considere uniformément répartis en surfaterésentent une géometrie simple
(disque). Notons la théorie d’Amatore en 1983 [88f a permis de relier le taux de
recouvrement, la dimension des pinholes, leur &spant et la constante de transfert
électronique (k).
En admettant que tout le courant passe par legspdenfaible dimension ou I'électrode est
nue, il a été montrgue pour un grand recouvremefiz(1), la diminution de la constante de
transfert de charge apparente est reli@eest donnée par I'expression suivante [39]:
ks=k°(1-6) Q)
Ou k°et kssont les constantes de transfert de charge, massuméée substrat nu et sur substrat
modifié, respectivement.
D’autre part, en voltamétrie cyclique [40] et paur systéme quasiréversible, la constante de
transfert de charge est reliée a la vitesse deydgday, au coefficient de transfett et au
déplacementhEp (différence entre les potentiels d’oxydatiordetréduction) par la relation

suivante :
(22)"s,

Y= F—= 2)

Jﬁﬂgggv

avec¥ un parametre cinétique adimensionnel qui ne dépele du déplacemenEp pour
0.3 <a < 0.7.D, et Dr sont les coefficients de diffusion des especesxrétiosolutionf est
la constante de FaradayTela température en Kelvin.
La méthode de Nicholson [40] consiste alors a déter une constante apparentg, gour
un systeme quasi réversible en étudiant les vanstileAEp avec la vitesse de balayage, v.
Ainsi, on peut tracer pour différentes valeurs delés courbes théoriques de log v AER)

(figure 3)
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logvy

Figure 3 : Variation deAEp en fonction de log pour différentes valeurs de.k
Calcul basé sur I'équation (2) pour n=g = Dg = 6 x 10°cn? s’ et |a table de
la variation deAEp en fonction d& (ref [40]).

Nous avons utilisé deux sondes rédox: le ferroceétanol (1.5 mmol/L) et le ferrocyanure
(5 mmol/L).

En tracant la courbAEp en fonction de log, nous serons en mesure d’estimergki est
représentatif de I'état de la surface de I'éleatrdein effet comme c’est illustré sur la figure 4,
plus la surface d’'une électrode est passivee, Ipltimnsfert électronique est difficile et plus

AEp, mesuré par voltamétrie cyclique, pour une séete balayage donnée, est important.

[ ] B T E e Ty S
o
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FL |
LR

(] i
A0

20

20

40

40

Al - :
420 &M 0 010 43 0N oM &% e
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1/10° &

Epaisseur

Figure 4 : & gauche : illustration du transfert de chargevéets les pinholes d’'une surface d’électrode
greffée sur laquelle on oxyde ¥eA droite : définition deAEp sur une voltamétrie cyclique d’une
électrode de carbone vitreux dans une solutionusgude ferrocyanure 5 mmol/L + 0.1 M KCI.
Référence ECS
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3.3.1. Sur électrode de carbone vitreux (CV)

Apres ringcage dans l'acétone puis I'eau, I'électrapleffée est transférée dans une solution
aqueuse contenant une sonde rédox (ferrocene roétharferrocyanure) et un électrolyte
support (0.1 M KCI). Comme le montre la figure Baréponse électrochimique en présence
de ferroceneméthanol ne présente aucune variatios &lectrode nue et I'électrode greffée.
Le transfert électronique de cette sonde n’estgudfssamment sensible a la présence des
groupements aryles. A pH neutre, le film organigcleargé négativement (groupes
carboxylates) est perméable au ferroceneméthamofetrocéneméthanol ne peut donc pas
étre utilisé pour mettre en évidence les modiftaaide la surface de I'électrode.

Le ferrocyanure est par contre chargé négativemeoui devrait défavoriser la diffusion de
la sonde rédox vers la surface du substrat et ddentir le transfert d’électrons. La figure 5b
confirme cette hypothése. La réponse électroniguesagreffage est tres faible par rapport a
I'électrode nue, ce qui montre un recouvrement iguwéal de la surface de I'électrode de
carbone vitreux par la couche organique. Dans ite,snous utiliserons le ferrocyanure

comme sonde rédox pour caractériser le greffage.
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Figure 5: Voltamétries cycliques d’une électrode de carbatreux nue (courbe blewse courbes
vertesb etc) et greffée 4 carboxyphényl diazonium par chrono@&mmmétrie a E = -0.4 V pendant 300

s (courbes rougesetb) et & E = -0.05 V pendant 0.25 s (courbe rar)gdans une solution aqueuse
de ferroceneméthanol 1.5 mmol#) et ferrocyanure 5 mmol/lb(etc) + 0.1 M KCI. Référence ECS
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Si on veut utiliser ensuite la méme technique poattre en évidence une couche ultérieure
de nanopatrticules, il faut diminuer le taux de tecement de la surface par les groupements
aryles. Ainsi, nous pourrons suivre et quantifiar fenction du déplacement d&Ep, la
formation de couches successives sur la surfatéldetrode.

Plusieurs conditions de greffage ont été testéesusNavons retenu le greffage par
chronoampérométrie a -0.05 V pendant 0.25 s (@firéi 5¢). Nous avons pu obtenir grace a
ces conditions un taux de recouvrement des groumsraeyles répétable de 85%. La figure 6
présente les différentes valeurs &lep en fonction de log obtenues sur une électrode de
carbone vitreux nuesf et une électrode modifiée. J. Nous avons simulé ces points par des
courbes théoriques (figure 3), ce qui donne patledtrode nue une valeur dgde 1.2x10
cm/s et pour I'électrode modifiée une valeur delé& 2 x10' cm/s.
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Figure 6 : Variations deAEp en fonction de logv obtenues sur une électredsadbone vitreux nue
(#) et greffée 4 carboxyphényl diazonium)( Simulations théoriques (figure 4) des points
expérimentaux par () ks=1.2x10°cm/s et () ks = 2 x10" cm/s.

3.3.2. Sur électrode d’or
Sur or, plusieurs conditions de greffage ont &é&tss, mais les résultats sont peu répétables.
De plus, nous avons constaté que les mesuresogleictiques par voltamétrie cyclique ne
sont pas stables. Le signal électrochimique tenplween plus, au fur et a mesure des cycles,
vers un signal correspondant a une électrode nwe, @uel que soit le niveau de greffage ou
deAEp de départ (cf. figure 7).
Ce résultat a été déja décrit dans la littératare tlu greffage des sels de diazonium sur or

[41]. Il a été observé aussi bien en balayant lergeel qu'au moyen des ultrasons. On
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attribue cet effet a un processus de restructurass chaines ou a une perte des groupements

aryles piégés dans le film sans étre greffés ssurtace d’or d’'une fagon covalente.
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Figure 7 : Voltamétries cycliques d’'une électrode d'or nueufbe verte) et greffée 4 carboxyphényl
diazonium par chronoampérométrie a E = -0.6 V pen8@0 s (courbes rouges ; de bas en haut
suivant la fleche : %, 2™ 3™ et £™ cycle) dans une solution aqueuse de ferrocyanormsl/L +
0.1 M KCI. Référence ECS

1/10°%A

Par la suite, nous avons retenu les électrodes adbome vitreux pour les mesures

électrochimiques.
3.4. Autres caractérisations d’'une surface d’or modifiée

Nous allons maintenant nous intéresser aux wafens silir lesquels nous réduisons par
choronoampérométrie le 4 carboxyphényl diazoniuumroe précédemment décrit. Plusieurs
techniques de caractérisation sont possibles sasulgstrat afin de suivre la formation de la
couche organique. Nous utilisons l'ellipsométrilRRAS et les mesures d’angles de contact.

Les surfaces de carbone vitreux ne permettent péaireg ce type de mesures.
3.4.1. Ellipsométrie

L’ellipsométrie est une méthode optique permettindéterminer les épaisseurs et les indices
de réfraction d’'un film homogéne a la surface dsubstrat réfléchissant. Nous avons
interprété les résultats des mesures par le m&ENTECH SE 400. Le principe consiste a
mesurer et analyser les variations d’amplitudeeeplase (respectivement caractérisées par
les parametre¥ et A) d’'un faisceau laser aprés sa réflexion sur lestsat) sur une région
d’environ 100pm x 100um (voir Annexe 2). L'appareil réalise ensuite ufcahnumeérique
pour déterminer les épaisseurs des couches suekeBc dont les indices de réfraction sont

connus.

Les résultats de I'analyse appliquée sur nos éitloaist (greffés par chronoampérométrie
pendant 300 s a -0.6 V) indiquent une épaisseazdssmogéene du film organique de 20 a 30

A. Ces mesures sont généralement répétables psunéees conditions de greffage. Ce
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résultat prouve la croissance du film en multicascbur environ 5 épaisseurs de diazonium
(composé benzoique).

3.4.2. IRRAS (Infra Red Reflexion Absorption Spectroscopy)
Lors d’'une analyse de films minces (quelques nat@sna&l’épaisseur) par spectroscopie IR,
le nombre réduit de sites en interaction avec y@maement électromagnétique cause un

sérieux probleme de détection. Le développemetd dpectroscopie de réflexion absorption

couplée a I'analyse par transformée de FourrieRAR) a, en partie, résolu ce probleme.
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Figure 8 : Spectre IRRAS du film de carboxyphényles greffésusuwafer d’or.

