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(57) Abstract : The invention relates to a contrast amplitying support (SAC) for the observation of a sample, characterized in that it
includes a transparent substrate (MI, SS) supporting at least one absorbing layer (CA), the complex refractive index N =n;-jk; and
thickness of which are selected such that said layer behaves as an antireflection layer when it is illuminated with normal incidence
and with an illumination wavelength 1 through said substrate, the surface of said layer opposite said substrate being in contact with a
transparent ambient medium (AM) having an refractive index nj that is lower than that of the refractive index n, of said substrate.
The invention also relates to a method for producing such a contrast amplifying support. The invention further relates to a method
for observing a sample, or for detecting or assaying at least one chemical or biological species, using such a contrast amplifying sup -
port.
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Support amplificateur de contraste support ampliticateur de contraste (SAC) pour l'observation d'un échantillon, caractérisé en ce
qu'il comprend un substrat transparent (MI, SS) portant au moins une couche absorbante (CA) dont l'indice de réfraction com-
plexe Ni=n;-jk; et I'épaisseur sont choisis de telle sorte que ladite couche se comporte en tant que couche antiretlet lorsqu'elle est
éclairée en incidence normale a une longueur d'onde d'¢clairage 1 a travers ledit substrat, la face de ladite couche opposée audit
substrat étant en contact avec un milieu dit ambiant (ME) transparent dont l'indice de réfraction n; est intérieur a celui de l'indice
de réfraction no dudit substrat. Procédé de fabrication d'un tel support amplificateur de contraste. Procédé d'observation d'un
échantillon, ou de détection ou dosage d'au moins une espéce chimique ou biologique, utilisant un tel support amplificateur de
contraste.
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SUPPORTS AMPLIFICATEURS DE CONTRASTE POUR L’OBSERVATION
D’UN ECHANTILLON, LEUR PROCEDES DE FABRICATION ET LEURS
UTILISATIONS

L'invention porte sur des supports amplificateurs de contraste
pour I'observation d’'un échantillon, ainsi que sur des procédés de fabrication de
tels supports. L'invention porte également sur des procédés d'observation
d’échantillons et des procédés de détection ou dosage d’especes chimiques ou
biologiques mettant en ceuvre de tels supports.

L’invention est susceptible d'étre appliquée a différents
domaines techniques, tels que la biologie (détection de biomolécules ou
microorganismes, observation de cultures cellulaires), les nanotechnologies
(visualisation de nano-objets, tels que des nanotubes), la microélectronique, la
science des matériaux, etc.

L'utilisation de couches antireflet (ou couches « A/4 ») pour
augmenter le contraste optique d'un objet observé en microscopie optique par
réflexion est une technique connue depuis de nombreuses années et trés
puissante ; elle a permis notamment la premiére observation de marches
moléculaires par Langmuir et Blodgett en 1937 et, plus récemment, la
visualisation des couches de graphéne par Novoselov et al.

Soit / lintensité lumineuse réfléchie par I'objet a observer,
déposé sur un support, et /s celle réfléchie par le support seul ; alors, le
contraste avec lequel I'échantillon est observé vaut C=(I-Is)/(I+/s). On comprend
que la valeur absolue de ce contraste prend sa valeur maximale (égale a 1)
quand /=0, c'est-a-dire quand le support a une réflectivité nulle, ou bien quand
I'objet supporté a une réflectivité nulle. Dans le cas le plus simple, la condition
;=0 est satisfaite en utilisant en tant que support un substrat transparent sur
lequel est déposée une couche mince, également transparente, dont
I'épaisseur et I'indice de réfraction sont choisis de maniére opportune. Dans le
cas d'une couche antireflet unique, éclairée en incidence normale avec un
milieu incident (dont provient I'éclairage) et un milieu émergent (le substrat)
transparents et semi-infinis, on obtient les conditions suivantes :

n,? =ngns (1a)

ne, = A/4 (1b)
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ou ny est l'indice de réfraction (réel) de la couche, ng et n;3 les
indices de réfraction (également réels) des milieux incident et émergent, eq
I'épaisseur de la couche et A la longueur d’onde d’éclairage.

Pour des milieux incident et émergent donnés, I'équation (1a)
détermine de maniére univoque l'indice de réfraction de la couche antireflet.
Malheureusement, cet indice peut ne pas correspondre a un matériau d’'usage
courant, ou satisfaisant a diverses contraintes lices a [I'application
spécifiquement considérée. Par exemple, dans le cas d’'une interface air-verre —
dont lintérét pratique est évident — on obtient ni=1,27, ce qui nécessite
l'utilisation de matériaux composites tels que des aérogels.

L’invention vise a surmonter cet inconvénient de I'art antérieur.

Pour y parvenir, linvention propose d'utiliser des couches
antireflets absorbantes, présentant un indice de réfraction complexe. Le degré
de liberté additionnel associé a la présence d’'une partie imaginaire de I'indice
permet de relacher la contrainte pesant sur la valeur de sa partie réelle. Par
ailleurs, alors qu'il est difficile de modifier la partie réelle de l'indice de réfraction
d'un matériau, il est relativement simple de modifier sa partie imaginaire (par
exemple, en introduisant des impuretés absorbantes ou diffusantes, la diffusion
« simulant » une absorption).

Il convient de noter que — dans le cas des couches « A/4 »
conventionnelles — I'augmentation du contraste reésulte d’'un effet interférentiel
qui met en jeu des réflexions multiples aux interfaces milieu incident/couche et
couche/milieu émergent. Or, I'absorption de la lumiére a l'intérieur de la couche
tend a supprimer l'interférence entre ces réflexions multiples. Par conséquent,
le concept méme d’'une « couche antireflet absorbante » parait de prime abord
contraire a l'intuition.

L’article de S. G. Moiseev et S. V. Vinogradov « Design of
Antireflection Composite Coating Based on Metal Nanoparticle », Physics of
Wave Phenomena, 2011, Vol 10, N°1, pages 47 — 51 éudie les conditions que
doit satisfaire une couche mince faiblement absorbante déposée sur un
substrat transparent pour annuler la réflexion en incidence normale a l'interface
air-substrat, I'éclairage étant effectué par 'air. Ce document décrit également

une couche mince absorbante en matériau composite contenant des
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nanoparticules métalliques satisfaisant de maniére approchée a ces conditions.
Cette couche réduit la réflexion a linterface air-substrat, mais ne lI'annule pas
totalement. En outre, son fonctionnement a été démontré — par une étude
analytique limitée aux matériaux a trés faible absorption, mais ce résultat est
difficilement généralisable. Par ailleurs, un tel revétement n’est pas destiné a
réaliser un support amplificateur de contraste.

Les articles suivants :

- M. A. Kats et al. « Nanometre optical coatings based on
strong interference effects in higly absorbing media », Nature Materials, Vol. 12,
Janvier 2013, pages 20 — 24; et

- R. M. A. Azzam et al. « Antieflection of an absorbing
substrate by an absorbing thin film at normal incidence », Applied Optics, Vol
26, No 4, pages 719 — 722 (1987)

divulguent des couches antireflet absorbantes déposées sur
des substrats qui sont a leur tour absorbants. La encore, seuls des cas
particuliers sont décrits, qui sont difficlement généralisables. En outre, dans le
cas de l'article de M. A. Kats et al., la suppression de la réflexion n’est que
partielle.

Le document US 5,216,542 divulgue un revétement antireflet
pour un substrat en verre comportant, sur une face avant du substrat (destinée
a étre éclairé), une structure multicouches comprenant des couches
transparentes et des couches absorbantes en TiNy et, sur une face arriére dudit
substrat, un couche absorbante unique en TiN, dont I'épaisseur n'est cependant
pas de nature a assurer une réflectivité nulle, mais seulement faible. Un tel
revétement n’est pas destiné a réaliser un support amplificateur de contraste.

Conformément a [linvention, le support amplificateur de
contraste comprenant une couche antireflet absorbante est dimensionné de
maniére a étre utilisé dans une configuration « inversée » ou « face arriére »,
c'est-a-dire avec éclairage et observation a travers le substrat qui a un indice de
réfraction supérieur a celui du milieu émergent (ou « milieu ambiant »). Cette
configuration est particuliérement adaptée lorsque le substrat forme une fenétre
d'observation et la couche antireflet absorbante est mise en contact avec un

milieu aqueux (applications chimiques ou biologiques) ou maintenue dans une
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enceinte sous vide ou a atmospheére contrélée (applications telles que les
procédés de dépbt). Elle est opposée a celle décrite dans I'article précité de S.
G. Moiseev et S. V. Vinogradov. En outre, I'invention permet de réaliser des
supports adaptés a pratiquement tout milieu ambiant transparent, et pas
uniqguement a l'air.

