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Résumé

Cette thèse présente la conception, la caractérisation et l’utilisation d’un microsystème
intégrant des fonctions terahertz (THz) guidées. L’interprétation des mesures conduit à la
définition d’une métrologie des liquides aux fréquences THz. Ceci est possible par le
développement de systèmes robustes, versatiles et sensibles couplant circuits microflui-
diques et guides d’ondes THz intégrés. La création d’un procédé technologique compa-
tible avec les processus microélectroniques de fabrication en "salle blanche", et le choix
d’une filière silicium/polymère/verre ont permis d’obtenir une résistance à des pressions
de plus de 35bar dans des canaux de 50µm de large. De plus, l’assemblage des sub-
strats en amont de la gravure des canaux permet une conception indépendante des cir-
cuits électromagnétique et fluidique avec une définition de motifs inégalée pour ce type
de microsystèmes. Les mesures réalisées avec ce dispositifont permis d’atteindre une
sensibilité aux protéines de l’ordre de 5mg/mL, état de l’art des dispositifs THz conven-
tionnels, améliorant notablement les performances des dispositifs microfluidiques THz.
Cette sensibilité a permis la caractérisation de l’hydratation de protéines en solution. Les
calibrations in-situ, assurant l’obtention de mesures quantitatives, permettent d’atteindre
leur nombre d’hydratation. Le couplage des mesures avec destechniques de chimiomé-
trie conduit à l’analyse plus fondamentale de la structure et la dynamique de la couche
d’hydratation, confrontée avec succès à des modèles numériques. Nous aboutissons à la
définition d’un laboratoire sur puce, couplant modélisation, mesures calibrées et interpré-
tation statistique dans le spectre THz, qui par ses caractéristiques propres, contribue à la
compréhension des phénomènes d’hydratation. Le véritableapport de cette technologie
réside dans ses perspectives pour le suivi des interactionsdynamiques nécessaire à une
meilleure compréhension du vivant.

Mots clés :

terahertz - spectroscopie - microsystèmes - hydratation - microfluidique
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Abstract

Terahertz metrology on liquids
in microfluidic microsystem

This work presents the conception, characterization and use of a microfluidic micro-
system dedicated to liquid metrology at THz frequencies. First part focuses on develo-
ping a versatile and sensitive microsystem, co-integrating microfluidic and THz integrated
functions. A glass/polymer/silicon technological process (clean-room process) has been
developed and leads to a robust microfluidic network, where 35bar pressures can be rea-
ched without leakage. Since wafer bonding is performed before microchannel etching,
a strong versatility is obtained for the microsystem conception. Indeed, microfluidic and
electromagnetic circuits can be modified independently without changing technological
process parameters. Measurements with the microsystem have shown that a 5mg/mL sen-
sitivity is obtained for protein solutions, which is about the state of the art of conventional
THz spectroscopy and which increases performances of THz integrated systems. This
sensitivity enables to quantify hydration around soluted proteins by computing their hy-
dration number. Moreover, ethanol/water mixtures measurements with the microsystem
coupled with chemometrics analysis leads to a better understanding of hydration phe-
nomenon. Dynamics and structure of hydration shells have been characterized in good
agreement with Molecular Dynamics models. Thus, the developed microsystem permits
a quantitative analysis of liquids in the THz spectrum, dedicated to dynamics interaction
understanding in biological processes.

Keywords :

terahertz - spectroscopy - microsystems - hydration - microfluidics
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INTRODUCTION

Introduction

La décennie écoulée a vu des développements technologiqueset des applications dans

une bande de fréquences nouvelle au sein du spectre électromagnétique. Confinée entre

les champs scientifiques bien connus de l’optique et de l’électronique, cette bande inter-

médiaire a longtemps été dénommée "le gap Térahertz (THz)". Eneffet, elle fut longtemps

inaccessible et ce n’est que depuis récemment, par les progrès conjoints de l’optique et de

l’électronique, que des sources et détecteurs d’ondes Térahertz sont disponibles.

D’abord exploitées en astronomie, les propriétés des matériaux aux fréquences Téra-

hertz intéressent aujourd’hui chimistes et biologistes. En effet, elles correspondent aux

fréquences de création et rupture des liaisons de faible énergie, omniprésentes dans les

solutions aqueuses. Analyser la réponse d’un échantillon dans la bande THz, c’est donc

sonder de façon directe la présence et l’état de ces liaisonsen son sein. On comprend

alors pourquoi cette zone du spectre électromagnétique estaujourd’hui plébiscitée dans

le cadre de la mesure et de la détection d’interactions dans les milieux biologiques. Par

exemple, l’hybridation de brins d’ADN, l’hydratation de molécules, l’état de tissus cellu-

laires sont des objets d’étude de la spectroscopie par ondesTHz qui permet en outre une

analyse en temps réel, sans utilisation de marqueurs, et non-ionisante.

Une limite, cependant, de l’analyse THz des milieux liquides est la forte absorption

de l’eau à ces fréquences : à une fréquence de 1 THz, la puissance d’une onde traversant

1 mm d’eau est divisée par 109. Analyser l’onde THz transmise au travers d’échantillons

biologiques est donc, à première vue, complexe. Pour y parvenir, le recours à l’utilisa-

tion de sources de forte puissance a notamment été utilisé. L’échauffement induit dans

le liquide sondé et l’intégration des sources sont alors despoints limitants à prendre en

compte. Une autre voie est la réduction des volumes des échantillons sondés. Dans ce

cas, le contrôle des dimensions de l’échantillon est crucial et les procédés de fabrica-

tion propres aux microtechnologies sont susceptibles d’apporter une réponse adaptée et
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METROLOGIE THZ DES LIQUIDES PAR MICROSYSTEME

ouvrant des perspectives instrumentales nouvelles et originales. L’objectif du travail ici

présenté sera de le démontrer.

A partir de travaux précédents ayant montré la faisabilité d’un microsystème Térahertz

dédié à la spectroscopie des liquides, il sera question ici de développer un microsystème

robuste, reproductible et sensible pour la caractérisation quantitative d’échantillons bio-

logiques. Afin de permettre une variété de configurations expérimentales, le procédé de

fabrication se devra d’être versatile.

C’est dans cet esprit qu’est écrit ce manuscrit. Dans un premier temps, les enjeux de

l’analyse des interactions, et en particulier de l’hydratation, seront présentés. Pour y par-

venir, le procédé de fabrication du microsystème, l’outil de mesure, sera défini en seconde

partie. Ensuite, des mesures sur liquides seront menées dans la troisième partie. En me-

surant l’absorption de mélanges eau/alcool et eau/protéines, il sera montré que l’analyse

quantitative de l’interaction entre l’eau et une espèce dissoute peut-être fournie. De plus,

le couplage des mesures avec des algorithmes avancés de traitement et des simulations

de dynamique moléculaire fournira une vision plus détaillée de la configuration molécu-

laire au sein du liquide. Enfin, de nouvelles configurations de mesure seront proposées

pour étendre la bande de fréquences investiguée et pour mesurer l’indice de réfraction des

échantillons.
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PARTIE 1. INVESTIGATIONS TERAHERTZ SUR MILIEUX LIQUIDES

Partie 1

Investigations Terahertz sur milieux

liquides

Cette bibliographie a pour but de dégager les considérationsactuelles en terme de ca-

ractérisation de liquides, en particulier pour le cas de l’hydratation. Un accent est mis

sur les liquides biologiques, représentés par des protéines en solution. Dans ce contexte,

le spectre des ondes Térahertz, son instrumentation et ses applications sont décrits.
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PARTIE 1. INVESTIGATIONS TERAHERTZ SUR MILIEUX LIQUIDES

I Dynamique des milieux liquides

Selon Von Holde [1], le challenge majeur dans l’étude des protéines est la compréhen-

sion des mécanismes dynamiques auxquelles elles sont soumises. Dans ce cadre, l’hydra-

tation, qui est l’interaction d’une protéine avec l’eau, joue un rôle prépondérant.

Dès 1917, l’interaction entre l’eau et les protéines est évoquée par Sorensen lorsqu’il

étudie des cristaux d’ovalbumine [2, 3]. Il remarque la présence d’une eau résiduelle, liée

aux protéines au sein de cristaux solides. La caractérisation de cette eau liée, dite d’hy-

dratation a été ensuite fortement corrélée au développement de techniques instrumentales

nouvelles (rayons X, résonance nucléaire magnétique...).Dans la suite, nous nous intéres-

sons à la caractérisation de l’effet d’hydratation grâce à l’interaction d’échantillons avec

un champ électrique variable. Ainsi, après une présentation de la spectroscopie diélec-

trique, les principaux résultats concernant les protéinesen solution sont montrés. L’aug-

mentation des fréquences d’investigation vers la bande THzest ensuite décrite ainsi que

l’apport d’autres techniques instrumentales.

A Spectroscopie diélectrique pour l’étude des protéines

1 Théorie

Les molécules d’eau sont des dipôles électrostatiques capables de s’arranger en ré-

seaux par le biais de liaisons de faible énergie (liaisons hydrogène). En tant que dipôles,

elles tendent à réagir à la présence d’un champ électrique ens’alignant dans sa direction.

En raison du réseau de liaisons hydrogènes dans lequel l’eauest "engluée", cet alignement

n’est cependant pas immédiat. L’étude de son amplitude et son déphasage par rapport au

champ électrique est l’objet d’étude de la relaxation diélectrique, détaillée par la suite.

La réaction d’un échantillon au champ électrique extérieur(la polarisation) est carac-

térisée par sa permittivité diélectriqueε. Elle quantifie la proportionnalité entre le vecteur

déplacementD et le champ électriqueE au sein d’un matériau (D = εE). Dans le cas
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METROLOGIE THZ DES LIQUIDES PAR MICROSYSTEME

d’un champ électrique extérieur permanentEs, les dipôles finissent par s’orienter dans le

sens du champ et l’échantillon est caractérisé par une permittivité diélectrique statique

εs. En revanche, lorsque l’échantillon est soumis à un champ de"très haute fréquence",

les dipôles peinent à s’aligner à cause des forces résistives du réseau et la permittivité de

l’échantillon est plus faible1 : ε∞ < εs. L’étude de la transitionε(ω) entre ces deux com-

portements aux fréquences extrêmes est au coeur de la relaxation diélectrique. Elle permet

notamment de déterminer des constantes de temps de relaxation caractéristiques, ensuite

reliées à la structure moléculaire de l’échantillon. Lors de l’excitation de l’échantillon par

un champ électrique sinusoidal, un déphasage apparaît entre l’oscillation de l’échantillon

et celle du champ, ainsiε(ω) est une grandeur complexe. Sa représentation typique en

fonction de la fréquence est donnée en Figure 1.1. D’un pointde vue temporel, la fonc-

tion ε(t) donne la réponse de l’échantillon soumis à un échelon de champ électrique.

Fig. 1.1 – Exemple général de la dépendance de la permittivité diélectrique avec la fré-
quence - Mise en évidence d’une fréquence caractéristique [4]

Des modèles mathématiques ont été développés afin de décrireles évolutions deε(ω).

Le plus connu est le modèle de Debye [5, 6]. En partant de l’hypothèse que la variation

de la polarisation de l’échantillon est proportionnelle à sa polarisation actuelle, il vient la

permittivité diélectrique suivante :

ε(ω) = ε∞ +
∆ε

1+ jωτ
(1.1)

1Elle correspond notamment aux polarisations induites électroniques et atomiques.
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C’est ce modèle qui est représenté en Figure 1.1. Il présente une fréquence particulière de

relaxationf = 1/2πτ et sa partie imaginaire est symétrique de part et d’autre de cette fré-

quence. Physiquement, un tel comportement peut-être obtenu par le modèle de "rotation

diffusion" dans lequel les dipôles oscillants sont indépendants et subissent un frottement

de type visqueux de la part de leur environnement. En réalité, rares sont les cas où le

modèle de Debye est obtenu en mesures. Leurs parties imaginaires sont souvent plus éta-

lées voire asymétriques. Une généralisation du modèle de Debye est ansi nécessaire et est

obtenue avec [7] :

ε(ω) = ε∞ +
∆ε

(
1+( jωτ)β

)γ (1.2)

où β traduit l’élargissement de la courbe etγ son caractère asymétrique. Un tel modèle

peut alors traduire des couplages d’oscillateurs ou la formation de "clusters" au sein d’une

solution. Dans le cas de l’eau, de nombreux modèles ont été proposés pour expliquer

l’élargissement observé. A titre d’exemple, Grant et Sheppard [8] ont montré que l’équa-

tion 1.2 pouvait être considérée comme la somme de deux modèles de Debye à temps de

relaxation distincts2. Ceux-ci correspondraient à la dynamique de cassure de liaison hy-

drogène entre des molécules d’eau au sein de réseaux symétriques ou asymétriques (voir

Figure 1.2).