La figure 8 montre un spectre IRRAS du film orgpr greffé sur un wafer d’or dans les
mémes conditions que pour les mesures d'ellipsimélres bandes de vibrations des
élongations O-H entre 3100 et 3500 =0 & 1720 ciet C-O & 1070 cthtémoignent de

la présence des groupements carboxyliques a lacgudu substrat. De plus, nous distinguons
des bandes caractéristiques des noyaux aromatiqimsx pics entre 1550 et 1600 tm
attribués a I'élongation C=C, un pic vers 3100cinl'élongation =C-H (confondue avec la
bande O-H) et plusieurs pics entre 760 et 870 qui correspondent & la déformation en
dehors du plan des liaisons C—H caractéristiques dbyau tri ou tétrasubstitué. Ce résultat
confirme le greffage des groupements acides phéayboxyliques et la croissance du film en
multicouches. Par ailleurs, la présence de banéémndation de C-H aliphatiques entre 2800
et 3000 crit et de vibration asymétrique B-F du contre ionsBF 1030 crit montre la
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présence du sel de fond (le tétrabutylammoniumaftaoborate NBwBF;) qui reste

probablement piégé dans la couche greffée.

3.4.3. Angles de contact - Etude de la réversibilite COOHZOO™ sur une surface
d’or greffée par I'acide benzoique

La modification de I'énergie d’'une surface se tiagar une variation de I'angle de contact
d’'une goutte liquide déposée sur la surface. Asuréace hydrophile correspond un angle de
contact faible, voire nul, et & une surface hydaoiyghun grand angle de contact.
Nous avons utilisé les angles de contact pour §igatériser I'hydrophilie des surfaces d’or
modifiées par la couche organique et (2) étudielylramique et la réversibilité du film greffé
par rapport au transfert de proton (groupementsosgtes) en tant qu’exemple de réponse du
film a I'environnement immédiat.
Le principe et la technique utilisés pour mesures dngles de contact sont détaillés dans

'annexe 1.

Une surface d'or nue, initialement hydrophobe, angle de contact de I'ordre de 80°.

Nous reportons dans la figure 9, les mesures déartiylde gouttes d’eau pure obtenues sur
un film de carboxyphényl fraichement préparé, ripaés ayant séjourné pendant 30 min dans
une solution de pH acide ou basique. Nous avotiséutine solution d’acide sulfurique 840

M et une solution tampon tétraborate de sodium +nd€pectivement pour les pH 1.7 et 9.2.

60
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Figure 9 : Angles de goutte d’eau pure sur un wafer d’orfgrpér des groupements carboxyphényles
qui a préalablement séjourné 30 min dans une saldg& pH donné.

Apres une modification électrochimique par les geraents carboxyles polaires, la surface
d’or passe d’un état hydrophobe a un état hydre@hiec un angle de contact de 45°. Ceci

confirme la présence du film et de fonctions pelasur la surface.
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Lorsque nous placons cet échantillon en contaat ame solution de pH 1.7 pendant 30 min,
nous constatons que l'angle reste pratiguementaimgdh étant donné que la précision de la
méthode est d’environ 4°. Ensuite, une mise enaobravec une solution basique de pH 9.2
engendre une importante augmentation de I'hydrapté la surface avec un angle de contact
qui passe de 50° a 18°. Cette évolution est daed@protonation des fonctions carboxyliques
qui augmente la polarité de la surface. En effet,pbl est supérieur au pKa du couple
COOH/COO greffé sur une surface d’or via un groupement pleérqui est de 2.8 selon
Downard [41]. Ainsi, nous pouvons conclure qu'asdlie du greffage, les fonctions
carboxyles présentes sur la surface sont majaniteent protonées (premier point entouré en
rose, figure 9).

Lorsque nous répétons I'expérience, nous retrouagmsu pres les mémes valeurs des angles
de contact. Ceci montre que le processus de pii@ana déprotonation de la surface est

réversible.

3.5. Etude de 'immobilisation des nanoparticules

Apres greffage et caractérisation du film organjquere objectif est de former et caractériser
un assemblage électrostatique entre ce film etnd@e®particules fonctionnalisées par des
groupements amines, comme indiqué sur le schém&gres le paragraphe précédent, avant
de mettre la solution de nanoparticules, il esensaire de faire passer la surface en milieu
basique pour déprotoner les fonctions carboxyldawetriser les interactions électrostatiques.
La solution mere de nanoparticules est diluée fmgsdans uhampon phosphate salin (PBS)

contenant un tensioactif (tween a 1%o.) afin d’évitegglomération des nanoparticules. Aprés
avoir laissé quelques gouttes de la solution difuéen en contact avec la surface du substrat,

celui-ci est rincé a I'eau.
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Schéma 4immobilisation des nanoparticulesFe,0O;@SiQ sur des surfaces d’or ou de carbone
vitreux modifiées par les groupements carboxyplesnyl
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3.5.1. Caractérisation électrochimique de la surface modiée

Nous avons caractérisé par voltamétrie cycliquecdeshes de nanoparticules immobilisées
sur des électrodes de carbone vitreux grefféesgpainous avons vu précédemment que la

réponse de ces électrodes greffées était staldp&tiable.

La Figure 10 montre les voltamogrammes d’'une é@eetrde carbone vitreux dans une
solution aqueuse de ferrocyanure 5 mmol/L + 0.1 ®&1,Kbtenus aprés I'étape 1 de greffage
du film organique (courbe bleue) et I'étape 2 d’iobitisation des nanoparticules (courbe

rouge). La courbe verte correspond a I'électrodeatbone vitreux non greffe.

La solution des nanoparticules contient égalemestngiacromolécules qui peuvent s’adsorber
sur la surface de I'électrode et entrer en conipatiavec les nanoparticules pour passiver
I'électrode. Pour connaitre la contribution des apamticules, nous avons tracé la courbe
obtenue sur une électrode fraichement grefféegoaellde diazonium mise en présence d’une
solution témoin (tween + PBS + MOPS), dans les nsémmportions, mais sans les
nanoparticules (courbe orange, figure 10). Cetigrlm montre une modification du signal
électrochimique qui confirme I'existence d’une naietion entre ces macromolécules et la
surface de I'électrode. Néanmoins, la variationsdynal due a cette interférence reste plus
faible que celle obtenue en présence des nanagesidvalgré ces variations qui sont toutes
faibles, les résultats de cette expérience somizaspétables et montrent un effet réel entre
les différentes étapes.

Comme les nanoparticules sont fluorescentes, de®plde fluorescenceetb sur la figure
10 de I'électrode respectivement avant et apresolilmation des nanoparticules confirment

la présence des nanoparticules sur la surfacegetfode.

L’analyse de ces courbes permet d’estimer le tauredouvrement des nanoparticules sur la
surface modifiée par les aryles et les macromodéscal~ 27%. Les données électrochimiques
nous permettent donc de caractériser la coucheadeparticules sur carbone vitreux. Nous

obtenons des signaux stables dont I'exploitatiaméades informations répétables.
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Figure 10 : Voltamétries cycliques d’une électrode de carbatrewx nue (courbe verte), greffée 4
carboxyphényl diazonium par chronoampérométriex& 05 V pendant 0.25 s (courbe bleue), +
macromolécules sans les nanoparticules (courb@eyamu + macromolécules et nanoparticules (cowbge)
dans une solution aqueuse de ferrocyanure 5 mmdlVlL M KCI. Référence EC3.etb : photos de
fluorescencele I'électrode respectivement avant et aprés imiisalipn des nanoparticules

3.5.2. Autres caractérisations de la surface

Microscopie électronigue a balayage (MEB)

L’'immobilisation des nanoparticules sur les surfaoees et modifiées a été aussi mise en
évidence par MEB. L’examen des surfaces montredsgmce d’une concentration importante
de nanoparticules, de diametre d’environ 40 nmesideux surfaces modifiées (or :figure 11
A et carbone vitreux : figure 11 B). Les nanopaitts sont immobilisées en une monocouche

compacte, parfois surmontée d’une autre couchesimmogene.
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Figure 11 :Images MEB de nanoparticulesFe,0;@SiO, sur un wafer d’or4) ou une électrode de
carbone vitreux modifiée par les groupements caplognyles B) et sur une surface de wafer d’or
nu (C). D : témoin : image MEB d’une surface de wafer d’or.

D’autre part, I'analyse d'une surface «témoin»ordhu, mise en contact avec des
nanoparticules, montre un taux d’immobilisation ummaup plus faible malgré I'affinité bien
connue entre les fonctions amines et I'or (cf. figlil C ). Ce résultat prouve I'importance du
film organique et des groupements carboxyles damsptocessus d’adhésion des
nanoparticules sur une surface. Il est a noterlgserface d’un wafer d’'or nu vue par MEB
(figure 11 D) présente des terrasses, parfois dailla des nanoparticules, ce qui complique
dans certains cas (a forte densité) I'estimatiotadx de couverture des nanoparticules.

La figure 12 regroupe les taux de recouvrementsdefaces par les nanoparticules, estimés
pour chaque substrat a partir de différentes imdjeR a différentes échelles.