Par ailleurs, des couches antireflet absorbantes telles que
décrites ci-aprés peuvent également convenir a des applications autres que
I'amplification de contraste — en fait, a chaque fois qu’on souhaite supprimer ou
atténuer la réflexion de la lumiere entre un substrat transparent et un milieu
ambiant a plus faible indice, en présence d'un éclairage provenant dudit
substrat.

Un objet de l'invention est donc un support amplificateur de
contraste pour I'observation d’'un échantillon, caractérisé en ce qu’il comprend
un substrat transparent portant au moins une couche absorbante dont l'indice
de réfraction complexe Ny=ns-jk; et I'épaisseur sont choisis de telle sorte que
ladite couche se comporte en tant que couche antireflet lorsqu’elle est éclairée
en incidence normale a une longueur d’onde d'éclairage A a travers ledit
substrat, la face de ladite couche opposée audit substrat étant en contact avec
un milieu dit ambiant transparent dont l'indice de réfraction ns est inférieur a
celui de l'indice de réfraction no dudit substrat. De préférence ladite couche
n'est pas en nitrure de titane (TiN,).

Selon des modes de réalisation particuliers d’'un tel support
amplificateur de contraste :

- A ladite longueur d’'onde d’éclairage A, I'indice de réfraction
No du substrat, les parties réelles et imaginaires de lindice de réfraction
complexe de la couche Ni=ni-jk; et I'épaisseur e; de la couche peuvent
satisfaire aux conditions suivantes :

a) V12:1+K12 ,

o) & =1 Tk| e

2V1K1
c) k, > 0,001, et de préférence k; = 0,01, et de
maniére encore préférée k, > 0,1

ou :
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_ 27'[710
- 61 - 2 1>
V. = nq .
1= 4/ NgNnz !
feq
- K, =—;¢et
1 NNy !

- K ={{n/(o/ns — DIYno/mz)
avec une tolérance inférieure ou égale a 5%, et de préférence inférieure ou
égale a 0,3%, pour ny et ky, et avec une tolérance inférieure ou égale a 30% et
de préférence inférieure ou égale a 5% pour e1.

- Plus particulierement, l'indice de réfraction du substrat no,

I'indice de réfraction complexe de la couche Ni=ns-jk; et I'épaisseur e; de la
couche peuvent satisfaire, en outre, avec lesdites tolérances et pour ladite
longueur d’onde d’éclairage A, aux conditions suivantes :

a)) vt =1+4+K?;

b') 5, = 2ofhaTl. o

2V1Kq

c) k, = 0,15.

ou :
27'[710
B 6, = 7 L
V. = nq .
1= 4/ NgNnz !
kq
- K = ; et
1 NNy !

- K = {[ﬂ/(no/ns - 1)]@}_1

- Ledit substrat peut étre en verre.

- Le rapport no/ns peut étre choisi compris entre 1,1 et 1,3.

- Envariante, le rapport no/nz est choisi compris entre 1,45 et
1,7.

- Ladite couche absorbante peut étre choisie parmi: une
couche d’impuretés implantées dans ledit substrat ; une couche métallique ;
une couche semi-conductrice; un alliage composite métal/semi-conducteur ;
une couche absorbante magnétique; une couche de nanoparticules
métalliques; une couche conductrice non métallique ; une couche diffusante;

une couche de polymeére ou de photoresist contenant des pigments ou
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colorants ; une couche diélectrique minérale contenant des centres colorés ;
une couche hybride composite comprenant une phase continue dans laquelle
sont dispersées des nanoparticules ; et une couche de graphéne ou une
couche de graphéne fonctionnalisée.

- Ladite couche absorbante peut comprendre au moins une
couche fonctionnalisée, susceptible de fixer au moins une espéce chimique ou
biologique.

- Ledit substrat peut présenter une surface fonctionnalisée
susceptible de fixer au moins une espece chimique ou biologique, ladite couche
absorbante étant formée par ladite ou au moins une dite espéce chimique ou
biologique fixée par ladite surface fonctionnalisée.

- Ladite couche absorbante peut présenter une transmittance
supérieure ou égale a 80% et de préférence supérieure ou égale a 90%.

Un autre objet de I'invention est un procédé de fabrication d’'un
support amplificateur de contraste comprenant un substrat transparent portant
au moins une couche absorbante, ledit procédé comprenant une phase de
conception dudit support et une phase de fabrication matérielle du support ainsi
congu ; caractérisé en ce que ladite étape de conception comprend les étapes
suivantes :

i) choisir une longueur d’onde d’éclairage A ;

ii) choisir un matériau constituant ledit substrat et présentant,
a ladite longueur d’onde d’éclairage A, un indice de réfraction réel no ;

iif) choisir un milieu ambiant en contact avec ladite couche du
cOté opposé audit substrat et présentant, a ladite longueur d’onde d’éclairage A,
un indice de réfraction réel nz < no ;

iv) déterminer un indice de réfraction complexe nominal
Ni=n+-jks et une épaisseur nominale ey de ladite couche telles quelle se
comporte en tant que couche antireflet lorsqu’elle est éclairée en incidence
normale a ladite longueur d’'onde d’éclairage A a travers ledit substrat, la face
de ladite couche opposée audit substrat étant en contact avec ledit milieu
ambiant ; et

v) choisir un matériau constituant ladite couche absorbante et

présentant, a ladite longueur d'onde d'éclairage A, un indice de réfraction
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complexe dont les parties réelle et imaginaire coincident avec celles dudit
indice de réfraction complexe nominal a moins d’'une tolérance inférieure ou
égale a 5%, et de préférence inférieure ou égale a 0,3%.
Selon des modes de réalisation particuliers d’'un tel procédé :
5 - Lors de ladite étape iv), ledit indice de réfraction complexe
nominal et ladite épaisseur nominale peuvent étre choisis satisfaisant aux

conditions suivantes :

a) Vlz = 1 + Klz ,
b) & ="LED[1-eF] et
10 C) k, > 0,01, et de préférence k;, = 0,1
ou :
2
- 61 = 7';710 11
_ _ nq .
V1 - 4/ NgNnz !
_ ko,
T M T e
-1
15 - K = {[ﬂ/(no/ns - DIy no/ns}

- L’indice de réfraction complexe nominal et I'épaisseur
nominal de la couche peuvent étre déterminés de maniére a satisfaire, pour

ladite longueur d’'onde d’éclairage A, aux conditions suivantes :

20 a') V2 =14K,?;
, _ no/n?,—l_
b") 61 = m, et
c') k, = 0,15.
ou :
_ 27Tn0
- 6\1 - /1 1/
25 v, = —2—
1= W NoN3 ’
K = — et
1= W NoNg ’

-~ K ={[n/(o/ns ~ Do/}
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Encore un autre objet de linvention est un procédé
d’'observation d’'un échantillon comportant les étapes suivantes :
A. Disposer ledit échantillon sur une couche absorbante
d’'épaisseur e présentant un indice de réfraction complexe Ni=ns-jk, comprise
5 entre un premier milieu transparent, dit incident, ayant un indice de réfraction
réel no et un deuxieme milieu transparent, dit émergent, ayant un indice de
réfraction réel nz<ng ;
B. éclairer ledit échantillon en incidence normale au moins a
ladite longueur d'onde d’éclairage A a travers ledit milieu incident ;
10 C. observer I'échantillon ainsi éclairé, également a travers-ledit
milieu incident ;
dans lequel ladite couche absorbante présente un indice de

réfraction complexe et une épaisseur tels que :

a) Vi =14k,
1
15 b) 5, = {Bo/tt3~1) [1 ] ; et
c) k, = 0,001, et de préférence k; = 0,01, et de

maniére encore préférée k; > 0,1

2nng
FREY
nq .

W NoN3 ’

Ky

Troms
- K= {[n/(ne/ns — DIYno/ns)

avec une tolérance inférieure ou égale a 5%, et de préférence inférieure ou

] 5,

20 - Vl ==

- Kq = ,et

égale a 0,3%, pour no, nq et ky et avec une tolérance inférieure ou égale a 30%
25 et de préférence inférieure ou égale a 5% pour e+.
Selon des modes de réalisation particuliers d’un tel procédé :
- Ladite étape A peut étre mise en ceuvre au moyen d’un
support amplificateur de contraste tel que mentionné plus haut, dont le substrat

constitue ledit milieu incident.
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- Ledit échantillon peut étre éclairé au moins a ladite
longueur d’onde d’éclairage A par un faisceau de lumiére paralléle ou focalisé
de maniére a former un cone d’éclairage présentant un demi-angle d’ouverture
inférieure ou égale a 20°.

- Ledit échantillon peut étre éclairé au moins a ladite
longueur d’onde d’éclairage A par un faisceau laser focalisé.