Fig. 1.2 – Réseaux asymétrique (u) et symétrique (s) de molécules d’eau responsables de
l’élargissement de la permittivité diélectrique [8]

2Le modèle de l’équation 1.2 peut être décomposé en somme de modèles de Debye élémentaires. Pour
autant, cette décomposition n’a pas forcément de réalité physique et les modèles de Debye élémentaires ne
correspondent pas forcément à des processus de relaxation élémentaires. Une grande précaution doit être
prise à ce sujet.
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Parmi les résultats fondamentaux de la relaxation diélectrique, l’étude des liquides

à des températures proches de la transition vitreuse ("glass-forming liquids") a mis en

évidence une relaxation particulière : la relaxationα. N’obéissant pas à un modèle de

Debye pur, elle semble liée aux processus moléculaires opérant lors du changement de

phase liquide/verre. La Figure 1.3 représente un exemple derelaxationα dans le cas du

salol [9] en fonction de la fréquence et de la température. Ladiminution de la température

s’accompagne d’une diminution de la fréquence de relaxation, suivant la loi de Vogel-

Fulcher-Tammann :

f (T) = f∞ exp

(−DT0

T −T0

)

(1.3)

où D est une constante etT0 la température idéale de transition vitreuse. Cette relaxation

est fortement liée à la viscosité du solvant et est absente enmilieu solide.

Fig. 1.3 – Relaxationα dans le salol, en fonction de la fréquence et de la température [9]
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A plus haute fréquence, une autre relaxation peut-être observée : la relaxationβ qui,

de manière simplifiée, peut être vue comme la fluctuation d’une molécule dans la "cage"

formée par ses voisines. Son évolution en fonction de la température est caractérisée par

une relation de type Arrenhius :

f (T) = f∞ exp

(−EA

kBT

)

(1.4)

où EA représente l’énergie d’activation etkB la constante de Boltzmann. La relaxationβ
est indépendante de la viscosité du liquide et est même présente en dessous de la tempé-

rature de transition vitreuseT0. Une représentation des deux relaxations précédentes est

donnée en Figure 1.4. Leur interprétation ainsi que le phénomène de transition vitreuse

sont sujets à d’intenses recherches [10].

Fig. 1.4 – Relaxationsα et β pour l’éthanol à différentes températures [11]

Le paragraphe suivant s’intéresse à l’application de la relaxation diélectrique aux pro-

téines. Bien que ces matériaux biologiques semblent éloignés des exemples développés

précédemment, certaines mesures montreront qu’ils présentent des dynamiques (α et β )

proches.
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2 Relaxation diélectrique de protéines en solution

Expérimentalement, les solutions aqueuses de protéines présentent une permittivité

diélectrique de la forme [12, 3] :

ε(ω) = ε∞ +
∆1

1+ jωτ1
+

∆2

1+ jωτ2
+

∆3

1+ jωτ3
+

∆4

1+ jωτ4
(1.5)

Le terme de Debye d’indice 1 présente un temps de relaxationτ1 de l’ordre de 70ns

pour le cas d’une solution de myoglobine. Il est associé à la relaxation de la rotation

de la protéine. Le terme d’indice 4 présente lui une relaxation τ4 de l’ordre de 10ps et

correspond à celle de l’eau bulk. Les termes d’indice 2 (τ2 ∼ 10ns) et 3 (τ3 ∼ 40ps) sont

plus complexes. Ils semblent fortement liés à l’interaction entre la protéine et l’eau, c’est-

à-dire à l’eau d’hydratation. Ils sont regroupés sous le nomde "dispersionδ ". Plusieurs

modèles ont été proposés pour les expliquer.

Fortement et faiblement liées

Pethig [3] propose, suite à la comparaison de la relaxation diélectrique de protéines

en solutions et de protéines à faibles taux d’hydratation, un modèle dans lequel l’eau

d’hydratation se décomposerait en deux :

– une partie des molécules est fortement liée à la protéine etvoit ainsi son temps de

relaxation fortement augmenté par rapport à l’eau volumique (terme d’indice 2) ;

– l’autre partie des molécules est plus faiblement liée à la protéine mais suffisamment

pour voir son temps de relaxation multiplié par 4 par rapportà l’eau bulk (terme

d’indice 3).

L’eau d’hydratation ne présente donc pas un caractère unique mais montre deux types de

comportements : plus ou moins liée.

Echanges dynamiques entre eau liée et eau bulk

Nandi et Bagchi [13] ont proposé un autre modèle pour expliquer les deux constantes

de temps observées par la relaxation diélectrique. Selon eux, l’eau d’hydratation est rigi-

dement liée à la biomolécule et il existe un échange permanent entre l’eau d’hydratation

et l’eau bulk. Eau bulk et eau liée sont représentées par deuxétats énergétiques distincts

(Figure 1.5) et l’équilibre entre ces deux états est caractérisé par deux constantes de réac-

tion : k1 (bulk  lié) etk2 (lié  bulk). Les auteurs montrent qu’un tel modèle d’échange

permanent mène à un schéma à deux constantes de temps distinctes, expliquant ainsi l’ori-
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gine des termes d’indice 2 et 3 dans l’équation 1.5.

Fig. 1.5 – Modèle d’échange entre eau d’hydratation et eau bulk pour l’explication de la
dualité de la couche d’hydratation [13]

Interactions protéine/eau et orientations parallèles

Dans "What can really be learned from dielectric spectroscopyof protein solutions ?"

[14], Oleinikovaet al. remettent en cause les modèles précédemment présentés. Le mo-

dèle de Pethig ne tient pas face à des nouvelles mesures de relaxation magnétique (MRD)

et des simulations en dynamique moléculaire (MD) qui ont montré que TOUTES les mo-

lécules d’eau d’hydratation présentent la relaxation rapide d’indice 3. Ainsi, un modèle

définissant deux dynamiques au sein de la couche d’hydratation n’est pas satisfaisant. De

même, le modèle de Nandi et Bagchi est critiqué car il prend pour hypothèse que la couche

d’hydratation est rigidement liée à la protéine, ce que réfutent les mesures de MRD et les

simulations de MD.

A partir de la synthèse de nombreux résultats de mesures, lesauteurs proposent une

vision nouvelle de la dynamique de la couche d’hydratation (dispersionδ ). Selon eux,

elle résulte en fait de 3 dynamiques différentes :δ1, δ2 etδ3 associées respectivement aux

constantes de tempsτ1(∼ 2ns),τ2(∼ 500ps) etτ3(∼ 35ps). La dispersionδ1 est reliée

aux interactions (corrélations de moments dipolaires) entre la protéine et l’eau d’hydra-

tation. δ3 correspond à la relaxation propre des molécules d’eau d’hydratation, dont la

dynamique est plus lente que celle de l’eau bulk. Cette diminution s’expliquerait par un

arrangement davantage parallèle des moments dipolaires del’eau dans la couche d’hy-
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dratation par rapport à l’eau bulk. Le termeδ2 est plus difficile d’interprétation et serait

lié à la vibration de certaines chaines polaires à la périphérie de la protéines. Les auteurs

concluent : "In the past decade, there has been a change in paradigm with regard to hy-

dration dynamics of proteins : For a long time, the picture oflong-lived, rigid protein

hydration has prevailed, and much of this picture has resulted from dielectric relaxation

studies. It is now known that the hydration layer is highly mobile, with regard to both

molecular reorientation and translational hydration water-bulk water exchange."

Ainsi, un "changement de paradigme" s’opère par la considération d’interactions dy-

namiques. Il est rendu possible par la diversification et la confrontation des techniques

instrumentales (relaxation diélectrique et relaxation magnétique notamment) et par le dé-

veloppement de techniques de simulation comme la dynamiquemoléculaire. C’est avec

cette idée de diversification que la section suivante présente des résultats récents issus du

développement des ondes électromagnétiques de hautes fréquences : les Térahertz (THz).

B Etudes Térahertz pour l’hydratation

La bande de fréquences THz correspond aux ondes électromagnétiques de fréquence

comprise entre 100GHz et 30THz. L’énergie associée à ces ondes les rend sensibles aux

liaisons faibles telle la liaison hydrogène rencontrée au sein des liquides. La spectroscopie

THz est ainsi attendue comme fortement sensible aux effets d’hydratation, de conforma-

tion de protéines ou d’hybridation de l’ADN3.

1 Etude subTHz et THz de solutions eau/alcool

Bien que la bande de fréquence THz démarre à 100GHz, il est intéressant de s’arrêter

sur l’extension de la relaxation diélectrique jusque 90GHzproposée par Satoet al.[15, 16]

sur des solutions eau/alcool. En mesurant des solutions eau/alcool à des concentrations

différentes (fraction volumique d’alcoolx variant de 0 à 1), ils modélisent la permittivité

diélectrique des mélanges comme suit :

ε(ω) = ε∞ +
∆ε1

1+( jωτ1)β +
∆ε2

1+ jωτ2
+

∆ε3

1+ jωτ3
(1.6)

3Dans ce paragraphe sont présentés des résultats concernantl’hydratation de molécules, sondée par
ondes THz. La description plus avancée de cette technique, ainsi que ses principales applications, seront
données dans la section suivante de ce manuscrit.
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– Dans le cas des alcools purs (x= 1, éthanol ou isopropanol),τ1 ∼ 350ps est associé

à la vibration de chaines formées de molécules d’alcool reliées par des liaisons

hydrogène.τ2 ∼ 20ps est associé à la vibration des molécules d’éthanol en bout de

chaines etτ3 ∼ 2ps correspond aux molécules d’alcool libres.

– Pour l’eau pure (x = 0), le terme d’indice 2 du modèle est nul.τ1 ∼ 8ps correspond

au temps de cohérence d’un réseau tétraédrique formé de 4 molécules d’eau alors

queτ3 ∼ 0.4ps révèle le temps mis pour une molécule d’eau pour passer d’un réseau

tétraédrique à un autre.

– L’interprétation du modèle dans le cas des mélanges eau/alcool (0< x < 1) est plus

complexe. Pour y parvenir, les auteurs observent la dépendance des paramètres du

modèle en fonction de la concentration en alcool. Selon les auteurs,τ1 correspon-

drait toujours à une vibration de chaines d’alcool dans lesquelles s’intercaleraient

petit à petit des molécules d’eau modifiant sa dynamique.τ2 correspond à la vi-

bration des molécules d’alcool en fin de chaine et varie en fonction de la taille des

chaines et donc de la concentration en eau. Enfin,τ3 correspond aux "groupes OH

mobiles", aussi bien de l’eau libre que de l’alcool libre. Il n’est pas aisé de relier

ce modèle avec un modèle d’hydratation de l’alcool. Il est cependant intéressant de

remarquer que le terme d’indice 2 correspond aux vibrationsdes molécules d’al-

cool en fin de chaines qui potentiellement intéragissent avec de l’eau. Ainsi, c’est

ce terme qui semble pertinent pour une interprétation en terme d’hydratation.

Cette étude a été étendue jusque 2.5 THz par Molleret al. [17] qui ont montré que

l’augmentation en fréquence faisait apparaître un terme devibration supplémentaire à

l’équation 1.6. Celle-ci devient alors :

ε(ω) = ε∞ +
∆ε1

1+( jωτ1)β +
∆ε2

1+ jωτ2
+

∆ε3

1+ jωτ3
+

Av

ω2
v −ω2− jωγv

(1.7)

Le cinquième terme de cette équation mérite une attention particulière. En effet, alors

que les premiers termes sont de type "relaxation" (oscillation collective des dipôles), il

correspond à une vibration d’oscillateurs à une fréquence de résonance. Andrea Markelz

rapporte cette dualité dans [18] en donnant une forme générique pour la permittivité di-

électrique :

ε(ω) = ε0 + εr

∫ ∞

0

h(τ)dτ
1+ jωτ

+
∫ ∞

0

f (ω ′)g(ω ′)
(ω ′2−ω2)+ jγ(ω ′)ω

dω ′ (1.8)
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où ε0 est la permittivité diélectrique statique. Le second termedu membre de droite ras-

semble les procédés collectifs de relaxation (ici de types "Debye"). Le troisième terme ras-

semble les oscillateurs harmoniques, de densité d’étatg(ω), d’amplitudef (ω) et d’amor-

tissementγ(ω). Alors que les phénomènes collectifs de relaxation sont l’apanage tra-

ditionnel de la spectroscopie diélectrique, les phénomènes vibrationnels oscillatoires re-

lèvent plutôt d’une tradition des études en optique. Ceci explique que la spectroscopie

sub-THz et THz d’échantillons a également pu être abordée par une voie différente de la

relaxation diélectrique : celle de l’optique. Dans ce cadre, ce ne sont plus les parties réelle

ε ′ et imaginaireε ′′ de la permittivité diélectrique que l’on cherche à déterminer, mais les

paramètres de propagation tels l’indice de réfractionn et le coefficient d’absorptionα 4.