Normalement, nous devrions nous attendre a delatsssimilaires entre I'échantillon d’or et

le carbone vitreux modifiés. La différence obserpéait étre due a la différence entre les
deux supports ou aux mesures électrochimiquessééalisur le substrat de carbone vitreux
avant I'analyse MEB. En effet, il s’agit pour cebstrat de I'électrode baton de carbone
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vitreux de 2 mm de diamétre que nous avons utilmae la caractérisation électrochimique
décrite au paragraphe précédent. Il serait alossiple d’avoir perdu quelques nanoparticules
a llissue de ces mesures.
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Figure 12 : Taux de recouvrement des surfaces par les nancyagiestimés par MEB pour un wafer
d’or ou une électrode de carbone vitreux modifisles groupements benzophényles et sur un wafer
d’or nu

Microscopie a force atomigue (AFM)

L’AFM, qui est une technique d’analyse de surfaeeplus haute résolution, donne des
renseignements sur I'état de surface des plaguesgdeffées avec des nanoparticules. Les
surfaces sont imagées en mode « tapping » a ldide pointe opérant a une fréguence de
résonance autour de 300 kHz.

En plus de I'imagerie de la surface, cette techmigermet aussi d’accéder a la rugosité et au
profil de la surface. Pour cela, nous nous placansinterface entre une zone avec
nanoparticules et une zone d’or nu (figure 13 Adtt€derniére est obtenue par frottement de
la surface a I'aide d’'un morceau de plastique.

L’'image AFM (figure 13 B) montre a cette échelle tapis assez dense de nanoparticules,
avec un taux de recouvrement proche des 100% €pgeuche de l'image). Le profil
associé (figure 13 C) indique une marche de ~ A0 Bachant que le diamétre des
nanoparticules est de 30-40 nm, cette topographimtn® une couche homogéne de
nanoparticules avec en quelques points une couoiresrthomogene qui surmonte la premiere
couche.
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Ce résultat est en accord avec les données obtpaugsofilométrie de contact (figure 13 D)

qui indiquent une marche d’environ 50 nm.
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Figure 13 : Analyses AFM et de profilométrie de contact atéifiace entre une zone avec
nanoparticules et une zone d’or Au: photographie du substrat analy&:;image AFM en mode
« tapping » C : profil associé eb : topographie obtenue par profilometrie de contact.

Ellipsométrie

L’ellipsométrie renseigne sur I'épaisseur des cescformées. Elle donne acces a une
épaisseur moyenne pour une couche d’indice donagés 2 cas d’'une surface d’or modifiée
par le film organique puis par les nanoparticul&paisseur moyenne de la couche de
nanoparticules varie entre 20 et 40 nm (en prepant indice de réfraction de la couche n =

1.46). Ce résultat est en bon accord avec lefaésprécédents.

IRRAS

La figure 14 montre les spectres IRRAS de wafeos dur lequel les nanoparticules ont été
immobilisées. En 1, le wafer a été greffé £O(courbe bleue) et en 2, l'or est nu
(courbe rouge). Nous distinguons sur les deux spectne large bande entre 1000 et 1200
cm* caractéristique de I'élongation Si-O [25], que si@ttribuons & la coquille de silice des
nanoparticules. Cette bande est environ 10 fois ipliense sur le spectre 1 (or greffé) que sur
le 2 (or nu). Ceci montre que les nanoparticulémmobilisent préférentiellement sur le
substrat modifié par le film organique greffé, emnbaccord avec les résultats des autres

analyses.
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Figure 14 : Spectres IRRAS des nanopatrticules sur un wafergiffé par les groupements
carboxyles (spectrg, bleu) et sur un wafer d’or nu (spec&eaouge).

3.6. Fonctionnalisation des nanoparticules
3.6.1. Introduction et principe

Apres avoir immobilisé des nanoparticules porteatgegroupements aminés sur des substrats
d’or, notre objectif est de fonctionnaliser ces aparticules immobilisées. Pour cela, nous
proposons d'utiliser les groupements NHencore réactifs des nanoparticules non
fluorescentes pour développer des interactions aesc groupements COOH d'une autre
espece, cette fois-ci, fluorescente. Nous poureinsi suivre par fluorescence la formation
d’'une nouvelle couche. Deux types d’especes ontedtnus : des petites molécules, type
fluorescéine, et une structure plus complexe ca®@ale nanoparticules fluorescentes aux
propriétés identiques a celles précédemment w@gisgais avec des groupements COOH a la
place des groupements Blfdchéma 5).

Deux types d’interaction sont envisageables poaguh espece : des interactions de nature
électrostatique (un exemple est illustré sur leésth 5 gauche avec les nanoparticules
COOH) ou covalente (un exemple est illustré swscleéma 5 droite aveédsothiocyanatele
fluorescéing. Selon les conditions de réaction et les réacfifsisis, décrits plus loin, nous

espérons favoriser I'une ou l'autre des interaction
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Schéma 5 Principe de fonctionnalisation des nanoparticulefe,0;@SiG par des nanoparticules
fluorescentes fonctionnalisées COOH, exemple, siderinteractions électrostatiques (a gauche) ou
par une molécule, exemple : isothiocyanate de élsggine, selon des interactions covalentes

(a droite).

3.6.2. Fonctionnalisation par la fluorescéine
La fluorescéine est une petite molécule fluoresceamprenant une fonction carboxylique de

pKa=6.3 :

Nous diluons ce composé dans quelques gouttestofec@uis dans utampon phosphate
PBS (de pH 7.5) titré & 1 mg/mL. A ce pH, les fiorts carboxyliques sont déprotonées, ce
qui favorise des interactions électrostatiques dgsdonctions amines protonées libres des
nanoparticules immobilisées. Nous laissons alaeragir ces derniéres avec la solution de
fluorescéine avant rincage a l'eau.

Pour favoriser les interactions covalentes, nownswtilisé l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC, fluorescein isothiocyanate en anglais) qit @ne molécule de fluorescéine
fonctionnalisée avec un groupe réactif isothiocyad=C=S).
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Ce deérivé réagit avec les nucléophiles comme |esigggments amines pour former un
thioamide (schéma 5 droite).

Nous pratiquons la méme procédure de dilution que [a fluorescéine (pH 7.5), bien qu’on
recommande usuellement un pH=9 pour cette réadtioreffet, I'expérience a montré qu’'a
pH 9 on dénature la coquille de silice des nanapdes. Nous laissons alors interagir les
nanoparticules immobilisées avec la solution deC-pendant une nuit puis nous ringcons a
I'eau.

Comme la taille de la molécule de fluorescéinenégtigeable devant la taille et la rugosité de
la premiére couche de nanoparticules, I'ellipsoieéte permet pas de détecter la présence de
cette petite molécule sur la surface. L'analyse ipflarouge ne permet pas, non plus, de
détecter cette molécule en raison de la forte gitémle la bande Si-O.

Par contre, la fluorescence permet de mettre etegge I'immobilisation de la fluorescéine
et de montrer que 'immobilisation est beaucoupsphtense dans le cas du FITC ou nous

avons favorisé les interactions covalentes (rappestintensités de fluorescence 170/40).

Or +
film organique +
nanoparticules NH;

ain en niveau de gris
{noir =0 ; blanc = 255}
Elactrostatique 40

Covalent 170

+

fluorescéine
(Interaction
électrostatique)

+

FITC
(Interaction
Covalente)

Figure 15 :Images par fluorescence des nanoparticutl€e,0;@Si0, non fluorescentes
fonctionnalisées par la fluorescéine

Il semble donc possible de fonctionnaliser les particules par des molécules fluorescentes.

3.6.3. Fonctionnalisation par des nanoparticules
Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a davoudne interaction entre deux
nanoparticules. Pour cela, nous avons utilisé dasparticules fluorescentes fonctionnalisées

COOH aux propriétés identiques a celles des natioplas fonctionnalisées NH
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immobilisées sur un wafer d’or modifie. Comme ptaufluorescéine, nous avons cherché a
étudier les deux types d’interaction entre ces dgaxMpements fonctionnels.

Pour le cas le plus simple, nous avons mis les tigaes de nanoparticules en contact pendant
10 min

dans une solution de pH neutre (tampon PBS). Aites, fonctions carboxyles des
nanoparticules libres sont déprotonées et les ifomect amines des nanoparticules
immobilisées sont protonées, ce qui favorise desdntions électrostatiques entre les deux
particules (schéma 5 gauche).

Pour accrocher une fonction amine de facon coval@ntune fonction acide carboxylique,
celui-ci doit étre transformé en ester portant an groupement partant. Ainsi, le carbone de
la liaison carboxylique devient trés réactif et, g@sence d’'une amine, il forme un amide
stable. Nous faisons alors réagir en solution tampeutre et pendant une nuit les
nanoparticules acides avec un carbodiimide : le  tHykN'-(3-
(dimethylamino)propyl)carbodiimide (EDC) en préserdu N-hydroxysuccinimide (NHS).
La réaction passe par I'addition du groupement @H'acide carboxylique sur le carbone
électrodéficient de 'EDC pour former un intermédiainstable, puis par une attaque
nucléophile par le NHS pour former I'ester NHS &héma b

Les surfaces des nanoparticules terminées pater’ds succinimidyle réagissent alors avec
les nanoparticules immobilisées comportant des pgments amines. Nous obtenons ainsi

deux nanoparticules liées par une liaison amidaesta
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Schéma 6 Représentation schématique de la réaction d’atitimedes nanoparticules fluorescentes
COOH pour la fonctionnalisation des nanoparticuidid, selon des interactions covalentes
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Fluorescence

Les résultats de fluorescence obtenus pour les dypes d'interactions étudiées sont
présentés sur la figure 16. lls montrent que gkribaht le greffage des nanoparticules COOH
sur des nanoparticules NEekst possible, mais relativement modeste dans lesaes. Comme
dans le cas de la fluorescéine, 'immobilisatios danoparticules COOH est plus importante
dans les conditions d’interactions covalentes (oaippes intensités de fluorescence de 2),
mais étant donné la difféerence entre les duréesédetion et ce faible rapport, nous ne

pouvons pas tirer plus de conclusion.