Encore un autre objet de l'invention est un procédé de détection
ou dosage d’au moins une espece chimique ou biologique comportant les
étapes suivantes :

|.  procurer un support amplificateur de contraste tel que
mentionné plus haut, comprenant une couche ou surface fonctionnalisée,
susceptible de fixer au moins une espéce chimique ou biologique ;

Il. placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en contact
avec au moins une solution contenant une espece chimique ou biologique
marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant ou
diffusant, ladite espéce étant susceptible de se fixer sur ladite couche ou
surface fonctionnalisée, soit directement, soit par l'intermédiaire d’'une ou
plusieurs autres espéces chimiques ou biologiques, moyennant quoi lesdites
particules forment une couche métallique, absorbante ou diffusante continue ou
discontinue ;

lll. éclairer ledit support amplificateur de contraste en
incidence normale au moins a ladite longueur d’onde d’éclairage A a travers
ledit substrat ;

IV. observer ledit support amplificateur de contraste ainsi
éclairé, également a travers ledit substrat.

Encore un autre objet de l'invention est un procédé de détection
ou dosage d’au moins une espece chimique ou biologique comportant les
étapes suivantes :

|.  procurer un substrat transparent portant une couche ou
surface fonctionnalisée, susceptible de fixer au moins une espéce chimique ou
biologique ;

Il. placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en contact

avec au moins une solution contenant une espéce chimique ou biologique
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marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant ou
diffusant, ladite espéce étant susceptible de se fixer sur ladite couche ou
surface fonctionnalisée — soit directement, soit par l'intermédiaire d’'une ou
plusieurs autres espéces chimiques ou biologiques — pour former une couche
métallique, absorbante ou diffusante continue ou discontinue, ledit substrat
transparent formant, avec ladite couche ou surface fonctionnalisée et la couche
métallique, absorbante ou diffusante ainsi formée, un support amplificateur de
contraste tel que mentionné plus haut ;

lll. éclairer ledit support amplificateur de contraste en
incidence normale au moins a ladite longueur d’onde d'éclairage A a travers
ledit substrat ;

IV. observer ledit support amplificateur de contraste ainsi
éclairé, également a travers ledit substrat.

Selon des modes de réalisation particuliers d’'un tel procédé :

- Ladite étape Il peut comprendre les sous-étapes consistant

Q)

[-1) Placer ladite couche ou surface
fonctionnalisée en contact avec une premiéere solution contenant I'espéce
chimique ou biologique a détecter ou doser, de maniére a former une
couche dite intermédiaire ; et

lI-2) Placer ladite couche intermédiaire en contact avec
une deuxieme solution, contenant une espéce chimique ou biologique
dite auxiliaire, marquée par des nanoparticules métalliques ou un
marqueur absorbant ou diffusant et susceptible de se fixer sur ladite
couche intermédiaire pour former ladite couche métallique, absorbante

ou diffusante continue ou discontinue.

- En variante, ladite étape Il peut comprendre les sous-

étapes consistant a :
1-17) Placer ladite couche ou surface
fonctionnalisée en contact avec une premiére solution contenant une
espece chimique ou biologique, dite espéce intermédiaire, marquée par

des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant ou diffusant et
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susceptible de se fixer sur ladite couche de fonctionnalisation pour
former ladite couche métallique, absorbante ou diffusante continue ou
discontinue ; et

[1-2°) Placer ladite couche ou surface
fonctionnalisée et ladite couche métallique, absorbante ou diffusante en
contact avec une deuxiéme solution contenant ladite espéce chimique ou
biologique a détecter ou doser, laquelle présente une affinité avec ladite
couche ou surface fonctionnalisée supérieure a celle de ladite espéce
intermédiaire, moyennant quoi ladite espéce intermédiaire est déplacée
et ladite couche métallique, absorbante ou diffusante est supprimée au
moins en partie.

- Lors de ladite étape IlI, on peut placer ladite couche ou
surface fonctionnalisée en contact avec une solution contenant I'espece
chimique ou biologique a doser, ainsi que ladite espéce chimique ou biologique
concurrente, 'une des deux especes étant marquée par des nanoparticules
métalliques ou un marqueur absorbant ou diffusant, moyennant quoi on obtient
une couche métallique, absorbante ou diffusante continue ou discontinue dont
I'épaisseur effective dépend du rapport entre la concentration de ladite espéce
chimique ou biologique concurrente et celle de la dite espéce chimique ou
biologique a doser.

Conventionnellement, on considerera qu'un matériau est
transparent a une longueur d’'onde A lorsque la partie imaginaire de son indice
de réfraction a cette longueur d’'onde est inférieure a 0,01, voire a 0,001, voire a
0,0001.

D'autres caractéristiques, détails et avantages de l'invention
ressortiront a la lecture de la description faite en référence aux dessins annexés
donnés a titre d’exemple et qui représentent, respectivement :

- Lafigure 1, une structure constituée par une couche mince
entre deux milieu semi-infinis ;

- Les figures 2A a 2D, des graphiques illustrant la relation
entre les parties réelles et imaginaires des indices de réfraction de couches
antireflet absorbantes selon différents modes de réalisation de I'invention ;
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- Les figures 3A a 3C, des graphiques illustrant la relation
entre les épaisseurs et les parties imaginaires des indices de réfraction de
couches antireflet absorbantes selon différents modes de réalisation de
linvention ;

- Les figures 4A a 4F, des graphiques illustrant la relation
entre les épaisseurs et les réflectances (4A — 4D) ou absorbances (4E, 4F) de
couches antireflet absorbantes selon différents modes de réalisation de
linvention ;

- Les figures 5A et 5B, des graphiques illustrant les
contrastes d’'observation d’'un échantillon obtenus grace a des supports selon
différents modes de réalisation de l'invention ;

- Les figures 5C et 5D, des graphiques illustrant les
contrastes d’'observation d’échantillons d’'épaisseurs différentes obtenus grace
a un support selon un mode de réalisation de I'invention ;

- La figure 6, une application d’'un support amplificateur de
contraste selon un mode de réalisation de l'invention ;

- Lesfigures 7A a 7E, des procédés de détection ou dosage
d’au moins une espéce chimique ou biologique selon différents modes de
réalisation de l'invention ; et

- Lafigure 8, un support amplificateur de contraste illustré a
titre d'exemple mais ne relevant pas de linvention, mettant en oeuvre un
substrat absorbant.

La figure 1 illustre un faisceau de lumiére paralléle FL (pouvant
étre assimilé localement a une onde plane) et monochromatique a une longueur
d’'onde (dans le vide) A, en incidence normale sur une structure constituée par :
un milieu semi-infini dit incident MI, dont provient le faisceau de lumiére,
transparent et caractérisé par un indice de réfraction réel no; une couche
absorbante CA d'épaisseur eq, caractérisée par un indice de réfraction
complexe Ni=n4-jky («j» étant I'unité imaginaire) ; et un milieu semi-infini dit
émergent ME, situé du c6té de la couche opposé a celui dont provient la
lumiere, transparent et caractérisé par un indice de réfraction réel ns < no. Le
milieu incident peut notamment étre un substrat, par exemple en verre, sur

lequel est déposée la couche CA. Un échantillon (non représenté) d’indice de



WO 2015/055809 13 PCT/EP2014/072307

réfraction réel n, — ou d’indice de réfraction complexe No=n,-jko — peut étre

déposé sur la couche CA, du cété du milieu émergent. Comme cela a été

expliqué plus haut, afin de maximiser le contraste avec lequel I'échantillon est

observé, il faut annuler la réflectance de I'ensemble milieu incident Ml / couche
5 CA/ milieu émergent ME en I'absence d’échantillon.

Le coefficient de réflexion complexe d'une structure du type
illustré sur la figure 1 (couche d’épaisseur €4 comprise entre deux milieux semi-
infinis) est donné par la formule d'Airy :

ro1+113¢2/F1
1+719,113e " 2/P1

()

To13 =

10 ou r; est le coefficient de Fresnel a l'interface i-j (,j=0, 1 ou 3,
« 0 » correspondant au milieu incident, « 1 » a la couche CA et « 3 » au milieu
émergent) et B, = 2mn, e, cosf, /A est le facteur de phase associé a ladite
couche, 64 étant I'angle de réfraction dans la couche. Dans un premier temps,
on considéere une couche transparente d’indice réel ny, la généralisation au cas

15 d'une couche absorbante sera traitée plus loin. Toujours dans un premier
temps, on considére une incidence qui peut ne pas étre normale.