Ainsi, Khurgin et al. [19] ont mesuré l’absorption de mélanges eau/alcool en fonc-

tion de la concentration à 150 GHz. Celle-ci est représentée en Figure 1.6 et montre que

l’augmentation de la concentration d’alcool est associée àune chute non linéaire de l’ab-

sorption de la solution. L’écart de la courbeδα à la loi linéaire de Beer-Lambert est

expliqué par la présence d’eau liée à la molécule d’éthanol :c’est donc l’hydratation qui

est responsable de la courbure observée. En supposant que l’eau liée à la molécule d’étha-

nol possède une absorption négligeable à la fréquence considérée devant l’eau bulk, les

auteurs parviennent à déterminer le nombre de molécules d’eau liées à une molécule

d’éthanol (nombre d’hydratation) qu’ils estiment à 4.

2 Hydratation de protéines et de sucres

L’étude de l’hydratation de protéines et de sucres aux fréquences THz a été fortement

développée par l’équipe de Martina Havenith [20]. En étudiant l’absorption à des fré-

quences de l’ordre de 1 à 3 THz de dilutions de protéines ou de sucres dans l’eau, elle a

elle-aussi mis en évidence un écart entre les mesures et la loi de Beer Lambert linéaire

(Figure 1.7). L’absorption de la solution est ainsi modélisée comme la somme de l’absorp-

tion du solutéαprot (protéine/sucre), de l’absorption de l’eau bulkαw et de l’absorption

de l’eau d’hydratationαshell (ici considérée comme unique5) :

α = xprotαprot +xshellαshell+(1−xprot −xshell)αw (1.9)

4Ces deux couples de grandeurs sont toutefois équivalents etpeuvent être déduits l’un de l’autre.
5Le caractère unique de la couche d’hydratation est également évoqué par Arikawaet al. [21] qui,

basant leur travaux sur ceux de Havenith, affirment que l’avantage de la spectroscopie THz est qu’elle voit
l’eau d’hydratation comme un tout contrairement aux analyses plus basses fréquences. En revanche, une
démonstration pour étayer ce propos n’est pas fournie.
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Fig. 1.6 – Absorption de solutions eau/alcool en fonction dela concentration en alcool -
f=150GHz [19]

où xprot et xshell désignent les fractions volumiques de protéine et d’eau d’hydratation.

Ce modèle à trois composantes comparé aux mesures permet de déterminer l’absorption

de la couche d’hydratation et son extension. De manière surprenante, l’absorption de la

couche d’hydratation est trouvée supérieure à celle de l’eau bulk. Les auteurs le justifient

par la présence de liaisons hydrogène plus "fortes" au sein dela couche d’hydratation

permettant une oscillation collective résonante.

Fig. 1.7 – Absorption de solutions eau/protéines en fonction de la concentration - Hydra-
tation de protéine [22, 23]
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L’extension de la couche d’hydratation est trouvée supérieure à celle usuellement dé-

terminée par méthode de rayons X qui, selon les auteurs, ne sondent que la couche d’hy-

dratation "statique" [23]. Dans [24], ils montrent que l’absorption de la couche d’hydra-

tation varie en fonction de la distance entre deux protéines, l’une pouvant influer sur la

couche d’hydratation de l’autre à distance.

Les éléments apportés par ces études montrent que l’interprétation de l’hydratation

sondée par les fréquences THz est encore difficile et qu’une investigation approfondie est

nécessaire. D’autres techniques expérimentales sont présentées dans la section suivante

afin de donner un point de vue plus complet sur la compréhension actuelle de l’hydrata-

tion, qui semble être un point clef dans la compréhension desphénomènes biologiques.

En effet, la sensibilité à la couche d’hydratation des ondesTHz a notamment permis de

mesurer également des changements de conformation de protéine, à travers le changement

de structure de la couche d’hydratation.

C Autres techniques de caractérisation

1 Diffusion neutronique et effet Mössbauer

Michalariaset al. ont utilisé la diffusion neutronique pour la caractérisation de la

couche d’hydratation [25]. Sensible à la dynamique des atomes d’hydrogène, cette tech-

nique a été utilisée pour caractériser l’hydratation de l’ADN et de protéines à la tempéra-

ture de -80˚C. Les auteurs observent qu’une à deux couches d’eau composent l’eau d’hy-

dratation et que les molécules d’eau les plus proches de la protéine ont un comportement

de type "glace amorphe". Ensuite, plus l’eau est éloignée de laprotéine, plus l’énergie

nécessaire à son excitation est faible. Une application estdonnée avec la mesure de deux

protéines (chymotrypsine etα-caséine) de conformations distinctes (native et dépliée)et

montre une capacité de la diffusion neutronique à les discriminer.

Dans "A unified model of protein dynamics" [26], Frauenfelderet al.synthétisent les

contributions apportées par la relaxation diélectrique, la diffusion neutronique et l’effet

Mössbauer (spectroscopie d’absorption de rayonsγ) pour la compréhension de la dyna-

mique des protéines. Dans ce modèle, le degré d’hydratationh, rapport des masses d’eau

et de protéine, influe la fonction de la protéine.h = 0.2 est nécessaire pour son activation

maish > 1 est souvent nécessaire pour bénéficier d’un fonctionnement optimal. La pro-

téine est représentée comme une macrostructure pouvant posséder un nombre important
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d’états et de sous-états de conformation définis par un "paysage énergétique" [27] com-

posé de vallées de stabilité (Figure 1.8). Le déplacement dela protéine dans ces vallées

est guidé par ses interactions avec la couche d’hydratationet le solvant.

Fig. 1.8 – Gauche : structure de la protéine myoglobine [28].Droite : Schéma du "paysage
énergétique" d’une protéine [29]

Deux relaxations majeures sont mises en évidence pour qualifier ces interactions : une

relaxation de typeα et une relaxation de typeβ , comme observé dans le cas des "glass-

forming liquids". Les auteurs montrent que la relaxationα conditionne les dépliements /

repliements de protéine gouvernés par les fluctuations du solvant. En revanche, la relaxa-

tion β est liée aux vibrations internes à la protéine et est gouvernée par les fluctuations

dans la couche d’hydratation. Autrement dit, les changement de conformations majeurs

sont régis par la dynamique du solvant alors que les fluctuations internes sont induites par

les vibrations des couches d’hydratation [30]. Ces fluctuations permettent à la protéine de

se déplacer au sein du "paysage énergétique" et d’exprimer safonction : c’est donc l’en-

vironnement de la protéine qui lui permet de réaliser sa fonction. A titre de démonstration

expérimentale, les auteurs étudient le cas de la myoglobineet montrent que l’ouverture

de la protéine pour permettre le stockage et le relachement d’un atome d’oxygène est
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gouverné par le solvant alors que le déplacement de cet atomeau sein de la protéine est

gouverné par les fluctuations de la couche d’hydratation.

2 Fluorescence Infrarouge

Zhanget al.[31] proposent une cartographie de la couche d’hydratationde la myoglo-

bine grâce à l’utilisation de marqueurs fluorescents (tryptophan). La relaxation de ces mar-

queurs est observée pour seize sites différents. A chaque site, deux relaxations temporelles

τ1 ∼ 1−8ps (10 fois supérieur au temps de relaxation de l’eau bulk) et τ2 ∼ 20−200ps

sont observées.τ1 est attribuée à la relaxation de l’eau d’hydratation à proximité du mar-

queur etτ2 au couplage protéine/eau. Les valeurs des constantes de temps diffèrent selon

le site étudié et permettent ainsi une caractérisation locale de l’hydratation en différents

sites. Précisément, une corrélation est établie entre l’évolution deτ1 et τ2 et la nature du

site protéique occupé par le marqueur (Figure 1.9). Autour des boucles flexibles ("flexible

loops") de la protéine, la relaxation est la plus rapide. Elleest ralentie lorsque le site pro-

téique devient de plus en plus chargé ("partial charge", "heavycharge", "dense charge"),

par l’augmentation des interactions électrostatiques. L’analyse par fluorescence associée à

l’utilisation de marqueurs a ainsi l’avantage de permettreun mappage précis de l’hydrata-

tion. Toutefois, la dynamique locale est également modifiéepar la présence du marqueur.

Ainsi se justifie le couplage de cette méthode avec d’autres non-invasives comme la re-

laxation diélectrique ou la spectroscopie THz.

Fig. 1.9 – Gauche : sites protéiques investigués pour la myoglobine. Droite : temps de
relaxationτ1 et τ2 pour les différents sites [31]
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Synthèse

L’amélioration des techniques instrumentales de caractérisation a permis de dégager

des modèles d’hydratation des molécules d’intérêt biologique. Il est désormais établi que

l’hydratation est nécessaire à l’expression de la fonctiond’une protéine et qu’elle résulte

de procédés dynamiques. C’est la conjonction de différentesmesures, associée à des cal-

culs en dynamique moléculaire qui permet d’affiner la compréhension moléculaire ce ces

interactions. La qualité des mesures expérimentales ainsique la concentration au sein

d’une même plateforme de diverses techniques de caractérisation est donc un enjeu. Cette

propriété est par ailleurs généralisable à tout problème biologique, complexe par essence.

En ce sens, l’approche de miniaturisation et d’intégrationqu’apportent les travaux actuels

en microfluidique/Lab-on-chip sera peut-être la voie qui permettra des avancées signifi-

catives dans la compréhension des systèmes biologiques.

Cette partie s’est attachée à décrire la caractérisation de l’hydratation. Au-delà d’une

volonté de comprendre les mécanismes propres à ce phénomène, cette étude mène à

d’autres applications pratiques. Par exemple, la propriété de "biopréservation" de cer-

taines espèces vivantes (comme le tardigrade) dans des conditions environnementales ex-

trêmes semble directement liée aux interactions élémentaires entre protéines, sucres et

eau. De plus, d’un point de vue instrumental, s’il est possible de sonder l’hydratation,

c’est-à-dire l’enveloppe de solvant autour d’une protéine, il est potentiellement possible

de :

– distinguer des protéines différentes qui possèderont desenveloppes différentes ;

– distinguer différentes conformations d’une même protéine, chacune ayant sa propre

enveloppe.

Dans la suite, nous nous attachons à décrire les résultats dans ces domaines de la spec-

troscopie Térahertz. Après une brève description de son développement et sa spécificité,

les techniques d’investigations THz sur milieux biologiques seront présentées. La problé-

matique de l’analyse d’échantillons liquides sera ainsi soulevée et les solutions mises en

oeuvre explicitées.
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II Les ondes Térahertz

A Le spectre THz

Le spectre TéraHertz correspond, d’une manière générale, aux ondes électromagné-

tiques dont les fréquences sont comprises entre 100GHz et 30THz. Cette bande a long-

temps été nommée "Gap THz" car, située entre les champs de l’optique et de l’élec-

tronique, l’instrumentation nécessaire à son défrichement s’est développée tardivement.

En effet, ce sont les électroniciens en augmentant leurs fréquences d’investigations, et

les opticiens en développant des composants en infrarouge lointain, qui ont permis à la

bande THz d’être aujourd’hui accessible. Cette double origine laisse des traces sur la ma-

nière d’aborder cette gamme de fréquence. Tout d’abord, en terme d’instrumentation, les

sources et les détecteurs sont issus des deux communautés etsont le fruit d’une grande

diversité (Figure 1.10). Ensuite, en terme de caractérisation d’échantillons, l’utilisation

de la permittivité diélectrique (approche électromagnétique) cotoie une approche optique

basée sur les notions d’absorption et de réfraction.

Dans un premier temps, une présentation de méthodes standards d’émission et de dé-

tection d’ondes TéraHertz sera effectuée. Ensuite, les applications majeures de ces ondes

seront présentées et un approfondissement sur les applications biologiques sera mené. Les

résultats marquants et les méthodes expérimentales serontensuite décrits afin de définir

la problématique de ce travail de thèse.

B Génération d’ondes THz

Deux approches majoritaires existent pour réaliser la génération d’onde THz : l’ap-

proche électronique et l’approche optique/opto-électronique [33]. Dans la première, la gé-

nération est réaliséevia le déplacement haute fréquence des charges électriques mobiles
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Fig. 1.10 – a : Bande de fréquence Térahertz. b : Sources THz en fonction de la fréquence
d’investigation et de la puissance. [32]

situées dans les matériaux utilisés. La seconde repose sur l’utilisation de transitions inter-

bandes dans les structures énergétiques des matériaux, engendrant l’émission de photons

aux fréquences THz désirées. La caractérisation des sources s’effectue notamment sur

les fréquences accessibles et la puissance de sortie. Ces qualités sont données pour la

panoplie de sources actuelle en Figure 1.10-b. A celles-ci peuvent s’ajouter la qualité

spectrale ainsi que la température de fonctionnement. Après une présentation générique

des technologies rencontrées dans ces deux approches, l’exemple de le spectroscopie THz

en domaine temporel sera détaillé.
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1 Approche électronique

Une première idée concernant la génération d’ondes Térahertz est la fabrication d’os-

cillateurs électroniques fonctionnant aux fréquences THz. Comme pour l’électronique

basse fréquence, l’utilisation de composants à "résistancenégative" permet un entretien

autonome d’oscillations. Un tel comportement est observé dans les diodes Gunn [34, 35].