Or +
film organique +
nanoparticules NH;

Gain en niveau de gris
{noir =0 ; blanc = 255)
Electrostatique 25

Covalent 50

+

nanoparticules COOH
Interaction
électrostatique

+

nanoparticules COOH
Interaction

covalente

Figure 16 : Images par fluorescence des nanoparticutes,0;@Si0, non fluorescentes
fonctionnalisées par des nanoparticules fluoressesubstituées COOH.

IRRAS

Nous avons caractérisé par infrarouge le greftigéa deuxiéme couche de nanoparticules
en suivant a chaque étape I'évolution de l'airgoaiuassocié au signal des Si-O de la coquille
des nanoparticules, vers 1150 tiaf. Figure 17 ). Les spectres obtenus entre démijgire et

la deuxieme couche de nanoparticules montrent um d& 10 a 30 % dans le cas des
interactions électrostatiques. Il est de I'ordre48e% lorsque nous favorisons les interactions

covalentes.
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Figure 17 : Spectres IRRAS aprées greffage sur un wafer d'dilelucarboxyphényle (spectre
rouge), aprés immobilisation des nanoparticules ($bectre2, bleu), aprés greffage peptidique des
nanoparticules COOH (specBevert)

Les spectres infrarouges obtenus sur des surfaoesirts montrent que les interactions entre
nanoparticules COOH et la surface d’or nue ain®mte nanoparticules COOH et la couche
de diazoniums sont négligeables. La modificatiors dgectres IRRAS résulte donc
uniqguement des interactions entre les nanoparticdée nature différente. Notons que les
nanoparticules COOH n’ont pas le méme comportemest les nanoparticules NHqui

adhérent faiblement sur or nu (cf Figure en 3.5.2.)

AEM

Vu la forte densité de la premiere couche de natiopkes NH sur I'image AFM, il était
difficile de mettre en évidence une nouvelle coucle nanoparticules, sachant que les

nanoparticules NHet COOH ont la méme forme et la méme taille.

Néanmoins, le profil du film a courte distance (100) apres réaction avec les nanoparticules
COOH (échantillon B) est moins accidenté que loesgeules les nanoparticules Néont
présentes (échantillon A). La différence des fsdfi et B montre qu’il y a par endroits une
bicouche.
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Figure 18 : profil AFM d’une couche de nanoparticules Nimobilisées sur un wafer d’or modifié
(A) et aprés ajout de nanoparticules COBMN zéro relatif.

Ellipsométrie
L’analyse par ellipsométrie montre que I'épaisseumryenne du film augmente Iégerement
(~20 %) aprés réaction avec les nanoparticules COOeti indique que le taux de

fonctionnalisation de la couche de nanoparticulét I[dar des nanoparticules COOH est
faible.

MEB

Une image de microscopie électronique a balayagetreiode la méme fagcon, une légere
augmentation (~5%) du taux de recouvrement lordtpre fait réagir les nanoparticules
COOH. Sachant que le taux de recouvrement pardmipre couche NHétait déja élevé
(~90%), on ne pouvait pas s'attendre a une augriemtsupérieure a 10%.

Electrochimie

Les mesures électrochimiques (voltamétrie cycligsi@) carbone vitreux ne varient pas
lorsque I'on fait réagir les nanoparticules COOHeciCs’explique par le faible rendement
d'immobilisation de la deuxiéme couche.

Corrélation entre les différentes méthodes d’analys

Au vu des resultats présentés ci-dessus, nous psuwonclure qu’il est possible
d'immobiliser une deuxieéme couche de nanoparticutess la réaction est peu efficace et la
couche est peu homogene.

Les résultats obtenus par différentes techniquesatlyse sur les différentes étapes de
greffage sont resumés dans le tableau ci dessous :
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surface IR AFM Profilométrie | éllipsométrie| MEB | Electrochimie
- 0,

or+@-COOH 50 100% 50 nm 50-40 nm 90%

+ np NH, 40 nm
°’+‘P'I‘\:|g°"' 64 100% 0 26-50 nm | 95%

TPt | (v20%) | 40-60 nm ~20% 5%

np COOH ( 6) nm ( 6) (5%)
CV+(P-CO0H 60% 27%

+ np NH,

¢-COOH: film organique de 4 carboxyphényle ; npnearticules. nombres entre parenthéses : accnoésge
du taux de recouvrement ou de I'épaisseur par rapga premiére couche.

Tableau 1 : Taux de recouvrement et épaisseurs de film imnssbibrs des différentes étapes

Les valeurs d’IR correspondent aux aires de la éatedvibration des Si-O vers 1150 tm
Les pourcentages indiquent les taux de recouvredeltd surface par les nanoparticules. Les
mesures données en nm indiquent les épaisseursodebes formées. Les nombres entre
parenthéses représentent l'accroissement du tausea®ivrement ou de I'épaisseur par
rapport a la premiere couche.

Ces valeurs sont en bon accord. Elles montrentlegi¢aux de recouvrement sont éleves.
Nous notons, par ailleurs, un certain écart emserésultats MEB et ceux obtenues par les
autres techniques. En effet, lors du calcul du ixecouvrement des nanoparticules a partir
des images, nous ne nous sommes intéressés gstafdee non couverte, c'est-a-dire que
Nous n’avons pas pris en compte les nanopartisulesrposées.

D’autre part, la difference de 10% entre les mesWEB et 'AFM peut étre due a la
présence d’'un artefact en résolution latérale dadaure AFM qui dépend de la taille du pas
du balayage et de la taille de la pointe. En géagfdFM est mieux adaptée pour mesurer
des marches (trés bonne résolution verticale).

Pour les mesures électrochimiques, le taux estoméspond a la surface de contact entre les
nanoparticules et I'électrode, en tenant compté&adptomeétrie sphériqgue des nanoparticules.
Les sondes rédox peuvent alors passer liboremerg &% nanoparticules pour atteindre la
surface de [I'électrode. Ceci peut étre favorisé s forces dattraction entre les
nanoparticules chargées positivement et le ferruoga chargé négativement. Les deux
estimations par MEB (60%) et électrochimie (~30%ntsen bon accord parce que
I'estimation MEB prend en compte le volume globadftg (défauts compris) (M) alors que

I'estimation par électrochimie prend en comptediime réel occupé @deupd-
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3.7.Rupture des interactions nanoparticules/substrat ?
On peut envisager d'utiliser nos supports pourifaler des nanoparticules asymétriques de
type «Janus » [42]. Pour cela, il faudrait 1) teymaliser les nanoparticules une fois
gu’elles sont immobilisées sur le support, de fagome modifier que la surface des
nanoparticules NK qui n’est pas en interaction avec le support etdggoller les
nanoparticules asymétriques obtenuess@féma Y. Les nanoparticules asymétriques peuvent
avoir des applications dans la manipulation d’abf@blogiques ou colloidaux ainsi que dans
les domaines d’analyse en raison de leurs proprgagiculieres liées a leur asymétrie.
Nous avons abordé rapidement le probleme du décetiedes nanoparticules en essayant de
trouver des conditions expérimentales permettant dempre les interactions
nanoparticules/substrat afin de décoller les namicpées.

Schéma 7 principe de notre procédure pour I'obtention denaparticulesy -Fe;0-@SiQ
asymeétriques.

Nous avons utilisé des nanoparticules fluorescegtte®us avons suivi leur décollement par
fluorescence. Diverses méthodes ont été testéedamdiminuer ou disparaitre le signal de
fluorescence.

Nous avons observé que des que la surface foneliséa avait été en contact avec l'air, des
rincages, méme énergiques (a l'eau ou avec undisvlacide HClI 1M suivie d'une
sonification pendant une heure) ou l'application pentiels aux limites du domaine
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d’électroactivité du solvant, aussi bien en oxyalatiju’'en réduction, ne permettaient pas de

modifier significativement le signal de fluorescer{cf. Figure 19 ).

Figure 19 : Photos par fluorescence de nanoparticul®,0;@Si0, fonctionnalisées NH
fraichement immobilisées sur un wafer d’or mod{fi@uche) aprés 20 voltamétries cycliques de -0.9 a
0.9 V dans l'eau (droite).

Suite a cette difficulté, notre stratégie s’esteorte vers lutilisation d'un dispositif
permettant de maintenir la surface en contact peemtaavec la solution et d’assurer ainsi une
fonctionnalisation et un ringage en continu.

Pour cela, nous avons développé une microcelléalement dans laquelle on peut injecter
et aspirer par trompe a vide une solution de faggréserver continuellement un volume
contrélé (~ 25QiL) au dessus du substrat (schéma 8).

Une fonctionnalisation de la surface par les nartapges puis un ringcage acide de la surface
via ce dispositif nous a permis de réduire consiolément la réponse de fluorescence. Un

rincage a I'eau a aussi été testé, mais le résuliatjuait de reproductibilité.

mjection

aspiration

Schéma 8:Représentation en coupe de la cellule & écoulepmnt!'étude de la rupture des
interactions nanoparticules/substrat.