Les coefficients de Fresnel pour les polarisations « p » (TM) et

«s» (TE) sont:
@) _ (n]- cos0; —n; cos 9]-)
g (n]- cos 8; +n; cos 9]-)
et
) _ (ni cos 0; — n; cos 9]-)
g (ni cos 0; + n; cos 9]-)
20 La condition antireflet correspond a re13=0 ce qui, dans le cas

de milieux transparents (indices réels) donne deux familles de solutions :

mA

- les couches dites « A/2 », pour lesquelles ¢, = —————
< ” P q 1 (2nqco0s84)

ou m est un entier, qui existent seulement si ng=n;z ; et
. A
- les couches dites « A/4 », pour lesquellesn,e; = 2p + 1);

25  (p entier).
Dans le cas ou le milieu 1 (couche CA) est absorbant, son

indice de réfraction Ni=ns-jks est complexe ; I'angle de réfraction — que I'on
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indique alors par ®; — et le coefficient de phase — By — sont également
complexes. Dans ce cas, ro13=0 impose : ro1sl3p= fo1,pl13,s ; Cette égalité ne peut
étre vraie que si une des trois conditions suivantes : ®;=0 (incidence normale),
N12=n¢? (pas de couche) ou ne?2=nz2 (Milieux incident et émergent identiques) est
satisfaite. Par conséquent, dans le cas de milieux extrémes quelconques, la
condition antireflet ne peut étre satisfaite qu’en incidence normale. Sachant que

fo11,0="ro1,s €t QUe ri3p=-r135, I'équation (2) devient :

. (nz3—nyg)
N;? _]tZTB:AG —nghz =0 (3)

L’équation (3) est transcendante et n’admet pas de solution
analytique. Toutefois, on peut trouver des solutions correspondant aux cas
extrémes : couche fortement absorbante et couche faiblement absorbante.

Dans le cas fortement absorbant, on peut supposer que e; < 1
car la lumiére ne se propagerait pas a travers une couche trés absorbante et

épaisse ; par conséquent, |Bi|<<1 et on peut alors écrire, au second ordre en

B1 tanBl = Bl = 1;713/710 (N1/1/n0n3)61, OU 61 = (277,'710//1)81 . ” est Utl|e de

séparer les parties réelles et imaginaires de I'équation, et d'utiliser les variables

« réduites » v, =n,/nons and k; =k, /\/nyn;. L'égquation (3) peut alors

s’écrire sous la forme du systéme suivant :

V2 =1+ kK2 (4a)
(1)
—_ n3
61 = - (4b)

Etant donné que & doit étre réel et positif, on a la condition
No>Ns (« géométrie inversée »). En prenant ne=1,52 et n3=1,34 — ce qui
correspond au cas verre/eau couramment utilisé en biophotonique — on trouve
une épaisseur e, = (1/2m)(ng —nsz)/2n.k,; de l'ordre du nanométre, ce qui
confirme I'hypothése initiale. Il est intéressant — et inattendu — que I'équation
(4a) tend a la condition d'indice classique quand k; — et donc ks — tend vers
zéro. Une comparaison avec des résultats numériques permet de vérifier que
I'équation (4a), bien que dérivée dans I'hypothese d'une couche fortement
absorbante, est approximativement valable pour toute valeur de k4. Par contre,
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la valeur de ey obtenue a partir de I'équation (4b) ne tend pas vers A/4n; ; par
conséquent, I'équation (4b) n’a pas une validité générale.

Dans le cas faiblement absorbant on pose Bi=n/2-¢; (ouU &4 est
une variable complexe), ce qui implique : & = /2 —\/%(vl — jK,1)61. On peut
0

alors écrire, au second ordre en k; :

2z — T |P3(To _ - 2 3
2] —1+2\ﬁ(n3 )Kl 3k1c + 0(x1°) (5a)

5, =~ Eﬁi{l — iMKl + K12 + 0(K13)} (5b)

2 Nz vV, T (no/n3—1)

En pratique, I'’équation (5a) — dont le domaine de validité
s’avere tres réduit — a peu d'intérét car, comme mentionné plus haut, I'équation
(4a) constitue une approximation satisfaisante pour toute valeur de k. Cela est
illustré par la figure 2A, qui montre la relation v;(k,); les courbes
correspondant a une solution numérique de I'’équation (3) et a I'équation (4a) ne
peuvent pas étre distinguées. La figure 2B montre I'erreur — en pourcentage —
de I'’équation (4a) par rapport a la solution numérique : on peut voir que cette
erreur est tres faible. Les figures 2C et 2D sont des agrandissements de la
figure 2A qui permettent d’étudier plus en détail le régime de faible absorption ;
sur ces figures la courbe c4a correspond a I'équation (4a) valable pour une
forte absorption, ¢3 a la solution numérique de I'équation (3), c5a a I'équation
(5a) et cba’ a I'équation (5a) tronquée au premier ordre. On peut voir que
'équation (5a) et sa version au premier ordre constituent effectivement une
meilleure approximation que I'équation 4a pour des faibles valeurs de k,, mais
que I'équation (4a) demeure une assez bonne approximation dans tous les cas,
tandis que I'équation (5a) perd rapidement toute pertinence.

Les figures 3A et 3B illustrent la relation & (k) ; la courbe cN
correspond a la solution numérique de I'’équation 3, c4b correspond a I'équation
4b, valable pour k4 grand, et c5b correspond a I'’équation 5b. On peut voir que,
dans ce cas, la solution obtenue pour ki é€levé ne constitue pas une
approximation acceptable pour k; petit. Par contre, il existe une équation semi-

empirique — correspondant a la courbe c6b — qui s'avere satisfaisante dans tous



10

15

20

25

30

WO 2015/055809 16 PCT/EP2014/072307

les cas. La figure 3C illustre l'erreur de cette solution semi-empirique par
rapport a la solution numérique : elle n’excéde jamais 3,5%. La solution semi-
empirique est donnée par I'équation 6b ci-dessous; I'équation 6a est
simplement I'équation 4a qui, comme cela a été montré plus haut, peut étre

considérée générale et utilisée en remplacement de 5b méme pour k; petit :

=1+ K,° (6a)
(no/n3—1) —=
0y = A [1 ] (60).

ol K = {[/(no/ns — Dlyne/ns}

La figure 4A montre les courbes de réflectance en fonction de
d1 pour différentes valeurs de k1 ; la figure 4B montre les courbes de réflectance
en fonction de 1/6;. Comme 1/31 est proportionnel a A, la figure 4B illustre
comment la réflectance d’'un substrat donné varie en fonction de Ila longueur
d'onde d’éclairage. On peut remarquer qu’'une couche antireflet absorbante
dimensionnée pour opérer a une longueur d'onde A atténue la réflexion
également a des longueurs d'onde A'>A. Cela permet d'utiliser ces supports
également en éclairage polychromatique ; dans ce dernier cas, il convient
d’effectuer le dimensionnement de la couche antireflet absorbante par rapport a
la plus petite longueur d’onde utilisée pour I'éclairage.

Les figures 4C et 4D sont des agrandissements des figures 4A
et 4B, respectivement, montrant plus spécifiquement la région des faibles
réflectances. Les figures 4E et 4F montrent les courbes d’absorbance pour
différentes valeurs de k; respectivement en fonction de 8, et 1/54.

Les figures 4A a 4D montrent que I'épaisseur réduite 8, d'une
couche antireflet absorbante est d’autant plus faible que la partie imaginaire
réduite k; de son indice de réfraction est important. En d’autres termes, plus la
couche est absorbante, plus elle doit étre mince. Les courbes 4E et 4F
permettent de vérifier que I'absorbance a I'épaisseur 6; donnée par I'équation
6b est pratiguement indépendante de k, et vaut environ 0,1.

Dans leur article précité, G. Moiseev et S. V. Vinogradov ont
étudié une couche antireflet absorbante utilisée en configuration non inversée

(éclairage provenant du milieu de plus faible indice) ; ils ont trouvé une
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épaisseur d’autant plus grande que la partie imaginaire de l'indice de réfraction
de la couche est élevée, conduisant a une absorbance qui augmente
rapidement avec cette derniére. Dans ces conditions, la couche ANtiReflet ne
peut exister que pour des valeurs trés faibles de k; il ne serait pas possible
d'utiliser une couche antireflet trés absorbante en tant que couche amplificatrice
de contraste. Ce probléme ne se pose pas dans le cas considéré ici.

Les figures 5A a 5D permettent d'étudier le contraste avec
lequel un échantillon peut étre observé grace a des supports comprenant une
couche antireflet absorbante telle que décrite ci-dessus. On considére un
substrat en verre, un milieu émergent constitué par de I'eau (no/nz=1,14) et un
échantillon constitué par une couche transparente d'indice de réfraction
n,=1,46. La figure 5A montre la valeur du contraste C avec lequel un échantillon
d'épaisseur e;=1 nm est observé, en fonction de I'épaisseur réduite o; pour les
mémes valeurs de k; que celles considérées dans les figures 4A — 4F : k=0
(couche antireflet non absorbante, ne faisant pas partie de l'invention) ; 0,1 ;
0,3; 0,6 ; 1et 2. La figure 5B montre la valeur de ce contraste en fonction de
1/6;.