Lorsqu’une différence de potentiel est appliquée aux bornes de ce composant, les élec-

trons de conduction peuvent passer d’un domaine (vallée) énergétique faibleΓ à une val-

lée énergétique plus hauteL (Figure 1.11-gauche). Or, l’étude de la structure de bandes

des diodes Gunn montre que la masse effective des électrons est supérieure dans la vallée

de haute énergie, et donc que les électrons y sont ralentis. Autrement dit, l’augmenta-

tion de la tension aux bornes de la diode se traduit par leur ralentissement (effet Gunn).

L’augmentation de tension s’accompagne d’une diminution de courant : c’est l’effet de ré-

sistance négative. Technologiquement, alors que les jonctions PN classiques nécessitent

un dopage donneur et accepteur, les diodes Gunn n’utilisentqu’un seul type de dopage

sur semi-conducteur III/V (Figure 1.11-droite). Des oscillateurs à base de diodes Gunn

sont aujourd’hui disponible à 400-500GHz avec des puissances en sortie appréciables, de

l’ordre de quelques mW [36].

Fig. 1.11 – Gauche : Vallées énergétiquesΓ et L de courbures différentes (masses effec-
tives différentes) au sein d’une diode Gunn - Droite : Exemple de profil de dopage de
GaAs pour obtention de l’effet Gunn [34]

La diode à effet tunnel résonnant (RTD) est une autre structure exhibant un com-

portement de type résistance négative [37, 38]. Par le biaisd’hétérojonctions, un puits

quantique est créé au sein de la structure dans lequel les niveaux d’énergie sont quanti-

fiés. L’application d’une différence de potentiel aux bornes du composant engendre une

inclinaison du diagramme de bande de telle manière à ce que des électrons à gauche du
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puits (Figure 1.12-b) puissent traverser par effet tunnel le mur de potentiel et rejoindre

le puits. En revanche, au delà d’une certaine tension appliquée, le niveau d’énergie du

puits est trop faible et le courant tunnel chute lorsque la tension augmente : c’est l’effet de

résistance négative (Figure 1.12-c). Les limites en terme de fréquence de fonctionnement

résident dans ce cas dans le temps de passage par effet tunnelet le temps de résidence

dans le puits. Ces temps d’origine quantiques étant beaucoupplus courts que les temps de

transports rencontrés dans les semi-conducteurs "classiques" (jonction PN, Gunn...), les

diodes à effet tunnel résonant peuvent accéder à des fréquences de plus de 700GHz [33],

voire 1THz [36], à température ambiante. Cependant, comme lemontre la Figure 1.10,

les puissances fournies par ces sources sont encore limitées.

Fig. 1.12 – Principe de fonctionnement de la diode à effet tunnel résonant. Structure de
bande et puits quantique. [38, 39]. Photo : vue au microscopeélectronique à balayage
d’une RTD [33].

Les composants qui viennent d’être présentés permettent une génération directe de

l’onde THz. D’autres techniques existent, comme la génération indirecte par conversion

de fréquence. En effet, lorsqu’un signal périodique est appliqué aux bornes d’un com-

posant non linéaire, une création de signaux harmoniques defréquences supérieures est

observée. En électronique par exemple, le cas du redressement de signaux sinusoïdaux

par des diodes est connu pour enrichir le spectre du signal incident. Le filtrage et la sélec-

tion des harmoniques générées est possible à l’aide de guides d’ondes. Ainsi l’utilisation

de diodes Schottky (jonctions métal/semi-conducteur, reconnues pour leur fréquence de

commutation élevée) couplées à des guides d’ondes permet laréalisation de multiplieurs
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aux fréquences sub-THz et THz ("multiplexer" sur Figure 1.10). La Figure 1.13-a montre

un exemple de multiplieur de fréquence par 2 utilisant des diodes Schottky sur membrane

de GaAs ainsi que ses performances [40]. L’association en cascade de ces multiplieurs

(par 2 ou par 3) permet l’obtention des performances représentées en Figure 1.13-b. Les

fréquences obtenues peuvent atteindre 2.7THz pour des puissances de l’ordre de la di-

zaine ou centaine deµW[36].

Fig. 1.13 – a) Multiplieur de fréquence à base de diodes Schottky sur membrane de GaAs.
Puce de 300µm de long. Les signauxEf 1 et E2 f 1 correspondent au signal initial et au
signal en sortie à la fréquence double. b) Performances de l’association de multiplieurs
en terme de puissance et de fréquence. [40]
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Les composants qui viennent d’être présentés sont basés surle transport des électrons

au sein de matériaux. Leurs fréquences de fonctionnement sont situées dans la partie

inférieure de la bande THz. Pour la compléter, d’autres composants, basés sur l’émission

de photons, permettent d’atteindre la bande supérieure du spectre THz. Ils sont basés sur

une approche optique et sont développés dans le paragraphe suivant.

2 Approche optique

Les composants THz d’origine électronique sont limités en fréquence haute par les

temps de transit et effets capacitifs en leur sein [41]. Pourgénérer des fréquences supé-

rieures, la transition d’électrons entre différentes bandes énergétiques est utilisée. Celle-ci

s’accompagne de l’émission d’un photon dont la fréquencef est directement proportion-

nelle à∆E = h f (h est la constante de Planck), énergie perdue par l’électron lors de la

transition. Au sein des diodes LASER, cette émission est stimulée par un autre photon et

permet la formation d’un faisceau optique dont la longueur de cohérence peut atteindre

plusieurs mètres. Historiquement, les diodes LASER ont permis l’accès au spectre optique

et proche infra-rouge ; la fréquence d’émission résultant de l’ingénierie de "gap" entre les

bandes énergétiques par l’usage d’alliages de matériaux [42, 43]. En effet, pour choisir

la fréquence d’émission, il faut modifier le gap énergétiqueentre bande de conduction

en bande de valence. Diminuer les fréquences des LASER jusqu’à la bande THz impose

donc de réduire considérablement le "gap" énergétique. A titre d’exemple, un LASER

émettant à 4THz résulte d’une transition énergétique de∆E ∼ 17meV6 [33], gap éner-

gétique de trop faible valeur pour être accessible avec des matériaux semi-conducteurs

volumiques usuels. L’idée du LASER à Cascade Quantique (QCL) est de créer de nou-

velles bandes énergétiques (sous-bandes) séparées par lestransitions énergétiques souhai-

tées [44]. La synthèse de ces sous-bandes se faitvia la superposition et l’interaction de

matériaux de gaps différents. Cet empilement d’hétérojonctions, sous la forme d’une suc-

cession de puits quantiques, est appelé "super-réseau". Il permet la création de transitions

énergétiques nouvelles grâce à la dégénérescence par couplage des niveaux quantiques de

chaque puits et permet ainsi la génération d’ondes de plusieurs THz au niveau de la "zone

active" (Figure 1.14). La description plus complète du fonctionnement de ce composant

est notamment revue par Capassoet al. [45]. Des sources QCL atteignant des fréquences

de 1.2THz, voire 0.6THz sous certaines conditions, sont aujourd’hui accessibles [36].

6Cette énergie doit être mise en regard avec l’énergie thermique de 25meV à température ambiante. Elle
justifie la nécessité du refroidissement cryogénique des sources à base de QCL.
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Fig. 1.14 – Haut : vue au microscope électronique d’une laserà cascade quantique. Su-
perposition des matériaux de gap différents. Bas : Principe de fonctionnement d’un QCL :
diagramme de bande. [45]

Comme dans le cas de l’approche électronique, il est possiblede générer des ondes

THz optiquement par le mélange de signaux de fréquences différentes. Cette génération

hétérodyne s’effectue par le couplage au sein d’un photo-mélangeur de deux faisceaux

laser optiques de fréquencesf1 et f1+ f , où f est une fréquence du spectre THz. Le photo-
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mélangeur peut être réalisé dans un matériau semi-conducteur de type GaAs, épitaxié à

basse température (LT GaAs). L’éclairement de ce matériau,pré-polarisé électriquement,

par les deux précédents faisceaux laser va générer des paires électrons/trous oscillant à

la fréquencef [46]. C’est cette oscillation qui permet ensuite la génération d’une onde

électromagnétique THz.

3 La spectroscopie THz en domaine temporel (THz-TDS)

L’utilisation de matériaux semi-conducteurs de type LT GaAs apparaît également dans

la spectroscopie THz en domaine temporel (THz-TDS : Figure 1.15) [47, 48]. Cette ap-

proche "électro-optique" est basée sur l’utilisation d’impulsions LASER. Un train d’im-

pulsions (impulsions de centaines ou dizaines de femtosecondes) est d’abord généré et

divisé en deux. La moitié va servir à l’excitation et l’autreà la détection. Le faisceau d’ex-

citation va impacter un patch de LT GaAs créant ainsi des paires électron/trou en son sein

(Figure 1.15b). Pour les séparer, le semi-conducteur est polarisé par une tension continue.

Un courant de porteurs va donc transiter dans le semi-conducteur le temps de l’impulsion

(0.5 ps par exemple) et être à l’origine de l’émission d’une onde électromagnétique qui

peut être guidée ou rayonnée. La dualité temps-fréquence montre que le spectre d’une

telle onde atteint les fréquences THz7. Cette onde est ensuite propagée vers un échan-

tillon à analyser puis, dans un second temps, vers un deuxième patch semi-conducteur

(Figure 1.15c) où elle joue, cette fois, le rôle de polarisateur. C’est le faisceau LASER de

détection qui va générer dans ce cas des paires électrons trous et ainsi échantillonner le

signal THz de polarisation. Le courant généré est alors détecté. Afin d’échantillonner à

divers instants le signal de polarisation pour le reconstruire intégralement (Figure 1.15d),

une ligne à retard modulable est placée sur un des deux trajets (faisceau d’excitation ou

de détection). L’analyse par transformée de Fourier des ondes incidentes et transmises

(ou réfléchies) par l’échantillon permet l’obtention de sespropriétés d’absorption (ou de

réflexion) en fonction de la fréquence.

Le développement des sources et systèmes de mesures THz précédemment décrits

et leur commercialisation progressive ont permis la multiplication des mesures THz sur

échantillons. Le paragraphe suivant s’attache à décrire les applications majeures de cette

nouvelle spectroscopie, en détaillant plus précisément les applications biologiques.

7Contrairement au cas des sources THz présentées précédemment, l’onde générée TDS possède une
étendue spectrale large. Elle est ainsi adaptée à une utilisation en spectroscopie.
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Fig. 1.15 – Spectroscopie Térahertz en domaine temporel. a)Schéma du banc de mesure
[32]. b) Patch LT GaAs d’émission polarisé par une tension contine et impacté par le
faisceau d’excitation. c) Patch LT GaAs polarisé par l’ondeTHz et impacté par le faisceau
de détection. d) Reconstruction du signal THz par échantillonage [49].

C Domaines d’application des ondes Térahertz

Historiquement, le premier champ majeur d’application desondes Térahertz (sous

le nom d’ondes sub-millimétriques) est l’astronomie [50, 41]. En effet, environ la moi-

tié de l’émission électromagnétique cosmique est situé dans cette bande de fréquence.

A titre d’exemple, la Figure 1.16-gauche montre le spectre d’émission de notre galaxie,

la Voie Lactée. Un pic, correspondant à l’émission du carbone ionisé, peut y être ob-
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servé. En effet, l’émission électromagnétique cosmique dans la fenêtre sub-millimétrique

est caractérisée par une succession de raies caractéristiques d’éléments chimiques (Fi-

gure 1.16-droite), des plus lourds (fréquences les plus basses) aux plus légers constitués

d’hydrogène (fréquences les plus hautes). Leur observation et quantification permettent

de déterminer la nature et la composition des nuages de poussière interstellaires. Cette

connaissance permet notamment l’étude de la formation d’étoiles. En effet, chaque étape

de ce processus est corrélée à la présence ou non de certainesespèces, considérées alors

comme des marqueurs. Par exemple, la présence des moléculesCO et H2O est un indi-

cateur du refroidissement du nuage de poussière, nécessaire à la formation d’une étoile.

De même, l’analyse des raies spectrales sub-millimétriques permet l’analyse des galaxies

lointaines. En effet, elles présentent un milieu interstellaire différent selon leur nature.

Par exemple, les galaxies de type elliptique possèdent relativement peu de nuages de

poussières, les galaxies de type spirale possèdent des nuages plus denses et composées

de gaz froids, et les galaxies en collision sont elles aussi consitutées de nuages denses

mais plus chauds. De telles différences peuvent être détectées par la spectroscopie sub-

millimétrique8.