Il serait alors judicieux de continuer a optimidarprocédure en utilisant un microcanal
fluidique qui assurera en plus de la continuitdldy, un meilleur taux d’immobilisation et de

récupération des nanoparticules en augmentanpp@rasurface sur volume.
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4. Immobilisation de nanoparticules sur une surface deolystyrene modifiée

L’étape d’'immobilisation des nanoparticules étarditiisée sur des substrats conducteurs
modifiés par des groupes carboxyliques, nous aappiqué cette méthode d’'immobilisation
sur nos surfaces de polystyrene localement modifiea effet, nous avons montré dans le
chapitre que I'oxydation de la surface du polystgréengendre, entre autres, des fonctions
carboxyligues. L'idée serait alors de parvenir aipbiliser les nanoparticules d’'une maniére
localisée.

Pour faciliter la caractérisation de la surface @&, nous avons déposé par polymérisation
radicalaire (ATRP) sur une surface d’or une finaaw de polystyréne de quelques dizaines
de nanometres. Nous avons ensuite oxydé localelaentrface du film de polystyrene en
suivant la procédure précédemment présentée, maisilisant cette fois-ci une électrode de
plus grande taille (250 um). Une image de micromcefectronique (figure 20 A) montre le
résultat de I'immobilisation des nanoparticules negues coeur-coquillgFe03-SiO,
fonctionnalisées par des groupements amines et polyéthyléne glysals le support
localement oxydé. Cette image montre que les natiopas sont immobilisées
préférentiellement sur la zone modifiée électroatpirament.

Ce résultat est confirmé par une image de micrasctipRAS (figure 20 B) réalisée a
l'intérieur et a I'extérieur de la zone modifiéea $a région du substrat encadrée sur la figure
20 A. Nous avons analysé plusieurs micro-zoneglevé pour chaque spectre I'absorbance
de la bande de silice & 1150 tnies absorbances les plus importantes sont etnéegsa

I'intérieur de la zone modifiée.

Figure 20 :images MEB Q) etde microscopie IRRA8), réalisées a I'intérieur du cadre rouge
sur I'imageA, de nanoparticuleg-Fe0:@Si0, immobilisées sur une surface de polystyréene
modifiée.
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Nous avons comparé sur la figure 21 les spectrBe\8Rde nanoparticules immobilisées sur
polystyrene oxydéspectreB, vert) et sur une surface d’or modifiée par des groupesnent
carboxyliques via la réduction d'un sel de diazami(spectreA, rose) Les deux spectres
présentent des bandes de vibration de Si-O d'itéans/oisines. Ceci montre que le
polystyrene oxydé permet dimmobiliser aussi biene gqla «surface modele » les

nanoparticules étudiées.
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Figure 21 : Spectres IRRAS des nanoparticules immobiliséessuvafer d’or modifié par des
groupements benzophényles (speétreose) et sur une surface de polystyréne modifiée
(spectreB, vert)

5. Conclusions et perspectives

Nous avons mis en évidence l'intérét des groupesnararboxyliques greffés pour
l'immobilisation directe et dense de nanoparticutesur-coquilley -Fe&O;@SiQ, amino
fonctionnalisées sur des surfaces macroscopiques. droupements carboxyliques sont
greffés sur des surfaces d'or ou de carbone vitr@iaxla réduction cathodique du 4
carboxyphényl diazonium. Cette approche offre Issgulité d'un assemblage dense rigide et

irréversible des nanoparticles sur ces deux swsface

Plusieurs techniques d’analyses de surface (ét#stnie, IRRAS, MEB, ellipsométrie, AFM,
profilométrie) ont été utilisées pour caractérigsrcouches obtenues a l'issue des différentes

étapes de I'assemblage.

La caractérisation par voltamétrie cyclique de tmahe de nanoparticules formée n’est
possible que sur carbone vitreux et parmi les demdes rédox utilisées, seul le ferrocyanure

dans I'eau permet d'observer un effet. Les étudesvpltamétrie cyclique montrent que la
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vitesse de transfert de charge d’une sonde rédpendéde I'état de la surface de I'électrode
et permet d’estimer un taux de recouvrement de-cgllaussi bien par le film organique que

par les nanopatrticules.

L’éventualité d’utiliser nos supports pour fabriques nanoparticules asymétriqgues de type
« Janus » a été rapidement abordée. Nous avongémyuitl était possible de réaliser un
deuxieme assemblage : nanoparticules NH fluorescéine ou nanoparticules NH
nanoparticules COOH. Les essais que nous avotiséeaans une cellule a écoulement
montrent que la procédure serait mieux adaptée dansysteme a flux continu du type
microcanal fluidique. C’est dans cette voie que lpmurrait poursuivre ces travaux. Il serait
aussi intéressant de mener une étude en fonctiopHldans ces canaux afin de mieux
contrbler I'immobilisation et le décollement desoparticules.

Finalement, nous avons immobilisé localement lesoparticules cceur-coquilley -
FeO;@Si0, amino fonctionnalisées sur les motifs de polystgréxydé que nous avons

réalisés par SECM.
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Les recherches menées au cours de ce travail cmmtela réalisation de modifications
électrochimiques adaptées a 'immobilisation spgeéd d’entités essentiellement biologiques
ou de nanoparticules. Pour cela, nous avons saeiprincipalement le polystyréne et des
monocouches fluorées auto-assemblées comme supi®rios modifications. Parmi les
diverses voies de fonctionnalisation localisée uidase, nous avons choisi la microscopie
électrochimique et nous avons utilisé la sonde 8CMN pour électrogénérer différentes

especes susceptibles de réagir avec la surfacéifieno

Sur les supports fluorés, nous avons tout d’abéddiit localement la surface au moyen des
électrons solvatés, obtenus dans I'éthylene diaméte contenant du tétrafluoroborate de
lithium. Ce traitement a été caractérisé par dedyaas de microscopie XPS, microscopie
ToF-SIMS et de condensation d'eau. Nous avons rmaontre l'adhésion de cellules

biologiques est possible sur une surface fluorériit® de grande dimension. Pour des
dimensions micrométriques, nous avons post-fongtibse la zone réduite par des réactions
chimiques. Ceci permet, d’'une part, d'augmentesoletraste d’hydrophobie entre le support
fluoré et les motifs réduits et d’autres part, afynobiliser des entités facilement identifiables
par fluorescence (fluorescéine), ou microscopieiqapt (particules d’or), ainsi que des

cellules humaines vivantes.

Nous avons ensuite exploité différentes voies gehimiques d’oxydation localisée de
surfaces de polymeres hydrogénés tels que le podyst ou le cyclo olefine copolymer
(COC). Les motifs oxydés étant plus hydrophiles lgusurface vierge, nous avons utilisé la
condensation d’eau comme moyen de visualisatiale ehesure de la taille des modifications
réalisées. La densité des gouttes d’eau qui seeogedt au niveau des motifs renseigne sur le
rendement de l'oxydation de la surface. Nous awmreparé les capacités oxydantes du

cation Ad", des radicaux N©et HO. Les meilleurs résultats sont obtenus avet Ag

Les motifs oxydés ont été également caractériséd@a méthodes physiques (XPS, FT-
IRRAS). Le traitement oxydant a pour effet de généies fonctions oxygénees, ce qui
augmente I'hydrophilie de la surface. Pour correbda présence de certaines fonctions
chimiques dans les motifs et comprendre leur rtd’adhésion d’especes biologiques, nous
avons testé les motifs oxydés vis-a-vis de I'adivésle protéines modéles. Ces supports a
motifs ont finalement permis le confinement de Wel de lignées adhérentes. lls sont

sélectifs par rapport aux propriéetés adhésivesdaines cellules de culture primaire. lls sont
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également robustes et un an aprés fabrication,calsservent leurs propriétés et sont
réutilisables.

Apres avoir tracé des motifs oxydés sur un subskeapolystyrene, nous avons étudié par
électrochimie le mécanisme d’oxydation du polystgr@ar AG*. Nous avons interprété les
courbes d’approche SECM en tenant compte, d'uné gerla réaction homogéne de
décomposition de A en solution et d’autre part, de la réaction h&éne d'attaque de la
surface par ce réactif. Nous avons montré quenratique est régie par la perméation de
'espece rédox dans le film de polymére oxydé autipdus hydrophile que le polymere de

départ.