On remarque que :

- seule la couche non absorbante permet une véritable
inversion du contraste (échantillon sombre sur fond clair) ; la couche k;=0,1
permet une telle inversion mais seulement a un niveau de contraste tres faible ;

- la largeur des pics de contraste est d’autant plus faible — et
donc la tolérance sur I'épaisseur réduite de la couche antireflet — que k; est
élevée. Dans le cas d’'un objet a observer ayant une épaisseur de 1nm, pour
k,=0,1 le contraste reste acceptable (0,4) méme lorsque &, s'écarte de +10%
de sa valeur optimale, mais cette tolérance peut difficilement dépasser 1% pour
K,=1.

Les figures 5C et 5D permettent d'étudier linfluence de
I'épaisseur de I'échantillon : elles montrent la valeur du contraste C en fonction
de o, et de 1/6, respectivement, dans le cas k;=0,1 et pour e;=1 nm, 0,1 nm

et 0,01 nm (il s'agit d'épaisseurs effectives d’échantillons pouvant étre

constitués d’atomes ou molécules éparses, disposés sur la surface de la



10

15

20

25

30

WO 2015/055809 18 PCT/EP2014/072307

couche amplificatrice de contraste). On remarque que le contraste C peut

toujours atteindre une valeur de 1, mais que la tolérance sur &; est d'autant

plus réduite que I'épaisseur e, est faible. Concrétement, comme ¢; dépend tant
de I'épaisseur de la couche antireflet absorbante que de la longueur d’onde
d’éclairage, dans le cas d’échantillons tres fins il pourra étre avantageux
d’ajuster finement cette longueur d’'onde pour maximiser le contraste.

Il peut étre aussi avantageux de choisir une longueur d’'onde

d’éclairage et/ou une épaisseur de la couche antireflet absorbante telle que
0, soit légérement supérieure a sa valeur optimale, afin que le contraste

devienne une fonction monotone de I'épaisseur de I'objet, ce qui en permet la
cartographie.

La figure 6 représente un support amplificateur de contraste
SAC comprenant un substrat transparent SS — par exemple en verre - servant
de milieu incident, une couche absorbante antireflet CA déposée sur le dit
substrat et en contact avec un milieu émergent ME, par exemple une solution
aqueuse ou l'air. Un échantillon ECH est déposé sur une portion de la couche
CE, du cbté du milieu émergent. Le substrat est éclairé en incidence normale
par un faisceau lumineux FL qui est, dans I'exemple considéré ici, un faisceau
laser a profil gaussien, focalisé par une lentille LE au niveau de la couche
antireflet. On sait en effet que, dans sa région focale (« beam waist »), un
faisceau gaussien présente un front de phase plan, et peut donc étre assimilé
localement a une onde plane (cas considéré dans les développements
théoriques qui précedent). Un miroir semi-transparent MST dévie une portion
de la lumiere réfléchie par I'ensemble substrat SS/couche CA/échantillon
ECH/milieu émergent ME, pour la diriger vers un objectif LO, permettant
'observation dudit échantillon. L'observation peut se faire par balayage ou
« plein champ ». En variante, il est été possible d'utiliser un faisceau de lumiére
paralléle ou un systéme de vision télécentrique. Il convient de noter que la
cohérence spatiale de la lumiére incidente et son état de polarisation n’ont pas
d'importance. En revanche, si on veut observer un contraste d'intensité, il
convient d'utiliser un éclairage a bande étroite ; un éclairage polychromatique
conduit & un contraste qui n’est pas tant d’'intensité que de couleur (échantillon
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observeé avec une couleur différente de celle du fond et couleurs différentes
selon I'épaisseur de I'échantillon).

Dans le montage de la figure 6, les lentilles LO et LE sont
interchangeables. Par ailleurs, la réflexion parasite sur la face avant du substrat
peut étre utilement atténuée par des techniques telles que : immersion dans
une huile, I'existence d'un biseau entre la face avant et la face arriere, un
filtrage spatial, un traitement antireflet classique.

Pour concevoir un support amplificateur de contraste du type
illustré sur la figure 6 on peut procéder de la fagon suivante :

- Premiérement, on détermine la longueur d’onde d’éclairage
(ou la plus petite longueur d'onde déclairage, si ce dernier est
polychromatique) A, en fonction de I'application considérée ou de différentes
contraintes technologiques.

- Ensuite, on choisit un premier matériau destiné a constituer
le substrat et un matériau destiné a constituer le « milieu ambiant » ou
« émergent ». Souvent, le choix du milieu ambiant est déterminé par
'application considérée (généralement une solution aqueuse pour les
applications biologiques) ; le choix du matériau constituant le substrat est dicté
par des considérations technologiques et par la contrainte ns < ng a la longueur
d'onde A. Souvent, on choisira un substrat en verre, et un milieu ambiant
constitué par l'air (rapport ns/ no compris entre 1,45 et 1,7) ou I'eau (rapport
ns/ no compris entre 1,1 et 1,3).

- Puis, I'équation 6a est utilisée pour déterminer la relation
liant la partie réelle et la partie imaginaire de l'indice de réfraction du matériau
constituant la couche antireflet absorbante. Un matériau satisfaisant cette
relation est alors choisi — ou congu. Par exemple, on peut choisir un matériau
de départ transparent en fonction de considérations technologiques diverses —
par exemple un polymere ; prendre la partie réelle de son indice de réfraction
comme une donnée imposée ; et modifier la partie imaginaire dudit indice de
réfraction par l'ajut dimpuretés (colorants, nanoparticules...) pour que
I'équation 6a soit satisfaite.



10

15

20

25

30

WO 2015/055809 20 PCT/EP2014/072307

- Enfin, I'épaisseur de ladite couche est déterminée en
appliquant I'équation 6b (ou l'une des équations 4b ou 5b, qui en constituent
des cas particuliers).

On procéde ensuite a la fabrication du support, par des
techniques conventionnelles, telles que le revétement a la tournette, par
immersion, au rouleau, par sédimentation ou par évaporation; le dépdt
chimique ou physique en phase vapeur, I'implantation ionique, le dépdt
électrolytique, etc.

La couche antireflet absorbante peut étre métallique (et
notamment en or), semi-conductrice, conductrice non-métallique, en polymeére
contenant des pigments ou colorants, en matériau inorganique (minéral)
contenant des centres colorés, etc. Parmi les matériaux semi-conducteurs
convenant a la réalisation de couches antireflet absorbantes on peut
mentionner : le germanium (pour des applications dans l'ultraviolet (UV) proche,
par exemple a 354 nm), le TiO, (également dans I'UV proche), le siliciure de
molybdéne, de nickel ou de titane (dans le visible), le siliciure de tungsténe
(dans le proche infrarouge ou dans le proche UV), le siliciure de zirconium
(dans le visible ou le proche UV) le tantale ou le vanadium (dans le visible), etc.
Elle peut également contenir des nanoparticules métalliques. Elle peut étre
magnétique, ce qui présente un intérét pour I'étude d’échantillons qui sont a
leur tour magnétiques. L'utilisation de couches conductrices — métalliques ou
pas — permet d’appliquer une différence de potentiel contrélée a I'échantillon
et/ou de réaliser une «imagerie électrochimique » permettant d’étudier des
phénomenes d'électrodépdt, corrosion, catalyse, etc. Une variante
particuliérement intéressante consiste a réaliser un support monolithique, dans
lequel la couche antireflet absorbante est une couche d’impuretés implantées —
par exemple par implantation ionique — a la surface du substrat ; un tel substrat
peut étre nettoyé et réutilisé, sans danger d’abimer la couche. Une couche
antireflet « absorbante » ne doit pas nécessairement étre absorbante au sens
propre : en variante, il peut s’agir d'une couche diffusante, la diffusion
« imitant » I'absorption et pouvant également étre modélisée par un indice de

réfraction complexe.
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Un substrat amplificateur de contraste tel que décrit ci-dessus
permet également la réalisation de biopuces pour la détection et/ou le dosage
d'espéces chimiques ou biologique. Par exemple, comme illustré sur la figure 7,
il est possible de déposer une couche fonctionnalisée CF sur la couche
amplificatrice de contraste CA. Cette couche fonctionnalisée est mise en
contact avec une solution S, par exemple aqueuse, contenant I'espece
chimique ou biologique a détecter ECD. Cette derniére est fixée par la couche
fonctionnalisée et forme une couche mince supplémentaire CE, constituant
I'échantillon a observer. En pratique, dans le cas d’'une biopuce, on déposera
plusieurs plots fonctionnalisés différents, permettant de fixer sélectivement des
especes chimiques ou biologiques différentes. En observant la biopuce au
microscope, dans les conditions décrites ci-dessus, on peut identifier facilement
les espéces effectivement présentes dans la solution. Dans certains modes de
réalisation, une méme couche peut réaliser a la fois la fonction chimique de
fixation sélective et la fonction optique d’amplification du contraste.