Le frein majeur à l’utilisation de ces ondes est leur forte absorption par l’atmosphère.

Pour preuve, la Figure 1.17-haut montre la transmission de l’atmosphère en fonction de la

fréquence. Seules trois fenêtres sont accessibles : entre 0et 300GHz, autour de 650GHz

et autour de 850GHz [50]. Le reste du spectre est rendu invisible par l’absorption de la

vapeur d’eau, prédominante à ces fréquences. Pour remédierà cet obstacle, des mesures

en haute atmosphère dans des avions ont été menées. Pour s’affranchir complètement de

la contrainte atmosphérique, le satellite Herschel envoyéen 2009 avec l’instrument HIFI

(Heterodyne Instrument for the Far-Infrared) a fourni, en 2010, ses premiers résultats.

Parmi eux, l’extension de la Figure 1.17-bas à des fréquences autour de 1THz a pu être

déterminée [51].

La plupart des molécules observables dans les nuages de poussières interstellaires le

sont aussi dans l’atmosphère. Suivre leur abondance ou destruction dans la troposphère

ou la stratosphère fournit des marqueurs pour des phénomènes comme la destruction de

l’ozone, le réchauffement climatique ou le contrôle de la pollution [52]. De même, l’ob-

servation sub-millimétrique des atmosphères de planètes environnantes permet une amé-

8Pour se convaincre de l’intérêt des fréquences THz en astronomie, il est intéressant de calculer les
fréquences correspondant aux énergies thermiques des gaz interstellaires. La température de ces gaz varie
de 10K à 100/200K, soit, en fréquence correspondante (E = kT = h f) de 200GHz à 4THz.
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Fig. 1.16 – Gauche : Spectre d’émission de la Voie Lactée montrant qu’environ la moitié
de la puissance émise est situé dans le spectre sub-millimétrique [41]. Droite : Raies
d’émission caractéristiques des composés chimiques dans la bande sub-millimétrique
[50].

lioration des modèles existants, concernant par exemple laformation et l’évolution du

système solaire [53]. A l’échelle terrestre, la spectroscopie de gaz est également une ap-

plication importante des ondes THz. Dû à l’augmentation de l’absorption des espèces

gazeuses avec la fréquence (enf 2 ou f 3), la bande de fréquence THz permet un accroiss-

sement de la sensibilité des mesures. Il est ainsi possible d’établir des bases de données

catalogue, permettant l’identification de gaz par des mesures rapides sur échantillons (ex :

système FASSST [54, 55]).

Les résultats qui viennent d’être présentés sont liés à la capacité des ondes THz à dé-

tecter les signatures spectrales de composés chimiques. D’autres propriétés intéressantes

sont propres à ce spectre :

– Les ondes THz traversent la plupart des matériaux non-polaires et non-métalliques

(polymères, tissus, bois...). Ainsi elles peuvent être utilisées pour sonder des maté-

riaux déjà emballés, ou pour voir des objets situés derrièredes vêtements.

– Leur propagation dans les polymères est influencée par la permittivité diélectrique

de ceux-ci. Ainsi, elles possèdent un contraste entre matériaux diélectriques plus

important que les techniques de type rayons X.
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Fig. 1.17 – Haut : Fenêtre de transmission atmosphérique dans la gamme de fréquence
sub-millimétrique mesurée à une altitude de 4200m (Mauna Kea). Bas : Observation du
nuage moléculaire d’Orion entre 325 et 360GHz [50].

– En comparaison avec les ondes millimétriques, la résolution spatiale atteinte par les

ondes THz est accrue. En effet, cette limite est liée à la diffraction et est repoussée

avec la diminution de la longueur d’onde.

– En comparaison avec les rayons X, elles sont très faiblement ionisantes. Il est ainsi

supposé qu’une personne sondée ou un opérateur de système THz ne sont potentiel-

lement pas soumis à une exposition dangereuse, pourvu que lapuissance rayonnée

soit faible.

Il faut de plus considérer que l’eau absorbe fortement les ondes THz. En résultent les li-

mitations atmosphériques en radio-astronomie précédemment expliquées, l’absorption de
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ces ondes par la peau (dans les 100 premiersµm) et leur forte interaction avec les milieux

biologiques.

Toutes ces propriétés ont engendré le développement de nouvelles applications des

ondes THz. Parmi elles, la sécurité des personnes occupe uneplace de choix. En effet,

la détection d’armes - métalliques et non-métalliques - cachées sous des vêtements ou

dans des valises, l’identification d’explosifs solides ou liquides grâce à des signatures

spectrales, la détection d’agents biologiques pathogènesou encore la traque de trafics de

médicaments sont possibles par la spectroscopie THz [56]. Ces contrôles peuvent être ef-

fectués en contact (objet à sonder très proche du capteur) ouà distance (utilisation dans

des portiques pour les gares ou les aéroports). Dans ce dernier cas, l’influence de la va-

riabilité atmosphérique (température, pression, humidité) sur les mesures doit être prise

en compte [57]. La Figure 1.18 illustre deux applications : àgauche, la détection d’armes

cachées ; à droite, les signatures spectrales THz de plusieurs explosifs. De manière sem-

blable, la sécurité alimentaire également bénéficie de l’imagerie THz. En effet, s’il est

facile en général de détecter des objets métalliques dans des produits alimentaires embal-

lés, la détection d’objets non-métalliques reste complexenotamment à cause de leur faible

contraste aux rayons X. Les ondes THz, en détectant plastiques, verres ou encore pierres

pourraient ainsi être présentes en fin de chaîne de production afin de garantir l’absence

d’objets parasites dans les aliments emballés [58, 59].

Fig. 1.18 – Gauche : Imagerie THz pour la détection d’armes (couteau sous un journal -
pistolet sous un vêtement). Droite : Signatures spectralesde plusieurs explosifs dans la
bande THz [57].

L’utilisation du spectre THz dans le contrôle de qualité de produits peut notamment

s’étendre à l’industrie des polymères. Dans ce domaine, un premier enjeu est l’étude de la
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qualité de dispersion en leur sein. En effet, diverses particules sont souvent incluses dans

les polymères afin de contrôler certaines fonctions (comme les propriétés mécaniques, la

couleur, l’inflammabilité). L’homogénéité de la dispersion de ces particules et la connais-

sance de leur concentration sont cruciales et peuvent être sondées dans la gamme THz

[60]. De même, le contrôle sans contact et non destructif dessoudures plastiques est

possible : vérification de l’absence d’inclusions diélectriques (poussière, sable) et de l’ab-

sence de décollements locaux [61]. Enfin, dans le cas de polymères renforcés par des

fibres, l’imagerie THz peut être utilisée pour vérifier leur concentration et leur orientation

[62]. En application de type contrôle, la spectroscopie THza également été proposée pour

mesurer le degré d’hydratation de plantes par l’imagerie defeuilles et ainsi permettre une

optimisation des procédés d’irrigation [59]. Plus le contenu en eau de la feuille est impor-

tant, plus la transmission de l’onde THz à travers elle est faible.

Après l’astronomie et le contrôle, la communication est unetroisière application po-

tentielle des ondes THz. Dans ce domaine, l’utilisation de fréquences porteuses du spectre

THz permet des débits de transmission importants et une plusforte intégration des an-

tennes par rapport aux ondes millimétriques. De plus, en terme de disponibilité, la bande

de fréquence THz est très peu allouée et de nombreux canaux sont ainsi utilisables. Cepen-

dant, les freins importants à l’utilisation de ces ondes en communications sont l’absorp-

tion atmosphérique et les puissances des sources encore relativement faibles. Néanmoins,

elles sont aujourd’hui considérées pour des applications de type communications satel-

lite/satellite ou communications "indoor" [63].

Dans la section précédente, l’intérêt de l’utilisation desondes THz pour la caractérisa-

tion dynamique d’interactions biologiques avait été présenté dans le cas de l’hydratation.

L’application du spectre THz à la biologie est en effet un large champ d’application et

d’investigation actuel. Ses problématiques et ses enjeux sont l’objet de la section sui-

vante. Au vu des applications qui viennent d’être décrites,deux intérêts majeurs résultent

de la compréhension de l’interaction entre ondes THz et matière biologique. Tout d’abord,

elle permettra très probablement d’apporter aux biologistes et chimistes de nouveaux ou-

tils incontournables pour sonder le vivant. Mais également, en cas de développement des

ondes THz dans notre environnement quotidien (comme dans lecas de communications

"indoor"), elle permettra d’appréhender les conséquences sanitaires de leur utilisation gé-

néralisée.
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III Mesures Térahertz sur échantillons biologiques

A Interaction entre onde THz et échantillon biologique

La Figure 1.19 montre l’absorption des ondes électromagnétiques par l’eau liquide

en fonction de la fréquence. Il est remarquable, sur ce spectre, que la fenêtre de fré-

quences THz représente un maximum d’absorption pour l’eau.Cette absorption traduit

notamment, à l’échelle microscopique, une interaction forte entre le réseau de molécules

d’eau et l’onde électromagnétique aux fréquences THz. En effet, l’énergie des ondes THz

(10−22− 10−20J [64]) correspond à l’énergie d’excitation des liaisons faibles formées

entre les molécules d’eau comme les liaisons hydrogène.

Fig. 1.19 – Absorption des ondes électromagnétiques par l’eau en fonction de la fré-
quence. Mise en évidence de la bande THz. Excitation des dipôles et du réseau de liaisons
hydrogène. Adapté de [65].
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Le rôle de ce type de liaisons dans de nombreux processus biochimiques, et la capacité

de l’onde THz à les exciter, fait du spectre THz un candidat intéressant pour le suivi en

temps réel et sans marqueur de réactions biochimiques. A titre d’exemple, le contenu en

eau d’un tissu9, sa concentration ionique, l’hydratation ou la conformation de protéines

ainsi que l’hybridation d’ADN font intervenir ce réseau de liaisons faibles et sont donc

susceptibles d’être sondés par les ondes THz [66, 67, 68, 18].

Cependant, la forte absorption de l’eau génère d’importantes contraintes sur l’instru-

mentation THz. En effet, un échantillon d’1mm d’eau provoque une atténuation en puis-

sance de l’onde THz d’un facteur d’environ 109. Ceci explique pourquoi la spectroscopie

THz sur échantillons biologiques s’est d’abord consacrée àl’analyse d’échantillons secs,

présentée dans le paragraphe suivant. Néanmoins, l’utilisation de faisceaux THz de forte

puissance, l’analyse d’échantillons par réflexion ou encore l’analyse de faibles volumes

d’échantillon ont permis la spectroscopie sur échantillons liquides, comme nous le ver-

rons dans un second temps.

B Mesures d’échantillons secs

Ki Choi et al.ont étudié la réponse de diverses poudres à une excitation defréquence

allant jusque 300GHz, en réflexion et transmission [65]. En vue d’applications en terme

de sécurité, deux familles de poudres ont été testées : des poudres inoffensives (farine,

amidon, talc et sucre) et une poudre toxique (bacillus cerus- anthrax). L’étude de la

phase des signaux transmis (Figure 1.20) à travers des enveloppes contenant les échan-

tillons permet de distinguer les deux familles de poudre. Deplus, l’analyse de l’amplitude

de l’onde réfléchie montre la présence de pics distincts, permettant la discrimination des

différentes poudres sondées.

A des fréquences supérieures (0 - 2.4THz), Markelzet al.ont étudié le comportement

de différentes protéines à l’état de poudre, théoriquementpar dynamique moléculaire et

expérimentalement par méthode TDS [69]. L’étude des spectres de la myoglobine et de la

lysozyme montre peu de différences entre ces deux protéines. Ainsi, les auteurs affirment

que la spectroscopie THz n’est pas adaptée pour la différenciation de protéines par signa-

9Cette information permet dans certains cas la différenciation de tissus sains ou malades. Par exemple,
certaines cellules cancéreuses ont des propriétés de rétention d’eau différentes des cellules saines.
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Fig. 1.20 – Mesures en réflexion et transmission de poudres de10 à 300GHz. Protocoles
expérimentaux et résultats principaux [65].

ture spectrale. En revanche, avec l’étude de la bactério-rhodopsine10, ils montrent qu’elle

permet de mesurer la variation de conformation d’une protéine en temps réel. En effet,

la protéine subit un cycle de conformations (via le contrôle de l’éclairement notamment)

qui est sondé par l’onde THz. La Figure 1.21 présente ce cycleet montre les différents

spectres d’absorption de l’onde en fonction de l’état de conformation de la protéine. De

même, la comparaison des spectres d’absorption de la bactério-rhodopsine et d’une mu-

tante de flexibilité conformationnelle moindre a été menée et une nette différence a pu

être observée. L’étude montre donc que la spectroscopie THzest un outil potentiel pour

la mesure et le suivi de conformation/mutation d’une protéine, davantage que pour la dif-

férenciation de protéines.