Enfin, nous avons tenté d'utiliser les motifs delyptyrene oxydé par SECM pour
immobiliser des architectures nanostructurées fomcalisables a bases de nanoparticules
magneétiques. Ces entités fonctionnelles font, &t,ef'objet d’'une recherche intense en vue
de leur intérét potentiel dans différents domairies.contréle et la compréhension des
processus d’'immobilisation de nanoparticules sursiefaces fonctionnelles sont des étapes
fondamentales a la fabrication d’architectures samoturées fonctionnelles. Elles sont
primordiales pour le développement de capteurs,suldaces présentant des propriétés
catalytiques, de bioessais ou de matériaux poumetie. Dans ce contexte, nous avons
exploré les possibilités d’assemblage sélectif daoparticules d’'oxyde de fer sur des
surfaces de polystyrene a motifs. Nous avons t@itod exploré les interactions possibles
entre des nanoparticules d’'oxyde de fer et deasesfoxygénées modeles. Ces dernieres sont
obtenues aisément par électrogreffage d’'un selig®odium substitué par un groupement
carboxyliqgue sur une surface conductrice. Plusi¢echniques d’analyses de surface ont
montré un assemblage dense et irréversible despaditnles sur les surfaces modifiées.
Nous avons ensuite évalué la possibilité de fono@iser ces couches de nanoparticules dans
le but d'utiliser ces assemblages de nanopartica@ame support pour la synthése de
nanoobjets dissymétriques. De premiers essais emntju’un deuxiéme assemblage de
nanoparticules et donc la nanostructuration chimigie I'architecture sont possible. La
procédure d’assemblage doit toutefois étre optiepibetilisation de cellules microfluidiques
devrait étre prometteuse. Elle permettrait notantnten mieux apprécier les parametres
physico-chimiques (force ionique, pH, chimie deface, sollicitation électrochimique, etc...)
qui contrdlent I'immobilisation et plus particul@ment le décollement des nanoparticules.
Dans ce cadre, il faut pouvoir transposer ces tatsub des matériaux utilisés pour la

microfabrication de cellules microfluidiques. C’'@&turquoi nous avons transposé ce travail a
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une surface de polymeére (PS) et montré que lespaaticules amino fonctionnalisées sont
immobilisées spécifiguement sur des motifs de pptgae oxydé réalisés par SECM.

L’ensemble de nos résultats montre comment utils&ECM pour modifier localement des

supports fluorés et des polyméres hydrogénés. @esaekemples sont des cas ou la réduction
(verres fluorés) ou I'oxydation (polyméres hydro@enest difficile et nécessite des espéces
électrogénérées trés réactives. Ces résultats tsamsposables aisément aux matériaux
(pressentis et) utilisés pour la microfabricatiom dispositifs microfluidiques. lls ont été

transposés au COC par exemple. La méthode s’appliguoute surface possédant des
propriétés redox. La taille des motifs dépend dexpatres imposés par I'expérimentateur
comme le temps de réaction, la distance microédetsubstrat, la nature et la concentration
de I'espece qui transfére les électrons (médiatsmx). Elle dépend également de la chimie
et de la structuration de la surface et de réastmgrondaires liees au médiateur rédox

(instabilité chimique, réaction chimique avec laface, ...).

Méme dans les cas favorables (par exemple, rédudtime surface bromée), cette méthode
d’écriture par balayage est lente par rapport audthodes physiques telles que la
photolithographie. Si ce défaut n’est pas génameeherche, il le devient si on veut fabriquer
des supports a grande échelle. La SECM offre néarsmone plus grande souplesse
d’utilisation pour réaliser n'importe quel motif dimentionnel. L'utilisation de sondes
constituées d’'une bande (ou d'un tampon pour desngfies plus complexes) devrait

permettre de circonvenir ce probleme.

L’intérét de I'approche lithographique électrochijué proposée dans ce travail est illustré par
I'étude des propriétés physico-chimiques des sasfdmcalement modifiées. Nous avons mis
en évidence leur capacité a interagir spécifiquenaeec des cellules biologiques ou des
nanoparticules fonctionnalisées. Ce travail ougredie a des applications dans les domaines
de la biologie, des matériaux ou des nanoscie@mi d’autres, ce travail définit des voies
de fabrication de puces cellulaires permettantriimbilisation ou I'assemblage spécifique de
cellules ou le tri cellulaire, ou de supports pdtarg la synthése de nanoparticules
fonctionnelles dissymétriques (nanoobjets de tymig), ou d’architectures nanostructurées a
haute densité de nanoobjets magnétiques, étaperprate a la définition de supports pour

mettre en ceuvre des phénomeénes d’hyperthermigphcation d’'un champ magnétique.
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Annexel :

Angles de contact et condensation

l. Angles de contact

Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur udestlomogene, en présence d’'un second
fluide (liquide ou gaz), deux situations sont eagmsables: soit le liquide s’étale
compléetement, nous sommes dans le cas du mouitiéaesoit le liquide forme une goutte et
nous sommes dans le cas du mouillage partiel. €as situations sont caractérisées par le
parametre d’étalement S, défini par :

S= Eubstrat_ substré
~ bsec ouillé

S=ys—(Vaty)

Les trois tensions sont respectivement la tensiupperficielle solide/air, solide/liquide,
liquide/air. La tension de surface solide/vapeurespond a la tension de surface du solide en
equilibre avec la vapeur du liquide.

Dans le cas du mouillage totak( I'angle de contact est nul : le solide est reeoud’'une
couche de liquide dont I'épaisseur nanométriqueedépde I'équilibre entre forces
moléculaires et capillaires.

Lorsque S<0, nous sommes dans le cas du mouilkgelpll existe alors une interface entre

le liquide, le solide et la vapeur appelée lignplérou ligne de contact. Dans ce cas, nous
pouvons définir un angle de contact résultant dquilibre des forces par unité de longueur
(tensions superficielles) (cf. Fig. 7). Cet equiilse traduit par la loi de Young :

Yev = Vst Y COSH,

Liquide

Ysv Yt Solide

Fig. 1 : Représentation d’une goutte sur un solide pour un angle de contact non nul

L’'angle & représente un angle a I'équilibre et n'a de seressjua surface est idéalement
lisse, homogene, plane et non déformable. En gemérsysteme est dans un état métastable
qui résulte d'une certaine hétérogenéité de surfacgosité, hétérogeénéité chimique). Il
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choisit un angle métastable en fonction du volumdadgoutte, des vibrations extérieures et
de la maniere dont la goutte est déposée. Dansagepour caractériser la surface, il est
preéférable d'utiliser les angles avancants et estsl L'angle avancang, est obtenu en
gonflant une goutte jusqu'a ce que I'angle de cdnédteigne un palier. L'angle reculat
est obtenu en aspirant une goutte jusqu’a atteinagalier. (cf. Fig. 2)

Fig.2 : Mesure de (a) I'angle avancant, (b) I'angle reculant

La différence entre ces deux angles est appeléérgsse. L'hystérésis doit son origine aux
irrégularités de surface. Ses sources sont mudtifilea rugosité de la surface dépend de la
préparation de la surface et de sa structure. ltériaa solide n’est pas forcément homogene
chimiquement ou il peut avoir été contaminé paid@ption de gaz ou de liquide. Ainsi, si la
surface a déja été en contact avec le liquide glsune de I'angle de contact est modifiée.

Lorsque I'hystérésis est forte, I'interprétation ldmgle de contact est délicate. Dans ce cas,
c’est I'angle reculant qui est perturbé car poumlesurer, le liquide est d’abord mis en
contact avec la surface pour étre ensuite retigngle avancant est donc utilisé de préférence
pour déterminer I'énergie de surface.

Les angles de contact avancants nous ont serviractédaser I'hydrophilie des surfaces
modifiees de maniére homogene. Le liquide que ramams utilisé est de I'eau ultra pure
(MilliQ grade).

. Condensation

1. Introduction

La condensation d’eau sur une surface froide egthénomene de la vie de tous les
jours. Les motifs formés par condensation de gtaités d’eau sur une surface froide sont
appelés « breath figure » car il est possible deoleenir en soufflant sur une surface. Ces
motifs sont sensibles aux changements d’énergita drirface sur laquelle les gouttes de
vapeur se condensent. La condensation forcée deamos échantillons est donc un bon
moyen de caractériser indirectement les modifioatiocalisées de surface. La condensation
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de liquide sur une surface homogene d'angle deacobmiul donne un film d'épaisseur
croissante au cours du temps, alors que pour ute aihg contact proche de 90° des
gouttelettes se forment. La formation de film sne surface homogéne totalement mouillante
ainsi que les mécanismes qui régissent la dispas#t la croissance des gouttes sur une
surface non mouillante (90°) ont beaucoup été étudans la littérature™vV\',

2. Quelques éléments de théorie

Dans le cas du mouillage total, il est possible ndentrer que la variation de
I'épaisseur e du film est monotone au cours du &2mp

Pour un angle proche de 90°, la condensation smulgeselon quatre régimes. Le premier
régime est un régime de nucléation, les gouttearagsent sur la surface. Le second régime
est un régime de croissance : les gouttes gromsigtecoalescent sans que de nouvelles
gouttes n'apparaissent. Le troisieme régime appdoadque la coalescence des gouttes
originales laisse suffisamment d’espace libre paurucléation et la croissance de nouvelles
gouttes. Enfin dans le dernier régime, plusieurgggtions de gouttes coexistent.