De préférence, en dehors des plots on peut prévoir une couche
de passivation empéchant la fixation de toute espéce chimique ou biologique
contenue dans ladite solution (« passivation chimique »). On peut utiliser par
exemple un polyéthyleéne glycol, un polymére fluoré, ou un alkyl fluore, par
exemple fonctionnalisés par des thiols dans le cas de l'or. Cette couche de
passivation peut étre déposée en phase vapeur ou en phase liquide apres la
fabrication des plots. En variante ou en complément on peut utiliser une couche
antireflet absorbante discontinue, présente (ou présentant une épaisseur
optimale) seulement en correspondance des plots; on parle alors de
« passivation optique ».

Lorsqu’on souhaite détecter ou déposer des especes chimiques
ou biologiques, il est également possible d'utiliser un substrat uniquement
pourvu de la couche fonctionnalisée CF. Dans ce cas, la couche antireflet
absorbante est constituée par les espéces fixées par ladite couche CF.

Selon un premier mode de réalisation, illustré sur la figure 7B,
la couche fonctionnalisée est mise en contact avec une solution contenant une
espece chimique ou biologique ECD a détecter ou doser, marquée par des
nanoparticules métalliques NPM et susceptible de se fixer sur ladite couche
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fonctionnalisée de maniére a former une couche métallique CM. Cette couche
peut étre en réalité discontinue, mais elle apparait continue a I'échelle de la
longueur d’onde de la lumiére visible (plusieurs centaines de nanomeétres), avec
une épaisseur effective qui peut étre une fraction du diametre de la
nanoparticule, et avec un indice de réfraction effectif. L'observation se fait de la
maniére décrite plus haut, la couche métallique ainsi constituée servant a la fois
de couche amplificatrice de contraste et d’échantillon. Pour un temps de contact
déterminé entre la solution et la couche fonctionnalisée, I'épaisseur de la
couche métallique dépend de la teneur en espéce chimique ou biologique, ce
qui permet de réaliser un dosage.

En variante, les nanoparticules métalliques peuvent étre
remplacées par un marqueur absorbant, par exemple une molécule
fluorescente (a noter que la fluorescence, en soi, n’est pas exploitée, mais une
molécule fluorescente est fortement absorbante).

L’inconvénient du premier mode de réalisation est de ne
permettre que la détection d'une espéce chimique ou biologique marquée. Les
modes de réalisation suivants ne présentent pas cet inconvénient.

Selon le deuxieme mode de réalisation (figure 7C), la couche
fonctionnalisée est placée en contact avec une premiére solution S1 contenant
I'espéce chimique ou biologique a détecter ou doser, de maniére a former une
couche dite intermédiaire Cl. Cette couche intermédiaire n’est pas observable.
Pour la révéler, on la met en contact avec une deuxiéme solution S2, contenant
une espece chimique ou biologique dite auxiliaire ECA, marquée par des
nanoparticules métalliques (ou un marqueur absorbant) et susceptible de se
fixer sur ladite couche intermédiaire pour former la couche métallique (ou
absorbante) CM.

La technique peut étre quantitative si I'espéce a détecter est
présente en quantité insuffisante pour saturer la couche fonctionnalisée et, par
contre, lI'espéce auxiliaire est présente en excés. Dans ce cas, en effet,
I'épaisseur et l'indice effectifs de la couche CM — et donc l'intensité du signal
lumineux observé — dépendrons de la concentration de I'espéce a détecter.

Ce deuxieme mode de réalisation ne peut étre utilisé que si

I'espéce chimique ou biologique a détecter présente au moins deux sites actifs,
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il ne s'applique donc pas, par exemple, aux haptenes. En outre, il est assez
complexe a mettre en ceuvre.

Les modes de réalisation suivants ne présentent pas cet
inconvénient.

Selon le troisiéme mode de réalisation (figure 7D), la couche
fonctionnalisée est placée en contact avec une premiére solution (S1)
contenant une espéce chimique ou biologique, dite espéce intermédiaire ECI,
marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant et
susceptible de se fixer sur ladite couche de fonctionnalisation pour former ladite
couche métallique ou absorbante (CM) continue ou discontinue. Ensuite,
I'ensemble ainsi obtenu est mis en contact avec une deuxiéme solution (S2)
contenant l'espéce chimique ou biologique a détecter ou doser, laquelle
présente une affinité avec ladite couche de fonctionnalisation supérieure a celle
de ladite espéce intermédiaire. Ainsi, I'espéce intermédiaire est déplacée et
ladite couche métallique ou absorbante est supprimée au moins en partie, ce
qui se ftraduit par une augmentation du signal lumineux. La technique
s'applique a la fois a un niveau qualitatif a la détection et a un niveau quantitatif
au dosage des espéces ciblées. Un avantage de cette approche est que ses
deux étapes peuvent étre dissociées : les supports peuvent étre fournis avec la
couche CM déja formée, préts a étre utilisés comme capteurs chimiques ou
biologiques.

Selon un quatrieme mode de réalisation (figure 7E), I'on place
ladite couche fonctionnalisée en contact avec une solution S contenant I'espéce
chimique ou biologique a doser, ainsi que ladite espéce chimique ou biologique
concurrente ECC, I'une des deux espéces (de préférence I'espéce concurrente)
étant marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant.
Ainsi, I'on obtient une couche métallique ou absorbante CM dont I'épaisseur
effective et I'indice effectif dépendent du rapport entre la concentration de ladite
espéece chimique ou biologique concurrente et celle de la dite espéce chimique
ou biologique a doser. Comme dans les autres modes de réalisation, le signal
dépend de cette épaisseur effective et de cet indice effectif.

Les especes chimiques ou biologiques peuvent étre, par
exemple, anticorps, antigenes, protéines, ADN, ARN, saccharides, enzymes,
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ions métalliques (notamment pour des applications au contréle des eaux),
molécules aromatiques, molécules organiques telles que des hydrocarbures,
microorganismes, etc.

Au lieu d’étre métallique ou absorbant, le marqueur peut étre
diffusant. En effet, comme cela a été expliqué plus haut, I'effet de la diffusion
peut étre exprimé par un indice de réfraction ayant une partie imaginaire. Ainsi,
des nanoparticules diélectriques telles que des nanoparticules minérales de
silice ou d'alumine, des dendriméres, des nanoparticules de latex, des
vésicules, ou des virus peuvent jouer le méme réle que les nanoparticules
métalliques.

Les techniques de détection ou dosage décrites ci-dessus
s’appliquent également lorsque la couche fonctionnalisée est déposée sur une
couche d’amplification de contraste telle que décrite plus haut. La couche
fonctionnalisée, et le cas échéant la couche d'amplification de contraste,
peuvent étre structurées en plots, et la surface en dehors de ces plots peut étre
passivée chimiquement et/ou optiquement, comme expliqué plus haut.

Jusqu’ici on a considéré uniquement le cas ou I'éclairage et
I'observation se font a travers d’'un substrat présentant un indice de réfraction
(réel) supérieur a celui du milieu ambiant — ce qu’'on appelle une « géométrie
inversée » ou « face arriere ». En variante, il est également possible d'opérer
en configuration «face avant», c'est-a-dire en effectuant I'éclairage et
I'observation a travers du milieu ambiant; dans ce cas, le substrat doit
présenter un indice de réfraction plus faible que celui dudit milieu ambiant :
No<Ns.

Une autre généralisation consiste a considérer un milieu
incident et/ou un milieu émergent absorbant. Le cas le plus intéressant est celui
ou le milieu incident est transparent et le milieu émergent absorbant : en effet,
si le milieu incident était fortement absorbant, la lumiere ne pourrait pas s'y

propager pour parvenir a la couche antireflet.
En partant de I'équation (3), dans le cas k;> 0,15 et en

remplagant nz par N3=ns-jk; on obtient :
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On remarque que, dans I’équation 7b, une valeur élevée de k5

peut inverser le signe de §;. Par conséquent, on peut réaliser une couche
antireflet absorbante déposée sur un substrat qui est a son tour absorbant,
éclairée par sa face opposée audit substrat (configuration « face avant »). |l
peut s’agir par exemple d’'une couche métallique déposée sur un substrat semi-
conducteur ou l'inverse, ce qui a des applications par exemple en micro-
électronique. Des couches de ce type ont été décrites par l'article précité de R.
M. A. Azzam et al. L'article précité de M. A. Kats et al., en outre, a décrit des
couches semblables mais n’annulant pas totalement la réflexion. Ces
publications, cependant, ne fournissent aucune méthode générale et
systématique de conception de telles couches.

La théorie exposée ci-dessus permet de concevoir et fabriquer
un support amplificateur de contraste comprenant une couche absorbante
déposée sur un substrat absorbant comme cela a été décrit plus haut pour le
cas d’'un substrat transparent — mais en utilisant les équations 7a/7b au lieu des
équations 6a/6b.