Les mesures précédentes ont été réalisées avec une propagation de l’onde en "espace

libre" : l’onde n’est pas guidée, mais juste focalisée sur l’échantillon. En vue d’une amé-

lioration en termes d’intégration (pour réduire le volume d’échantillon à investiguer), de

parallélisation et de résolution spatiale, des structuresà base de guides d’onde ont été

développées. Dans ce cadre, Nagelet al. ont proposé un résonateur THz en anneau sur

10Protéine dont la conformation est sensible à l’éclairementreçu. La rhodopsine une protéine rétinienne
impliquée dans la perception visuelle. La durée de son cycled’excitation et de désexcitation est à l’origine
du phénomène de "persistance rétinienne".
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Fig. 1.21 – Cycle de la bactério-rhodopsine observé par spectroscopie THz pour des fré-
quences de 0 à 2.4 THz. Absorptions de la protéine dans différentes conformations. [69]

ligne microruban permettant une détection record de quelques 40fmol d’ADN [70]. En le

fonctionnalisant et observant la déviation en fréquence depics de résonance, les auteurs

parviennent à quantifier le nombre d’hybridation de deux brins d’ADN. La sensibilité

maximale obtenue pour ce capteur est un décalage de fréquence de 2.8.10−14Hz par paire

de bases hybridée. Le facteur de qualité maximal obtenu est de 62. La Figure 1.22 montre

la topologie du résonateur ainsi que le décalage du pic de résonance en fonction de l’état

d’hybridation des brins d’ADN sondés.

Fig. 1.22 – Structure du résonateur microstrip en anneau. Décalage du pic de résonance
pour différents états d’hybridation [70].

Les résultats sur échantillons secs valident la capacité des ondes THz à sonder les

phénomènes biologiques comme la conformation de protéinesou encore l’hybridation de

l’ADN. Cependant, des mesures sur liquides sont nécessairespour rendre compte de la

spectroscopie THz dans des conditions proches de l’in vivo, propres à la biologie. Dans

cette optique, des mesures sur tissus cellulaires sont présentées dans le paragraphe suivant.
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C Mesures sur tissus

L’analyse de tissus cellulaires est un champ grandissant dela spectroscopie THz de-

puis un peu plus de 10 ans. En effet, des variations de comportements diélectriques à ces

fréquences peuvent être observées selon les tissus considérés, en fonction de leur com-

position. Par exemple, Huanget al. ont caractérisé, en réflexion, des tissus fraîchement

excisés de différents organes de rats (foie, reins, pancréas, muscle et tissu adipeux) [71].

L’extraction des indices de réfraction et des coefficients d’absorption des tissus provenant

de chaque organe a été menée et un extrait est présenté en Figure 1.23. Une différence

nette est observée entre les tissus adipeux et les autres tissus, expliquée par la contenance

en eau moindre dans les tissus adipeux. Ceux-ci sont en effet constitués majoritairement

de chaînes hydrocarbonées faiblement polaires. Au sein desautres tissus, des différences

plus ténues mais réelles sont également remarquées.

Fig. 1.23 – Coefficient d’absorption des tissus de chaque organe en fonction de la fré-
quence. Mesure THz par réflexion d’impulsions sur l’échantillons. [71]

Une application majeure de la spectroscopie THz sur tissus est la détection de tumeurs

cancéreuses. En effet, l’apparition de cellules cancéreuses s’accompagne souvent d’une

augmentation de la vascularisation et donc du contenu en eaulocal. Eau qui est alors

susceptible de fournir un agent de contraste naturel pour ladétection THz de cellules ma-

lignes [72]11. Woodwardet al. ont démontré que l’analyse d’impulsions THz réfléchies

11Même si la littérature se rejoint pour affirmer que les variations de contenu en eau expliquent les modi-
ficiations des spectres THz des tissus malades, les auteurs précisent régulièrement que cette interprétation
n’est probablement que partielle. En effet, le pH, la teneuren oxygène ou encore la concentration en li-
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sur échantillons permettait de distinguer, dans le cas de cancers de la peau, des tissus

sains et malades excisés [73]. L’étude a été réalisée sur 21 échantillons et les comparai-

sons avec l’analyse par histologie classique montre une forte corrélation pour 17 cas. Lors

d’une étude ultérieure, les auteurs ont mesuré des variations d’absorption et de réfraction

notables entre les échantillons sains et malades de 0.2 à 2THz [74]. Ces études ont éga-

lement été menées sur des tumeurs du sein [75] ou du colon [76], dont l’imagerie THz a

été démontrée. A terme, en supplément aux possibilités de détection précoce, cette diffé-

renciation entre tissus sains et malins a pour ojectif d’assister les opérations chirurgicales.

En effet, dans le cadre du retrait d’une tumeur, il est crucial de s’assurer que les tissus

cancéreux ont bien tous été extraits afin de limiter le risquede récidive. Une cartographie

rapide de la tumeurin vivo avant excision aiderait ainsi le chirurgien dans sa tâche. Dans

cette optique, le développement de sondes THz portables [77] ou d’endoscopes [78] est

en cours.

En associant l’imagerie THz à des traitements mathématiques avancés12, Brun et al.

sont parvenus à identifier différents types de tumeurs dans le cadre du cancer du poumon

[79]. Ils sont également arrivés à délimiter l’extension d’une tumeur très invasive du can-

cer du pancréas, tâche difficile en lumière visible. Ces mesures, commes les précédentes,

ont été réalisées par technique de réflexion de l’onde THz. Eneffet, les mesures par trans-

mission à travers les tissus restent difficiles en raison de la forte absorption de l’eau. Leur

réalisation nécessite l’utilisation de tissus fins [80] ou la congélation des tissus à mesurer

[81].

Toutes les mesures jusqu’ici décrites sont effectuées sur des tissus excisés (ex vivo).

L’extension de ces résultats aux mesuresin vivo (l’objectif à plus long terme) doit être

menée avec précaution. En effet, l’environnement du tissu,sa teneur en eau, sa tempéra-

ture, sa teneur en sel (utilisé pour la conservation) sont autant de paramètres variant entre

les deux situations et qui influent potentiellement le signal THz mesuré. Des premières

expériencesin vivo ont néanmoins réussi à distinguer, chez la souris, la présence d’une

tumeur cancéreuse dans un environnement lipidique [82]. L’imagerie de son évolution en

fonction du temps est présentée en Figure 1.24.

pides sont d’autres arguments valides. La compréhension des différences observées est donc aujourd’hui
lacunaire.

12Les auteurs développent notamment ici une Analyse en Composante Principale (PCA), qui sera pré-
sentée dans le Chapitre 3.
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Fig. 1.24 – Imagerie THzin vivo de l’évolution d’une tumeur implantée dans une souris
[82].

De manière plus générale, des investigations ont été menéessur des tissus cellulaires

et ont montré la très grande sensibilité de la spectroscopieTHz aux modifications de com-

portements cellulaires. Par exemple, Liuet al.ont montré que la possibilité de distinguer13

des très faibles changements (non observables en microscopie optique) au sein d’une mo-

nocouche de cellules endothéliales, suite à leur exposition à des facteurs de croissance

spécifiques [83].

D Mesures sur échantillons liquides

Concernant la mesure sur liquides à proprement parler, une approche est de caractéri-

ser les échantillons par réflexion d’impulsion ("reflection mode TDS") [17]. Ronneet al.

[84] ont utilisé ce protocole pour étudier le comportement diélectrique de l’eau et du deu-

térium (D2O) de 0.1 à 2THz. Grâce notament à l’analyse du déphasage des signaux réflé-

chis, les auteurs parviennent à déterminer un modèle de Debye à deux composantes pour

la caractérisation des deux liquides. Leur évolution en fonction de la température permet

ensuite de discuter des modèles physiques aptes à décrire lecomportement de l’eau. Mol-

ler et al.ont de la même manière caractérisé des mélanges binaires eau/éthanol ainsi que

13La technique utilisée est basée sur la spectroscopie THz-TDS en mode différentiel (THz-DTDS), pou-
vant, selon les auteurs, sonder des variations d’épaisseurde liquides de l’ordre du nanomètre.
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des solvants organiques [17]. L’utilisation de l’onde réfléchie sur l’échantillon permet de

s’affranchir du caractère hautement absorbant de la solution. En revanche, l’analyse des

signaux mesurés est plus complexe que pour une analyse en transmission. De plus, la

connaissance précise de la phase du signal réfléchi est indispensable afin de caractériser

l’absorption de l’échantillon ; en transmission, seule l’amplitude du signal transmis peut

suffir.

Afin d’effectuer des mesures en transmission, l’approche suivie par le groupe de Mar-

tina Havenith a été l’utilisation de sources de fortes puissances. Les travaux de cette

équipe concernant l’hydratation des protéines et sucres aux fréquences THz ont été pré-

sentés en première partie de ce chapitre [20]. Pour permettre l’utilisation de sources de

faible puissance, une réduction de la taille des échantillons est nécessaire. Dans ce cadre,

une approche très originale est celle de Cookseyet al. Ils ont, pour s’affranchir de l’ab-

sorption de l’eau, utilisé des nano-poches de solutions aqueuses (micelles inverses) à ana-

lyser au sein d’un solvant apolaire, l’heptane, transparent aux fréquences Terahertz [85].

De manière plus répandue, l’utilisation de cavités fines (de50 à 1000µm) contenant le li-

quide à analyser a notamment été proposée par Kindt et Schmuttenmaer [86]. Ce protocole

leur a permis d’étendre jusqu’à 1THz les résultats de relaxation diélectrique concernant

la permittivité de l’eau, du méthanol, de l’éthanol et du propanol.

Cette idée de réduction de la taille des échantillons à sonderpar transmission a été re-

prise pour l’analyse de solutions à caractère biologique [87]. Globuset al.ont caractérisé

l’ADN de 0.3 à 0.75 THz [88, 89]. Ils ont montré que la conformation et l’orientation de

l’ADN en phase liquide pouvaient être sondées par la spectroscopie THz. En effet, leur

modification s’accompagne de variations en intensité et position de pics de résonance.

Des signatures spectrales semblent donc apparaître. En revanche, les auteurs insistent

sur la nécessité d’un protocole expérimental rigoureux permettant un contrôle précis des

échantillons observés (orientation, concentration...).L’étude de protéines en solution a

été menée par Xuet al. sur l’Albumine de Sérum Bovin (BSA) [90]. L’évolution de son

absorption en fonction de sa concentration a été mesurée de 0.3 à 3.72THz. Expérimen-

talement, la puissance transmise est mesurée pour plusieurs largeursd d’échantillon (de

0 à 180µm, par pas de 20µm). Une régression permet ensuite de revenir rapidement à la

valeur de l’absorptionα (puissance transmise = K exp(−αd)). Une augmentation mo-

notone de l’absorption de la BSA avec la fréquence est observée et, contrairement aux

résultats précédents avec l’ADN, aucune signature spectrale ne peut être extraite. Ces ré-
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sultats corroborent ceux obtenus par Markelzet al. présentés en phase sèche :a priori,

la spectroscopie THz n’est pas à même de distinguer des signatures propres à chaque

protéine. Les auteurs affirment que cela est dû à la différence de répartition des charges

au sein d’une protéine et au sein de l’ADN. En effet, la répartition régulière, périodique,

ordonnée des charges sur les brins d’ADN est propice à l’apparition de pics de résonance.

En revanche, le caractère désordonné et apériodique de la répartition de charges sur une

protéine ne s’y prête pas. Néanmoins, comme observé en sec, la distinction entre diverses

conformations d’une même protéine en milieu liquide est possible. Yoneyamaet al.ont en

effet pu comparer l’absorption d’échantillons de BSA nativeet dénaturée de 0.5 à 3THz.

Pour cela les échantillons liquides ont été placés dans des puits de 100µL comportant une

membrane et analysés par spectrosopie TDS [91].

Le développement des mesures sur échantillons de faible volumes et la nécessité de

l’établissement de protocoles expérimentaux reproductibles a introduit l’utilisation de cir-

cuits microfluidiques, proposée initialement par Milleet al. [92]. Georgeet al. ont pré-

senté une telle réalisation dans "Microfluidic devices for terahertz spectroscopy of biomo-

lecules" [93]. Ils déclinent l’intérêt de l’utilisation demicrocanaux en plusieurs points : (i)

l’utilisation de sources de faible puissance pour la mesureen transmission, (ii) la possibi-

lité d’injection et de mesure de réaction en temps réel et (iii) la possibilité de l’intégration

de ces circuits dans les plateformes d’analyse multi-paramétriques. Dans le protocole

décrit, un faisceau THz est focalisé sur une cavité microfluidique réalisée en polymère

Zeonor (Figure 1.25-gauche). Cette configuration permet auxauteurs de détecter et me-

surer l’absorption de solutions de BSA concentrées à 101, 200et 305mg/mL (Figure

1.25-droite). Une configuration similaire avec l’utilisation d’une cuve microfluidique en

silicium a été proposée par Baragwanathet al. [94]. La transparence du silicium aux fré-

quences THz et la maîtrise de son usinage (haute précision sur profondeurs/largeurs des

microcanaux), malgré son opacité optique, justifient ici son utilisation. Les auteurs sont

parvenus à détecter la présence d’alcool à une précision de 2.5% de titre volumique et la

présence de la protéine biotine à une concentration de 0,5mg/mL.