Lorsque I'angle de contact sur une surface homogshaférieur a 90°, la condensation suit
toujours les quatre régimes énonceés precédemmeris. IM diminution de I'angle de contact
et I'hystérésis vont modifier certaines propriédésces régimes. En particulier :

. le taux de nucléation augmente quand I'angleah¢act diminue
. la taille de la goutte augmente quand I'angleal®act diminue
. 'hystérésis déforme les gouttes qui ne sorg phériques

Les deux premiers points entrainent une apparidiorsecond régime, la coalescence est
facilitée. L’hystérésis déforme d’autant plus lesuijles que I'angle de contact est petit.
Celles-ci ne relaxent pas vers leur situation diémqe et ont un taux d’occupation de surface

qui sature a une valeur plus forte que p6u=90°. D. Beysens et C. Knobler montrent que
le taux d’'occupation de surface par le liquide est tel que 055<[* < 095 pour
90°>4,>10 Vi De plus, la saturation est atteinte plus rapidertmsque I'angle de contact
est plus faible. Il est donc possible d’estingba partir du taux de couverture poéy< 90°
(1-02)x90

ar 'expression 4, ~
p p 0 1- 055

Nous avons utilisé cette équation pour estimerdailiabilité des motifs micrométriques que
nous avons modifies par SECM aussi bien sur lesesefluorés que les surfaces de
polystyrene.
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Annexe 2 :

L’ellipsométrie

L’ellipsométrie est une méthode optique permettimtdéterminer les épaisseurs et les
indices de réfraction d’un film homogéene a la stefd’'un substrat réfléchissant. Le principe
de la mesure consiste a mesurer et analyser leatioas d’amplitude et de phase d'un
faisceau laser apres sa réflexion sur le substrat

l. Principe de I'ellipsométrie

Lorsque I'on envoie une onde plane sur une sunféftéchissante, la réflexion modifie
'état de polarisation de la lumiére. Afin de déericette modification, on définit les

coefficients de réflexion paralléle et perpendioelau plan d’'incidence, respectivemeprmtr

rsdéfinis par :

E
T, = E”. =r,|exp(jd,)
el
E
o= 2= = fexp(j)

avec I%i et Esi, respectivement les champs électriques parallelgegendiculaire au plan

d’incidence et IOEret ESr respectivement les champs électriques parallelgegiendiculaire

apres réflexion (figure 1). Les coefﬁcien}gt r sont des nombres complexes. Leur module
‘.*:F‘ et |r;.| représente la modification de I'amplitude du chagteztrique et leur phaséS% et

85, le retard introduit par la réflexion sur le subst

L’ellipsométrie est basée sur la mesure des étatpadarisation des ondes incidente et
réfléchie et conduit a la détermination de I'elifit p qui est le rapport des coefficients

complexes IOret r:

Tp

r.| , le rapport des modules est associé éhangement d’amplitude apres réflexion

tan¥ =

sur la surface eA = 8p - 85, est associé a un changement de phase apresaeflax la

surface.
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Figure 1 : Définition des composantes perpendiculaire etligdeaau plan d'incidence de lI'onde lumineuse.

Les coefficients de réflexion dépendent de l'argflales indices des deux milieux (ceux-ci
sont fonction de la longueur d’onde En pratique, a I'aide d’un ellipsométre, on nmrestan

¥ et cosA. Une mesure faite a une incidence et a une lomgliende données permet de
déterminer deux parametres de I'échantillon analydé que son épaisseuet son indice de
réfraction n. En effet, un calcul numérique a patés équations ellipsométriques relia#t (
A) a (n,y) permet de déduire I'indice de réfraction et I'&gaur du film a partir de la mesure
de tan¥ et cosA. Dans le cas d’'un wafer de silicium nu, soit ust&gne composeé de trois

milieux différents, le silicium, la couche d’oxyadwtif SiO2 et le milieu ambiant, il existe

deux interfaces 0 - 1 et 1 - 2 (Figure 1). En daltules coefficients de réflexion globaux

résultants d’'un wafer de silicium nu on obtient empression théorique ge

B P R
toy tHoaX 1+ n,X

4 4P P .5 .5
1+ n5 X npy+nr,X

p:

ou 2. et 72, sont respectivement les coefficients de réftexparallele et perpendiculaire a

T

l'interface i-j. Le coefficient X est défini par :

4y, cos(8,)y
X = exp(—j— ; )

avecy I'épaisseur du film de silice,oﬂfindice de réfraction du milieu O (air ou eau)e%t

'angle d’'incidence du faisceau laser. Dans le dasilicium, I'angle d’incidence est choisi
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proche de I'angle de Brewster, qui correspond rigla d’incidence pour lequel le coefficient
de réflexion perpendiculairey; est nul. Dans l'air, 'angle de Brewster d'un suastde

silicium est proche de 75° et dans I'eau, il est ti®

Dans le cas de couches multiples, ce calcul defastitlieux, car il faut tenir compte des
réflexions multiples. Dans le cas d’échantillonéstrminces (pour des films d’épaisseur
inférieure & 100A), on ne peut pas déterminer irddpmment l'indice et I'épaisseur du film.
Il devient alors nécessaire de fixer l'indice déaétion de I'échantillon afin d’en déduire
I'épaisseur. En effet, un développement au preordre des équations paramétriquesyér) (
montre que les variations &€ sont du deuxieme ordre et donc négligeables ppgoora aux
variations deA qui sont du premier ordre. La variation de est donc directement

proportionnelle &. Il faut donc fixer I'indice pour déterminer I'éjgaeur.

Il. Montage expérimental

[I.1. Le modele SENTECH SE 400 (figure 2)

Diétacteny

Echantillon

Figure 2 : Montage expérimental de I'ellipsometre a analyssunnant SENTECH SE 400.

Ce modele fonctionne suivant le principe de I'asaly tournant. La source de lumiere est
un laser He-Ne non polarisé, de longueur d’ohde 6328 A. A la sortie du polariseur, le
faisceau est polarisé rectilignement avec un adgld5°. Apres réflexion sur I'échantillon,
'onde est polarisée elliptiquement. L’analysewrrte a vitesse constante et est placé devant
une photodiode. Le signal est enregistré puisaligé durant deux révolutions de I'analyseur.

La transformée de Fourier des deux signaux esysdéalet permet de déduire les deux angles
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ellipsométriques¥ et A. Dans le cas d’'un substrat de silicium, I'anglencidence doit étre
proche de l'angle de Brewster, afin d'avoir la reeite sensibilité sur les mesures.
L’ellipsometre utilisé permet de choisir un anglsaddence d’'incréement 5°. On choisit un
angle de 70°, proche de I'angle de Brewster daigiti. Les données obtenues sont exploitées
en utilisant le logiciel « ellipsometer » fournirpe constructeur. On utilise un modele a
plusieurs couches qui sont caractérisées par uffiacteet d’extinction k, un indice de

réfraction n et une épaisseuvariables.
La résolution en épaisseur est de I'ordre de 'aigs et la résolution spatiale est de 0,3 x

0,5 mrr12. Pour nos mesures, on utilise un modele a uneheoeatre deux milieux semi-
infinis. Le milieu semi-infini inférieur est contig du substrat d’or d’indice de réfraction
0.47. L'air ambiant est le milieu semi-infini sumnr d’indice de réfraction 1,00. On
considére que la couche organique greffée et lalmode nanoparticules forment une couche

unique, d’indice de réfraction 1,460 et d’épaisseur

[I.2. Imagerie ellipsométrique

Laser 632,8 nm : \\

Z

d

N

Peolariseur

Tension contrdlée
par ordinaleur

CCD I T | i M échantillon

[

| Objectif a air
Analyseur x50 ON=0.85

Figure 3: Schéma du montage de I'imagerie ellipsométriabeiqué au laboratoire d'optique physique.

Le modele de cet ellipsométre a été concu au lédicead’optique physique de I'ESPCI,
le principe consiste a réaliser une image ou awhagint (x,y) on fait correspondre la valeur
de A ou de¥ correspondante. La source de lumiére est un ldeelle non polarisé, de
longueur d’'ondé. = 6328 A. La source lumineuse traverse un prepidariseur puis passe

par le modulateur variable a cristaux liquides opuroduit un retard commandé par une

tension appliquée. L'objectif a air permet de frappeéchantillon sous une grande incidence.
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Le faisceau traverse ensuite un analyseur et sdigecsur un détecteur CCD grace a une
lentille. On essaie de se rapprocher de I'anglddmvster afin d’avoir des variations des
parametres ellipsométriques les plus significatives platine de translation sert a régler
'angle d’incidence en faisant varier la distanoére le faisceau et I'axe central de I'objectif.
Nous travaillons avec ce dispositif a un angle d& Ze chemin optique du faisceau laser a

été augmenté de telle sorte qu’il couvre la tatalit capteur CCD.

L’intensité lumineuse qui arrive sur la caméra CQGBt fonction des parametres

ellipsométrique, son expression est :
[ =E; Er=Ip+ Lsin(a) + Lcos (o) (1)
Avec:

I, =1’ (sin(P)E; +cos(P)EF) (cos(A)” cos(P) tan(¥)* + sin(4)? sin(P)?)

2

=%{£g+aﬁ%mmwf—n 2)
(3
I, = —Asin(A) (3)
(4)
I. = Acos(A)
A= .l‘_,z (sm(P)E; +cos(P)E} )? sin(2 A) sin(2P) tan('¥ / 2)
=L (B + E2) tan(® ) 2). 5)

Les valeurs des angles du polariseur P, de I'aeaty8 et du modulateur M ont été choisis

pour simplifier au maximum les équations précédente

5 &

cosA=—,
A A

sinA =

|I_I|:, 2
22 1) (6)

id
W= tan (=2 +
A\
Avec A= I’ +1].

Ainsi IO, Iset ICnous permettent de déduire les paramétres ellipsiomesA et\V.