Un support amplificateur de contraste SAC’ de ce type,
comprenant un substrat absorbant SA et une couche antireflet absorbante CA’
décrite par les équations 7a et 7b, est représenté sur la figure 8. L'observation
se fait « face avant » (du cété de la couche opposé au substrat) au moyen d’'un
faisceau de lumiéere parallele FL, ou d’un faisceau laser gaussien focalisé
comme dans le cas de la figure 6. Les matériaux mentionnés en référence a la
couche CA peuvent également étre utilisés pour la réalisation d'une couche
CA’. Cette derniere peut également étre fonctionnalisée ou étre réalisée par des

espéeces chimiques ou biologiques, éventuellement marquées, fixées par une
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couche de fonctionnalisation, en particulier pour des applications de détection

ou dosage.



10

15

20

25

30

WO 2015/055809

27 PCT/EP2014/072307

REVENDICATIONS

1. Support amplificateur de contraste (SAC) pour I'observation
d'un échantillon, caractérisé en ce qu'il comprend un substrat transparent (Ml,
SS) portant au moins une couche absorbante (CA) dont l'indice de réfraction
complexe Ni=ni-jk; et I'épaisseur sont choisis de telle sorte que ladite couche
se comporte en tant que couche antireflet lorsqu’elle est éclairée en incidence
normale a une longueur d’onde d’éclairage A a travers ledit substrat, la face de
ladite couche opposée audit substrat étant en contact avec un milieu dit
ambiant (ME) transparent dont I'indice de réfraction ns est inférieur a celui de
I'indice de réfraction no dudit substrat.

2. Support amplificateur de contraste selon la revendication 1
dans lequel, a ladite longueur d'onde d’éclairage A, l'indice de réfraction ny du
substrat, les parties réelles et imaginaires de l'indice de réfraction complexe de
la couche Ni=ni-jk; et I'épaisseur e1 de la couche satisfont aux conditions
suivantes :

d) vi2=1+kK?;
_ (no/n3-1) [1 ]

2V1Kq

e) ; et

f) k, > 0,001, et de préférence k; = 0,01, et de

maniére encore préférée k, > 0,1

ou :
_ 27'[710
- 61 - 2 1>
V. = nq .
1= 4/ NgNnz !
feq
- K, =—;¢et
1 NNy !

- K ={{n/(o/ns — DIYno/mz)
avec une tolérance inférieure ou égale a 5%, et de préférence inférieure ou
égale a 0,3%, pour ny et ky, et avec une tolérance inférieure ou égale a 30% et
de préférence inférieure ou égale a 5% pour e1.
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3. Support amplificateur de contraste selon la revendication 2
dans lequel I'indice de réfraction du substrat no, I'indice de réfraction complexe
de la couche Ni=n4-jky et I'épaisseur e; de la couche satisfont, en outre, avec
lesdites tolérances et pour ladite longueur d'onde d’éclairage A, aux conditions
suivantes :

d) vt =1+4+K?;

e') 6, = M’ et

2V1Kq

f)  k, >0,15.

ou :
_ 27'[710
- 61 - 2 1>
Vv, = nq .
1= 4/ NgNnz !
feq
- K, =—;¢et
1 NNy !

_ K ={[n/(no/ns — DIy no/ns}_1

4. Support amplificateur de contraste selon l'une des

revendications précédentes dans lequel ledit substrat est en verre.

5. Support amplificateur de contraste selon la revendication 4
dans lequel le rapport ne/n3 est choisi compris entre 1,1 et 1,3.

6. Support amplificateur de contraste selon la revendication 4
dans lequel le rapport ne/ns est choisi compris entre 1,45 et 1,7.

7. Support amplificateur de contraste selon l'une des
revendications précédentes dans lequel ladite couche absorbante est choisie
parmi :

- une couche d'impuretés implantées dans ledit substrat ;

- une couche métallique ;

- une couche semi-conductrice;

- un alliage composite metal/semi-conducteur

- une couche absorbante magnétique.
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- une couche de nanoparticules métalliques;

- une couche conductrice non métallique ;

- une couche diffusante;

- une couche de polymére ou de photoresist contenant des
pigments ou colorants ;

- une couche diélectrique minérale contenant des centres
colorés ;

- une couche hybride composite comprenant une phase
continue dans laquelle sont dispersées des nanoparticules ; et

- une couche de graphene ou une couche de graphéne

fonctionnalisée.

8. Support amplificateur de contraste selon l'une des
revendications 1 a 7 dans lequel ladite couche absorbante comprend au moins
une couche fonctionnalisée, susceptible de fixer au moins une espéce chimique

ou biologique.

9. Support amplificateur de contraste selon l'une des
revendications 1 a 6 dans lequel ledit substrat présente une surface
fonctionnalisée (CF) susceptible de fixer au moins une espéce chimique ou
biologique (ECI, ECC, ECD), ladite couche absorbante étant formée par ladite
ou au moins une dite espéce chimique ou biologique fixée par ladite surface

fonctionnalisée.

10. Support amplificateur de contraste selon l'une des
revendications précédentes dans lequel ladite couche absorbante présente une
transmittance supérieure ou égale a 80% et de préférence supérieure ou égale
a 90%.

11. Procédé de fabrication d'un support amplificateur de
contraste comprenant un substrat transparent (MI, S) portant au moins une
couche absorbante (CA), ledit procédé comprenant une phase de conception

dudit support et une phase de fabrication matérielle du support ainsi congu ;
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caractérisé en ce que ladite étape de conception comprend les étapes
suivantes :

i)  choisir une longueur d’'onde d’éclairage A ;

ii) choisir un matériau constituant ledit substrat et présentant,
a ladite longueur d’onde d’éclairage A, un indice de réfraction réel no ;

iii) choisir un milieu ambiant (ME) en contact avec ladite
couche du cété opposé audit substrat et présentant, a ladite longueur d’onde
d’éclairage A, un indice de réfraction réel nz < no ;

iv) déterminer un indice de réfraction complexe nominal
Ni=n+-jks et une épaisseur nominale ey de ladite couche telles quelle se
comporte en tant que couche antireflet lorsqu’elle est éclairée en incidence
normale a ladite longueur d’onde d’éclairage A a travers ledit substrat, la face
de ladite couche opposée audit substrat étant en contact avec ledit milieu
ambiant ; et

v) choisir un matériau constituant ladite couche absorbante et
présentant, a ladite longueur d'onde d'éclairage A, un indice de réfraction
complexe dont les parties réelle et imaginaire coincident avec celles dudit
indice de réfraction complexe nominal a moins d'une tolérance inférieure ou

égale a 5%, et de préférence inférieure ou égale a 0,3%.

12. Procédé selon la revendication 11 dans lequel, lors de
ladite étape iv), ledit indice de réfraction complexe nominal et ladite épaisseur

nominale sont choisis satisfaisant aux conditions suivantes :

d) vi2=1+kK?;
(no/ns 1) }
o) & =2 [1 ] - et

f) k, > 0,01, et de préférence k;, = 0,1

ou :
27'[710
: 6, = 7 L
V. = nq .
1= 4/ NgNnz !
feq
- K, =——;¢et
1 NNy !

_ K ={[n/(no/ns — D]y no/ns}_1
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13. Procédé selon la revendication 11 dans lequel l'indice de
réfraction complexe nominal et |'épaisseur nominal de la couche sont
déterminés de maniére a satisfaire, pour ladite longueur d’onde d’éclairage A,

5 aux conditions suivantes :
d) V2 =14K,?;

-1
e 5, = Mo/n3—1 - et

2V1Kq

) kg >0,15.

ou
2nn
10 = 61 = 1 g e,
_ v n4 .
1 W NoN3 ’
Ky = —2 et
1 W NoNg ’
-1
- K= {[Tf/(no/n3 — DIy no/n3}
15 14. Procédé d'observation d’'un échantillon comportant les

étapes suivantes :

A. Disposer ledit échantillon sur une couche absorbante (CA)
d’'épaisseur e4 présentant un indice de réfraction complexe N1=n4-jk1, comprise
entre un premier milieu transparent, dit incident (Ml, SS), ayant un indice de

20  réfraction réel no et un deuxiéme milieu transparent, dit émergent (ME), ayant
un indice de réfraction réel na<no ;

B. éclairer ledit échantillon en incidence normale au moins a
ladite longueur d'onde d’éclairage A a travers ledit milieu incident ;

C. observer I'échantillon ainsi éclairé, également a travers-ledit

25  milieu incident ;
dans lequel ladite couche absorbante présente un indice de

réfraction complexe et une épaisseur tels que :

d) V12=1+K12;
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1
e) 61 (no/n3— )[1 ] ot
2V1Kq
f) k, = 0,001, et de préférence k; = 0,01, et de

maniére encore préférée k; > 0,1

2nng
- 61 == el,

Ky

Troms
K= {{n/Oofns — DIl

avec une tolérance inférieure ou égale a 5%, et de préférence inférieure ou

- Kq = ,et

égale a 0,3%, pour no, nq et ky et avec une tolérance inférieure ou égale a 30%

et de préférence inférieure ou égale a 5% pour e;.