L’étape suivante dans le développement d’une spectroscopie THz intégrée est de gui-

der l’onde au sein de la puce microfluidique plutôt que d’utiliser une propagation / fo-

calisation en espace libre. Ohkuboet al ont proposé l’utilisation de lignes micro-strip

impactées par un laser femtoseconde pour amener l’onde versune piscine en polyéthy-

lène contenant l’échantillon à sonder [95]. Dans ce dispositif, les mesures d’absorption de
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Fig. 1.25 – Gauche : Dispositif expérimental pour la spectroscopie THz en environnement
microfluidique. Droite : Absorption de solutions de BSA en fonction de la concentration
pour des fréquences de 0.5 à 2.5 THz [93].

la BSA et de l’Arginine ont été effectuées. La limite de détection atteinte est de 50mg/mL

et les auteurs sont parvenus à quantifier l’hydratation des deux protéines en solution [96].

D’autres guides d’ondes, de type métallique, ont été proposés pour réaliser des spec-

troscopies sur échantillons liquides. Par exemple, Mendiset al. ont présenté un guide

d’onde accompagné d’une cavité permettant à la fois une résonance électromagnétique

et l’écoulement d’un fluide [97]. L’observation de l’évolution du pic de résonance en

fonction du liquide dans la cavité rend possible la mesure deson indice de réfraction.

Toutefois, les liquides utilisés dans cette étude sont des solvants organiques (de l’octane

à l’hexadécane) peu absorbants et l’extension de cette technique a des milieux aqueux

n’est pas présentée. L’utilisation de guides métalliques creux est aussi à l’origine du tra-

vail de Matvejevet al. [98]. Dans leur dispositif présenté en Figure 1.26, un capillaire

microfluidique commercial en silice (diamètre interne : 100µm et 320µm) est inséré

perpendiculairement dans un guide. La simulation de 230 à 330GHz de transmission de

l’onde au sein du guide d’onde en fonction de la solution dansle capillaire permet de

distinguer deux états de conformation de la protéine HSA (Albumine de Sérum Humain)

en milieu liquide.

Les développements actuels semblent donc converger vers une approche intégrée de la

spectroscopie Térahertz par transmission, adoptée par l’équipe M2T, et dont les avantages

sont multiples :

– l’utilisation de sources de faibles puissances, éventuellement intégrables ;

– la possibilité, à travers le contrôle des injections, de travailler avec des protocoles

expérimentaux reproductibles et variés ;
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Fig. 1.26 – Intégration d’un guide d’onde métallique creux avec un capillaire commercial
pour la spectroscopie de solutions liquides de protéines [98].

– la possibilité de suivi de réaction au sein de microcanaux ;

– l’utilisation de faible quantité d’échantillons.

Si des progrès ont été effectués dans l’intégration des guides ou l’utilisation de mi-

crocanaux, la co-intégration des fonctions de guidage électromagnétique et de circulation

microfluidique est cependant un enjeu non atteint dans la littérature présentée. C’est l’un

des objectifs du travail réalisé ici. En plus de leur co-intégration, l’indépendance de leur

réalisation est également un point important. En effet, elle permettra une versatilité en

terme de conception et de complexification des systèmes fabriqués. Concrètement, l’amé-

lioration indépendante des fonctions microfluidiques et électromagnétiques permettrait

une amélioration des performances et des possibilités des futurs systèmes. C’est dans cet

esprit que ce manuscrit est rédigé. Dans la suite, le dispositif co-intégrant les fonctions

microfluidiques et électromagnétiques sera présenté et sonprocessus de fabrication dé-

taillé. La version "de base" de ce microsystème sera ensuite utilisée pour caractériser des

échantillons liquides tels des mélanges eau/alcool ou eau/protéine. Enfin, le développe-

ment de fonctions électromagnétiques et microfluidiques sera présenté afin d’apporter de

nouvelles possibilités au dispositif initial.
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Partie 2

Description, conception et tests du

BioMEMS THz

Cette partie s’intéresse au microsystème microfluidique développé dans ce travail de

thèse. Après une brève description, les considérations quant à sa fabrication technolo-

gique, sous la contrainte d’une propagation THz intégrée, sont développées. La carac-

térisation du dispositif réalisé est ensuite menée.
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Introduction

Lors de la thèse de Monsieur Anthony Treizebré, un prototypede BioMEMS THz,

le premier combinant une propagation électromagnétique sur ligne de Goubau et une cir-

culation fluidique au sein de microcanaux, avait été réalisé[99]. La culture cellulaire en

son sein avait été démontrée et des premières mesures sur solutions aqueuses avaient été

effectuées.

La description de ce microsystème avec le détail des différentes fonctions sera effec-

tuée dans un premier temps. Ensuite, le procédé technologique précédemment développé

sera décrit. Il permettait la fabrication de 8 microsystèmes par substrat de 3 pouces et

comportait encore quelques étapes manuelles. De plus, des problèmes de fuites des mi-

crocanaux étaient parfois observées.

Après avoir mis en avant les points critiques du précédent procédé technologique et en

vue de rationnaliser et d’interpréter les mesures obtenuesgrâce au BioMEMS, un procédé

technologique optimisé sera présenté [100]. Ses potentialités seront discutées et divers

tests seront effectués pour le caractériser. Ce procédé a fait l’objet d’un brevet [101].
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I Présentation du BioMEMS THz

Afin de réaliser la spectroscopie THz de liquides en dépit de la forte absorption de

l’eau, la réduction des volumes d’échantillons a été la voiesuivie au sein de l’équipe

M2T. La réalisation du BioMEMS (Figure 2.1) en est la concrétisation.

Fig. 2.1 – Couplage des fonctions térahertz et microfluidiques au sein du BioMEMS THz

Dans ce système, l’échantillon à analyser est conduit au sein de microcanaux jusqu’à

une zone de mesure où il rencontre l’onde électromagnétique, convoyée perpendiculai-

rement par un guide d’onde. Le guide d’onde en question, composé d’un fil unique, est

appelé "Ligne de Goubau". Le couplage intégré de fonctions microfludiques et électro-

magnétiques THz est l’originalité fondamentale de ce dispositif. Dans la suite, ces deux

fonctions sont détaillées.

A Lignes de Goubau

1 Propagation sur fil unique

Une onde électromagnétique peut être propagée par un guide d’onde composé d’un

simple fil métallique. Cette affirmation non-triviale a été démontrée théoriquement par

Sommerfeld en 1899, à partir des équations de Maxwell [102].Cependant, comme souli-

gné par Goubau en 1950, l’extension du champ électrique autour du fil métallique est tel-

lement large que cette structure ne rencontrait aucun intérêt pratique [103]. Afin de réduire
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cette extension, Goubau a proposé de recouvrir le fil métallique d’une fine couche diélec-

trique ou d’augmenter la rugosité de ce fil. En vue d’applications aux lignes de trans-

mission, il a montré que la propagation d’ondes à des fréquences supérieures à 100MHz

était possible dans ces nouvelles configurations. Les principales qualités de ce mode de

propagation sont ses faibles pertes, une propagation quasi-TEM, et une extension spatiale

d’autant plus faible que la fréquence d’investigation est élevée. Son étude détaillée à plus

haute fréquence a été menée par King et Wiltse en 1962 [104]. Qualitativement, l’onde

propagée autour du fil est une onde de surface de type plasmonique, résultant de l’oscil-

lation locale des électrons à la surface du métal.

En raison du confinement de l’onde augmentant avec la fréquence d’investigation et de

ses propriétés attrayantes en terme de dispersion et d’absorption, le fil métallique unique

s’est révélé comme une structure guidante très adaptée au spectre TeraHertz. Wang et

Mittleman l’ont démontré en 2004 [105] avec l’expérience présentée en Figure 2.2.

Fig. 2.2 – Gauche : Protocole expérimental pour le test de la propagation THz sur fil
unique. Droite : Extension du champ autour du fil expérimentalement et en simulation
[105].

2 Lignes de Goubau planaires

L’intégration de ces lignes de Goubau sur substrats planaires a été proposé au sein

de l’équipe M2T [106, 107, 108]. Les lignes de Goubau planaires sont donc des fils mé-

talliques uniques déposés sur un substrat isolant. Elles possèdent l’avantage de pouvoir

être excitées de manière efficace grâce à un Analyseur de Réseau Vectoriel. Dans le cas

présent, les lignes de Goubau planaires sont réalisées par un dépôt d’or sur un substrat

de verre (Pyrex Borosilicate). L’or est choisi en raison de saforte conductivité aux fré-

 / 



PARTIE 2. DESCRIPTION, CONCEPTION ET TESTS DU BIOMEMS THZ

quences THz (σ#2.5.107S/m à 300GHz [109]). L’utilisation de verre Borosilicate (Pyrex)

en tant que substrat s’explique par sa transparence et ses pertes diélectriques hautes fré-

quences relativement faibles (tanδ#5.10−3 à 300GHz [109]). L’allure simulée du champ

électromagnétique autour de la ligne est donnée en Figure 2.3.

Fig. 2.3 – Allure du champ électromagnétique autour de la ligne de Goubau [108].

Le confinement de l’onde autour du fil est de 10 à 2µm, en fonction de la largeur

de la ligne [110]. Pour une ligne d’une largeur de 5µm et d’une épaisseur de 500nm, les

pertes à 100GHz sont de l’ordre de 2dB/mm et l’impédance d’onde de l’ordre de 250

Ω. Expérimentalement, le mode de propagation sur la ligne de Goubau est quasi-TEM

et est excité par un Analyseur de Réseau Vectoriel (ARV)via des pointes coplanaires

d’impédance caractéristique 50Ω. Une transition coplanaire/Goubau est donc nécessaire

pour l’excitation. Elle a ainsi été précédemment réalisée.Les pertes par réflexion qu’elle

engendre sont inférieures à -10dB et les pertes en propagation sont de l’ordre de 2.5dB

(avec deux transitions) [111]. La structure complète composée de la ligne de Goubau et

des deux transitions est présentée en Figure 2.4.

Fig. 2.4 – Ligne de Goubau et transitions Coplanaire/Goubau
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B Circuit microfluidique

Le circuit microfluidique est réalisé grâce à des murs de silicium. L’utilisation du si-

licium s’explique par le fait qu’il puisse être précisémentgravé de manière profonde et

anisotropique [112] et qu’il présente des faibles pertes dans la bande THz (tanδ#5.10−4

à 400GHz [109]). De plus il pourra, à terme, être le support del’intégration de fonc-

tions électroniques en vue du développement de laboratoires sur puce complètement au-

tonomes. La profondeur des microcanaux est de 180µm pour réaliser la connexion avec

des capillaires de 150µm de diamètre extérieur. Le circuit microfluidique est composé

d’un canal principal qui mène les échantillons à un canal de mesure de 50µm de large.

Une telle configuration permet de combiner une arrivée rapide des échantillons et un dé-

bit faible dans la zone de mesure (de résistance hydrauliquesupérieure) afin d’éviter des

contraintes excessives sur les échantillons mesurés (cellules par exemple). La Figure 2.5

démontre ce principe, par la simulation de l’écoulement dans le circuit microfluidique

avec le logiciel COMSOLR© Multiphysics.

Fig. 2.5 – Simulation de l’écoulement dans le circuit microfluidique

La faisabilité de la fabrication du microsystème présenté aété démontrée dans le tra-

vail de thèse de Monsieur Anthony Treizebré. Le procédé technologique alors développé

est présenté dans la section suivante.
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II Ancien procédé de fabrication du BioMEMS THz [99]

A Description

L’ancien procédé utilisé pour la réalisation du BioMEMS THz commence par le dé-

pôt des lignes électromagnétiques d’or (400nm) sur un substrat de quartz de 350µm par

évaporation et procédé lift off [113]. Une fine couche de titane (50nm) sert de couche

d’accroche de l’or sur le quartz (Figure 2.6).

Fig. 2.6 – Dépôt des lignes électromagnétiques sur quartz

Un substrat de silicium de 350µm d’épaisseur est ensuite travaillé pour réaliser la

composante microfluidique du dispositif. La face arrière dusubstrat est profondément

gravée (180µm) par une attaque ionique (Deep Reactive Ion Etching : DRIE, procédé

dit "Bosch" [112], [114]) afin de former les microcanaux. La face avant du substrat est

gravée chimiquement à l’hydroxyde de potassium KOH afin d’ouvrir les microcanaux

(Figure 2.7).