Etant donné que I'acquisition se fait avec desrdstae quart d’onde, on mesure aloig4E
EM2, E3V4 et B On détermine facilemenst Ilcet IO:
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i :E.i--l E:u-l
: 2
E.—E,,,
I{': - AL L
2
Fre E,+E,,+E,,+E;;,
: 4

Les paramétreso,llset IC sont des combinaisons linéaires des quatre imageset on déduit

facilementA etW grace a I'équation (6).
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Annexe 3 :

Mode opératoire pour 'immobilisation de nanoparticules sur des supports modifiés

Préparation des substrats

Pour des mesures électrochimiques, nous avonséutiles électrodes batons d'or et de
carbone vitreux présentant une surface utile déggas mm (généralement disques de 1 mm
de diameétre). Avant de greffer les électrodesgseti sont polies a I'alumine puis rincées a

'eau milliQ.

Les surfaces d'or que nous avons modifiées pourcéeactérisations physigues sont des
wafers de silicium recouverts d’'une fine coucherdie 100 nm d’épaisseur fournies par
Aldrich. Avant de commencer les modifications de sarfaces, nous les nettoyons dans une
solution de piranha (70 % d’acide sulfurique comigert 30 % de peroxyde d’hydrogene) au
bain marie a 80°C pendant 10 min. Elles sont emgunitcées a I'eau milliQ avant d’étre

séchées sous flux de.N

Greffage de la couche de diazonium

Le greffage électrochimique du sel de diazoniuntéafait dans I'acétonitrile contenant 2
mmol/L de 4 carboxyphényl diazonium et du tétraftlmrate de tétrabutylammonium
NBusBF;a 0.1 mol/L comme sel de fond. Nous suivons lefggef par chronoampérométrie.

Le processus de protonation / déprotonation dedifors carboxyliques greffées a été étudié

en utilisant deux solutions a deux pH différents:

- Solution pH=2 : HCl & 16 mol L*: obtenue par dilution d'une solution HCI
commerciale.

- Solution pH=9 : solution tampon : tetraborate déiwm (N&B4O7) a 0.025 M + HCIl a
9.2 mmol/L.

Immobilisation des nanoparticules

Solution de nanoparticules : La solution de nartpdes fournie par B. Teste (PECSA,
ESPCI) de 3.1 x ¥ nanoparticules mt est diluée 3x dans une solution de Tween (estice d
tween 20 ? polyoxyethylene (20) sorbitan monola)ratl pour 1000 en volume dans du PBS
(tampon phosphate, 137 mM NaCl, 8.3 mM @@, + NggHPOy), pH 7.4, Aldrich).

Nous commencons par conditionner la surface prieatant greffée avec les fonctions

carboxyliqgues dans une solution de pH 9 pendantirb nApres avoir laissé 30 pL de la
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solution diluée 2 min en contact avec la surfacesdlostrat, celui-ci est rincé a I'eau puis

séché sous flux desN

Fonctionnalisation des nanoparticules

- Fluorescéine (conditions électrostatiques):

La fluorescéine est diluée dans quelques goutmsetbne (pour assurer la dissolution) puis
dans urtampon phosphate PBS (de pH 7.5) & 1 mg/mL. A gelpBifonctions carboxyliques

sont déprotonées, ce qui favorise des interactbetrostatigues avec les fonctions amines
protonées libres des nanoparticules immobiliséesisNaissons alors interagir ces derniéres

avec la solution de fluorescéine pendant 10, 20n40ou 24 h puis nous ringons a l'eau.

- FITC (conditions covalentes) :

Pour favoriser les interactions covalentes, nowmauwtilisé I'isothiocyanate de fluorescéine.
Ce dérivé réagit avec les nucléophiles comme lesipggments amines pour former un

thioamide.

Nous pratiquons la méme procédure de dilution déutarescéine, bien qu’on recommande
usuellement un pH=9 pour cette réaction. En effekpérience a montré qu'a ce pH on

dénature la coquille de silice des nanoparticules.

Nous laissons alors interagir les nanoparticulemaiilisées avec la solution de FITC

pendant une nuit puis nous ringons a 'eau.

- Nanoparticules COOH (conditions électrostatiques)

Pour ce faire, nous avons utilisé des nanoparsdilerescentes fonctionnalisées COOH aux
propriétés identiqgues a celles non fluorescentestifinnalisées NEHimmobilisées sur un
wafer d’or modifié. Ces nanoparticules sont audlsiéds 3 fois. Nous avons mis les deux
types de nanoparticules en contact pendant 10 ams dne solution de pH neutre (tampon
PBS). Ainsi, les fonctions carboxyles des nanopalgs libres sont déprotonées et les
fonctions amines des nanoparticules immobiliséas mmtonées. Solution de nanoparticules :
10 L de solution de nanoparticules fournie paf&te (PECSA, ESPCI), 20 pL de solution
Tween+PBS (1 pour 1000, pH=7.5).

- Nanoparticules COOH (conditions covalentes)
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Nous faisons réagir, pendant une nuit, en solutampon neutre (MOPS, acide 3-(N-
morpholino)propanesulfonique, a 10 mM), les nanti@aes immobilisées avec 20 pL de la
solution mere de nanoparticules acides, 20 pL déthy-N’-(3-(dimethylamino)propyl)

carbodiimide (EDC) a 5 mg/mL et 20 puL de N-hydrexgcinimide (NHS) a 5 mg/mL. Nous

ringons ensuite a I'eau milliQ.

Microscope a fluorescence

Le microscope a fluorescence permet de visualigefldorescéine qui a un maximum
d'absorbance a494 nm et un maximum d’émission a 521 nm. Un tnaétet par Image J
permet d’évaluer les niveaux de gris obtenus. Cdgoanl faut prendre garde d’enregistrer les

images au méme format.

Infra-rouge FT-IRRAS

L’analyse infra rouge nous renseigne sur la présees nanoparticules via I'analyse de I'aire
de la large bande vers 1200 tnk’interface utilisé est un spectrométre JASCOIRT8100
type A équipé d'un détecteur MCT refroidi par dazote liquide et d’'un accessoire a
réflexion d’angle rasant a 85° (RAS-PRO410-H). Gleagpectre est obtenu par accumulation
de 500 interférogrammes avec une résolution de4 tm spectrométre est purgé avec un air

sec dépourvu de dioxyde de carbone environ 10avant de lancer la mesure.

Les données ont été traitées en retirant du spestigandes de G@t de HO et en rectifiant

la ligne de base.
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L’électrochimie peut étre utilisée pour, de factdgante, modifier les propriétés chimiqued et
physiques de différentes surfaces. La modificatlersurfaces de polymeres hydrogénésj(en
particulier le polystyréne) et de monocouches #agrauto-assemblées est présentée das ce
contexte. La sonde d'un microscope électrochimi8&CM) permet d’électrogénérgr
différentes especes réactives a la surface duratibSur les supports fluorés, la réductjon
locale de la surface est effectuée par des élextsofvatés puis la zone réduite est pgst-
fonctionnalisée par des réactions chimiques. Syolgstyréne, la modification localisée (le
surface est réalisée essentiellement pat".Agensemble de ces traitements permet sutl les
deux substrats i) d’augmenter le contraste d’hyldobge entre le support et les motffs
modifies et ii) d’y immobiliser différentes entitésssentiellement biologiques (cellules
vivantes). Le mécanisme d’oxydation du polystyrpaeAd" a été étudié par électrochim
Les courbes d’approche SECM s'interprétent pasiébilité chimique de A en solution e
la réaction hétérogene d’'attaque de la surfacecparactif. La cinétique est régie parfla
perméation de I'espéce rédox dans le film de poignoayde.
Ensuite, et aprés avoir exploré les possibilitéssemblage de nanoparticules d’oxyde de fer
fonctionnalisées sur une surface oxygénée modetéale conductrice électrogreffée par ges
groupements carboxyliques), des nanoparticules @afoinctionnalisées ont été immobilisées
spécifiguement sur des motifs de polystyrene oxydé.

Mots clés : Microscope électrochimique a balayage (SECM), rication de surfaceg
polystyréene, monocouches fluorées auto-assemblésthiésion spécifique d’entitds
biologiques, nanoparticules fonctionnalisées.

Electrochemistry may be nicely used to modify theeroical and physical properties [pf
different surfaces. In this context, the surfacedifncation of hydrogenated polymels
(particularly polystyrene) and of fluorinated safsembled monolayers is presented. For fhat,
the probe of a scanning electrochemical microsd&@€eCM) is used to generate varigus
reactants on the surface of the substrate. Witbriflated substrates, the surface is redyced
locally by micrometric sources of solvated electrcend the patterned surface is pdqst-
functionalized by chemical reactions. With polystye, the etching of the surface |is
essentially performed by Af With both substrates, these treatments allow iptrease th
contrast of wettability between the pristine sudtstrand the patterns, and ii) to selectively
immobilize various entities such as biological ofleang cells). Moreover, the mechani

for the oxidation of polystyrene by Ajgis studied by electrochemical means. The SEHCM
approach curves are interpreted by the homogeneoemmical instability of A§" and the
heterogeneous reaction of this reagent with théaser The kinetics is governed by the
permeation of the redox species into the oxidizagimper layer.

The ability of functionalized iron oxide nanopalts to be assembled onto a moflel
oxygenated surface (conductive surface electragdly carboxylic moieties) is evaluateld.
Finally, amino functionalized nanoparticles are iofitized specifically onto the oxidizepl
patterns of a polystyrene surface.

Keywords:Scanning electrochemical microscope (SECM), sarfaodification, polystyreng
fluorinated self-assembled monolayers, specificeadin of biological entities, functionalizeld
nanoparticles.