15. Procédé selon la revendication 14 dans lequel ladite étape
A est mise en ceuvre au moyen d’un support amplificateur de contraste (SAC)
selon l'une des revendications 1 a 9, dont le substrat constitue ledit milieu

incident.

16. Procédé selon l'une des revendications 14 ou 15 dans
lequel ledit échantillon est éclairé au moins a ladite longueur d’'onde d’éclairage
A par un faisceau (FL) de lumiére parallele ou focalisé de maniére a former un
cOne d'éclairage présentant un demi-angle d’ouverture inférieure ou égale a
20°.

17. Procédé selon la revendication 15 dans lequel ledit
échantillon est éclairé au moins a ladite longueur d'onde d’éclairage A par un

faisceau laser focalisé.

18. Procédé de détection ou dosage d’au moins une espéce

chimique ou biologique comportant les étapes suivantes :
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|.  procurer un support amplificateur de contraste (SAC) selon
la revendication 8, comprenant une couche ou surface fonctionnalisée (CF),
susceptible de fixer au moins une espéece chimique ou biologique ;

Il. placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en contact
avec au moins une solution (S0, S0’, S1, S1', S2) contenant une espéce
chimique ou biologique marquée par des nanoparticules métalliques (NPM) ou
un marqueur absorbant ou diffusant, ladite espéce étant susceptible de se fixer
sur ladite couche ou surface fonctionnalisée, soit directement, soit par
I'intermédiaire d’'une ou plusieurs autres espéces chimiques ou biologiques,
moyennant quoi lesdites particules forment une couche métallique, absorbante
ou diffusante continue ou discontinue ;

lll. éclairer ledit support amplificateur de contraste en
incidence normale au moins a ladite longueur d’onde d’éclairage A a travers
ledit substrat ;

IV. observer ledit support amplificateur de contraste ainsi

éclairé, également a travers ledit substrat.

19. Procédé de détection ou dosage d’au moins une espéce
chimique ou biologique comportant les étapes suivantes :

|.  procurer un substrat transparent (SS) portant une couche
ou surface fonctionnalisée (CF), susceptible de fixer au moins une espéce
chimique ou biologique ;

Il. placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en contact
avec au moins une solution (S0, S0’, S1, S1', S2) contenant une espéce
chimique ou biologique marquée par des nanoparticules métalliques (NPM) ou
un marqueur absorbant ou diffusant, ladite espéce étant susceptible de se fixer
sur ladite couche ou surface fonctionnalisée — soit directement, soit par
I'intermédiaire d’'une ou plusieurs autres espéces chimiques ou biologiques —
pour former une couche metallique, absorbante ou diffusante continue ou
discontinue, ledit substrat transparent formant, avec ladite couche ou surface
fonctionnalisée (CF) et la couche métallique, absorbante ou diffusante ainsi

formée, un support amplificateur de contraste selon la revendication 9 ;
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lll. éclairer ledit support amplificateur de contraste en
incidence normale au moins a ladite longueur d’onde d’éclairage A a travers
ledit substrat ;

IV. observer ledit support amplificateur de contraste ainsi
éclairé, également a travers ledit substrat.

20. Procédé de détection ou dosage d’au moins une espéce
chimique ou biologique selon la revendication 19, dans lequel ladite étape I
comprend les sous-étapes consistant a :

[-1) Placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en
contact avec une premiere solution (S1) contenant I'espéce chimique ou
biologique a détecter ou doser (ECD), de maniere a former une couche dite
intermédiaire (Cl); et

lI-2) Placer ladite couche intermédiaire en contact avec une
deuxiéme solution (S2), contenant une espéce chimique ou biologique dite
auxiliaire (ECA), marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur
absorbant ou diffusant et susceptible de se fixer sur ladite couche intermédiaire
pour former ladite couche métallique, absorbante ou diffusante continue ou

discontinue.

21. Procédé de détection ou dosage d’au moins une espéce
chimique ou biologique selon la revendication 19, dans lequel ladite étape I
comprend les sous-étapes consistant a :

11-17) Placer ladite couche ou surface fonctionnalisée en
contact avec une premiere solution (S1’) contenant une espéce chimique ou
biologique, dite espéece intermédiaire (ECI), marquée par des nanoparticules
métalliques ou un marqueur absorbant ou diffusant et susceptible de se fixer
sur ladite couche de fonctionnalisation pour former ladite couche métallique,
absorbante ou diffusante continue ou discontinue ; et

11-2%) Placer ladite couche ou surface fonctionnalisée et
ladite couche métallique, absorbante ou diffusante en contact avec une
deuxiéme solution (S2) contenant ladite espéce chimique ou biologique a
détecter ou doser, laquelle présente une affinité avec ladite couche ou surface
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fonctionnalisée supérieure a celle de ladite espéce intermédiaire, moyennant
quoi ladite espéce intermédiaire est déplacée et ladite couche métallique,

absorbante ou diffusante est supprimée au moins en partie.

22. Procédé de dosage d’au moins une espéce chimique ou
biologique selon la revendication 19, dans lequel, lors de ladite étape Il, on
place ladite couche ou surface fonctionnalisée en contact avec une solution
(S0’) contenant I'espéce chimique ou biologique a doser (ECD), ainsi que ladite
espéce chimique ou biologique concurrente (ECC), I'une des deux espéces
étant marquée par des nanoparticules métalliques ou un marqueur absorbant
ou diffusant, moyennant quoi on obtient une couche métallique, absorbante ou
diffusante continue ou discontinue dont I'épaisseur effective dépend du rapport
entre la concentration de ladite espéce chimique ou biologique concurrente et

celle de la dite espéce chimique ou biologique a doser.
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Cadren®.ll  Observations - lorsqu'il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche

(suite du point 2 de la premiére feuille)

Le rapport de recherche internationale n'a pas été établi en ce qui concerne certaines revendications conformément a I'article 17.2)a) pour
les raisons suivantes :

1. |:| Les revendications n%
se rapportent & un objet a I'égard duquel I'administration chargée de la recherche internationale n'est pas tenue de procéder a
larecherche, a savoir ;

2. |:| Les revendications n®
parce qu'elles se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions
prescrites pour qu'une recherche significative puisse étre effectueé, en particulier :

3. |:| Les revendications n©®
parce qu'elles sont des revendications dépendantes et ne sont pasrédigées conformément aux dispositions de la deuxiéme et
de la troisiéme phrases de larégle 6.4.a).

Cadre n°. lll  Observations - lorsqu'il y a absence d'unité de I'invention (suite du point 3 de la premiére feuille)

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir:

voir feuille supplémentaire

1. |:| Comme toutes les taxes additionnelles exigées ont été payées dans les délais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire l'objet d'une recherche.

2. |:| Comme toutes les revendications qui se prétent a la recherche ont pu faire I'objet de cette recherche sans effort particulier
justifiant des taxes additionnelles, I'administration chargée de la recherche internationale n'a sollicité le paiement d'aucunes
taxes de cette nature.

3. |:| Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les délais par le déposant, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont été payées, a savoir les
revendications n°:

4. Aucunes taxes additionnelles demandées n'ont été payées dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur l'invention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elle est couverte
par les revendications n

1-7, 10-13

Remarque quant a la réserve Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant et, le cas
échéant, du paiement de |a taxe de réserve.

Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant mais la taxe
de réserve n'a pas été payée dans le délai prescrit dans l'invitation.

|:| Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve.
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale,
a savoir:

1. revendications: 1-7, 10-13

Support amplificateur de contraste comprenant un substrat
transparent et une couche partiellement absorbante formant
un traitement antireflet & une longueur d'onde donnée
1'indice de réfraction du substrat étant supérieur a celui
du milieu ambiant. La couche antireflet est optimisée de
maniére & élargir le choix possible des matériaux.

2. revendications: 8, 9, 18-22

Procédé de détection ou dosage d'une espéce chimique
impliquant un substrat et une couche ayant une surface
fonctionnalisée susceptible de fixer ladite espéce, dans
lequel un éclairage et une observation a travers le substrat
sont utilisés.

3. revendications: 14-17

Procédé d'observation d'un échantillon placé sur un support
comprenant un substrat transparent et une couche
partiellement absorbante, 1'indice de réfraction du substrat
étant supérieur a celui du milieu ambiant, dans Tequel la
couche absorbante, le substrat et Te milieu ambiant
remplissent des conditions particuliéres et dans lequel
1'échantillon est observé et éclairé a travers le substrat.
Des conditions d'éclairage particuliéres étant spécifiées.
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