Les deux substrats ainsi obtenus sont ensuite collés lors d’une thermocompression à

l’aide du polymère CYCLOTENE 3022-46 (BCB 3022-46 de Dow Chemicals Company)

chauffé à 160◦C sous 1 bar pendant une heure. Le BCB a été choisi en raison de sa planéa-

rité, de sa capacité à être gravé par plasma et de ses pertes limitées dans le domaine THz

[115]. Le substrat complet (comprenant 8 dispositifs) est ensuite découpé afin de séparer

les différents dispositifs qui sont ensuite individuellement et manuellement fermés par un
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capot de pyrex de 150µm grâce à un collage BCB à 110◦C (figure 2.8).

Fig. 2.7 – Procédé technologique sur substrat de silicium

Fig. 2.8 – Collage, découpe et pose des capots

Grâce au microsystème ainsi réalisé, des premières mesuressur l’eau, l’éthanol ou

des protéines comme la lactoferrine ont été réalisées. Elles ont montré la capacité du

BioMEMS à les différencier [99]. De plus, le suivi en temps réel d’une réaction enzy-

matique au sein de ce dispositif a été réalisé [116]. Cependant, l’obtention de mesures

plus quantitatives est rendue difficile par certaines limitations du processus de fabrication

technologiques.

B Limites du procédé technologique

1 Collage BCB

Tout d’abord, des fuites apparaissent parfois au niveau du microcanal central de me-

sure. Ceci peut s’expliquer notamment par les paramètres du collage Silicium/Quartz

par BCB avec une température inférieure à 250◦C (limitation de la colleuse Logitech
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1WBS1). Les propriétés en température du BCB sont représentées en Figure 2.9. Le dé-

pôt de 2µm de BCB3022-46 [115] sur le quartz s’effectue à la tournette. Ensuite, un

pré-recuit à 95◦C pendant 5 minutes permet l’évaporation des solvants. De retour à la

température ambiante, le film de BCB déposé est solide. Pour effectuer le collage, on

superpose manuellement les substrats de quartz et de silicium, puis le tout est chauffé à

130◦C pendant 1 heure sous 1 bar. En se reportant à la Figure 2.9, onvoit que dans ces

conditions le BCB est en phase liquide lors de toute la phase de collage. Une fois les sub-

strats collés revenus à température ambiante, le BCB n’est quepartiellement polymérisé

(#30%). Cette faible polymérisation le rend réactif à diversproduits utilisés ensuite dans

le procédé technologique comme l’acétone ou le KOH, entraînant les fuites constatées.

De plus, sans polymérisation complète, le collage est réversible : un nouveau recuit des

substrats à une température de l’ordre de 120◦C rend le BCB de nouveau liquide et peut

entraîner un décollement. La polymérisation complète et irréversible du BCB apparaît

donc comme indispensable. Pour cela, une heure de collage à 250◦C est nécessaire, ce

qui implique un changement de colleuse.

Fig. 2.9 – Etat du BCB en fonction du temps et de la température derecuit [115]

Le collage Silicium/Quartz actuel s’effectue entre le substrat de quartz "pleine plaque"

et un substrat de silicium ouvert par endroits (microcanaux). Or, lors du collage, la pres-

sion effective sur la zone de collage est fonction de la pression exercée par les parois de

la colleuse ET de la surface non gravée du silicium. De manière très simplifiée, si la pres-
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sion configurée pour la colleuse est de 1 bar et que la moitié dusubstrat de silicium est

gravée, la pression effective sur la zone de collage est de l’ordre de 2 bars. Ainsi, le para-

mètre "pression" dans l’étape de collage est dépendant de la géométrie des microcanaux.

A chaque modification de celle-ci, l’étape de collage est donc à recalibrer. Placer l’étape

de collage en amont de l’étape de gravure des microcanaux dans le silicium permettrait

un procédé technologique plus souple.

2 Gravure KOH du silicium

L’attaque au KOH utilisée pour l’ouverture des microcanauxendommage les micro-

canaux creusés par la gravure DRIE. En effet, lorsque un microcanal est ouvert, le KOH

peut s’y insérer et graver le microcanal. Ainsi, la largeur du microcanal de mesure peut

fluctuer selon le temps de résidence du KOH en son sein1. La largeur du microcanal de

mesure est donc sujette à une incertitude et introduit une non-reproductibilité des mesures

entre différents BioMEMS.

3 Suppression des étapes manuelles

Le collage Silicium/Quartz s’effectue suite à un alignementmanuel sur plaque chauf-

fante. En effet, la colleuse Logitech 1WBS1 utilisée lors de cette étape ne permet pas

d’alignement au microsope. Cependant, en vue de contrôler précisément la zone de me-

sure sondée par l’onde THz, un alignement précis des fonctions microfluidiques et élec-

tromagnétiques est préférable. Par exemple, dans la perspective de la mesure sur cellule

unique, l’alignement de la ligne de Goubau avec la structuremicrofluidique d’immobili-

sation cellulaire est indispensable.

Le collage des capots s’effectue manuellement sur plaque chauffante après la dé-

coupe. Une telle étape est peu compatible avec la volonté de réduireles tailles des

BioMEMS (le capot devient alors trop petit pour le coller manuellement), n’assure pas

systématiquement un bon collage (pression manuelle sur le BCBà l’aide d’une pince) et

est très gourmande en temps (proportionnel au nombre de BioMEMS et non au nombre

de substrats).

1Lors de l’étape d’ouverture, on attend que tous les microsystèmes du substrat soient ouverts avant de le
retirer du bain KOH. Ainsi, les premiers microcanaux ouverts baignent plus longtemps que les autres dans
le KOH.
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Fig. 2.10 – Modifications technologiques nécessaires à l’amélioration de la sensibilité des
mesures

Les limitations précédentes, résumées en Figure 2.10, ont ainsi conduit le travail de

redéfinition du procédé technologique.
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III Modifications lors de la fabrication du BioMEMS

Cette section explique pas à pas la redéfinition du procédé technologique pour la réa-

lisation du BioMEMS THz. Une vue d’ensemble et un résumé des étapes sont présentés

dans l’Annexe. Lors du développement de ce nouveau protocole, l’obtention d’un dis-

positif versatile a été un leitmovtiv sous-jacent. En effet, le procédé de fabrication a été

pensé de manière à ce que les fonctions microfluidiques et électromagnétiques puissent

être modifiées à souhait, sans changement de paramètres technologiques de fabrication.

Pour y parvenir, une modification profonde du procédé est menée concernant le collage

quartz/silicium qui s’effectuera dorénavant "pleine plaque". Un tel aménagement permet

également une réduction sensible de la taille des microsystème par augmentation de la

résolution des motifs gravés.

A Réduction de la taille des microsystèmes

Fig. 2.11 – Masques pour BioMEMS THz permettant une intégration de 23 dispositifs
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De nouveaux masques ont été réalisés pour diminuer les dimensions caractéristiques

du dispositif et sont présentés en Figure 2.11. Il est désormais possible de réaliser 23 Bio-

MEMS sur une même puce, au lieu de 8. La longueur des lignes coplanaires est diminuée,

passant de 6mm à 1.3mm. La taille d’un dispositif passe de 16mm x 19mm à 7.2mm x

16mm, rendant difficile la pose manuelle du capot. De plus, les surfaces des murs de si-

licium sont diminuées par rapport au masque précédent. Ainsi, les fuites au niveau des

collages sont plus probables et ceux-ci doivent donc être redéfinis.

B Collage Quartz/Silicium

Le premier collage à étudier est le collage quartz2/silicium. L’objectif est d’effectuer

le collage avec polymérisation complète du BCB et avant la gravure des microcanaux.

Avant celui-ci, les guides électromagnétiques doivent être déposées sur le quartz. Pour

cela, le procédé est similaire à celui précédemment développé. Après un nettoyage du

substrat de quartz à l’acétone et l’iso-propanol, un recuitde 5 minutes à 200◦C est ef-

fectué. Il permet la déshydratation du substrat et améliorel’adhérence des futurs dépôts.

Ensuite, de l’HMDS (pour HexaMethylDiSilazane) est centrifugé sur le substrat en tant

que promoteur d’adhérence. Les paramètres détaillés de cette étape sont donnés en Table

2.1. La résine AZnLoF2020 diluée (AZnLof2020/Propylene Glycol Monomethyl Ether

Acetate PGMEA - 50/50) est ensuite déposée par centrifugation et recuite pour obtenir

une épaisseur de 1.5µm. Le substrat est ensuite exposé aux radiations UV (λ = 325nm),

recuit et révélé grâce au développeur AZ326MIF pour graver la résine non exposée. Les

produits HMDS, AZnLof2020, PGMEA et AZ326MIF proviennent de MicroChemicals

[117]. Le profil de résine obtenu (de type "casquette") est adapté au procédé Lift Off. Une

évaporation de titane (50nm, pour l’adhérence), d’or (400nm) et d’aluminium3 (50nm) est

ensuite réalisée. Le Remover 1165 (de Shipley Company, LLC) estalors utilisé pour gra-

ver toute la résine. Les lignes de Goubau ainsi réalisées peuvent être observées en Figure

2.18. Le procédé précédemment décrit est très similaire à celui décrit en Figure 2.6 avec

le dépôt supplémentaire d’aluminium. Grâce à l’aligneur MA6/BA6 de SussMicrotec uti-

lisé pour la photolithographie, la résolution des motifs électromagnétiques peut atteindre

2ou verre/silicium, le choix du verre n’est pas essentiel dans ce cas, c’est son épaisseur qui importe. En
effet, elle impose une fréquence de coupure haute à la propagation électromagnétique par la création de
modes de substrats aux hautes fréquences. Plus l’épaisseurdu substrat de verre (ou quartz) sera faible, plus
cette fréquence sera importante. Ces considérations seront un des objets du Chapitre 4 de ce manuscrit.

3Le dépôt d’aluminium, non réalisé dans l’ancien procédé technologique, sera justifié par la suite.
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1µm. Dans le cas présent, des lignes de 5µm de large ont été réalisées.

Centrifugation d’HMDS Recuit de déshydratation : 5min à 200◦C (plaque)
Vitesse = 2500rpm
Acceleration = 1000rpm/s
Durée = 20s

Centrifugation Vit. = 2500rpm
d’AZnLof2020 Acc. = 1000rpm/s

Durée = 20s
Recuit : 1min à 110◦C (plaque)
Epaisseur∼ 1.5µm

Exposition UV Longueur d’onde = 325nm
Durée = 4.8s
Puissance = 11mW/cm2

Recuit = 1min at 110◦C (plaque)
Développement = AZ326MIF pendant 55s

Evaporation de métaux Ti ; 50nm
Au ; 400nm
Al ; 50nm

Lift Off Remover 1165
Température = 70◦C
Durée = 8h

Tab. 2.1 – Procédé lift-off pour dépôt de lignes de Goubau

Une fois les lignes électromagnétiques déposées, il faut procéder au collage du sub-

strat de silicium, d’épaisseur 200µm et support des futurs murs des microcanaux. Un

promoteur d’adhérence du BCB, l’AP3000 (de Dow Chemicals) est d’abord (voir Table

2.2 pour les paramètres détaillés) déposé. Il est centrifugé à 3000 tours/min pendant 20

secondes à la tournette. Ensuite, le BCB est déposé et centrifugé à 3000 tours/min pen-

dant 40 secondes. Durant ces 40 secondes, du T1100 (de Dow Chemical) est déposé sur

la circonférence du substrat afin d’y enlever le BCB et d’évitertout bourrelet néfaste lors

de la phase de collage : c’est l’étape de détourage (Figure 2.15). Le tout est ensuite recuit

à 110◦C pendant 30 minutes sur plaque chauffante sous diazote pourpermettre l’évacua-

tion des solvants. Une épaisseur de 2µm de BCB est alors mesurée sur le substrat grâce

au profilomètre.

Pour effectuer le collage, un substrat de silicium de 200µm d’épaisseur est ensuite

nettoyé et déposé sur le substrat de quartz. Le tout est inséré dans la colleuse "SB6e Bon-
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Centrifugation d’AP3000 Vitesse = 2500rpm
Accélération = 1500rpm/s
Durée = 20s

Centrifugation Vitesse = 2500rpm
de BCB30022-46 Acc. = 1500rpm/s

Durée = 40s
Recuit : 30min à 110◦C sous N2

Epaisseur∼ 2µm
Collage silicium/verre Durée = 1h

Température = 250◦C
Pression de collage = 2 bars

Tab. 2.2 – Procédé de collage du silicium

der" qui permet notamment d’atteindre la température de 250◦C lors du collage. A cette

température, le BCB est complètement polymérisé si il est cuitpendant 1h environ (Fi-

gure 2.9). Le collage s’effectue donc pendant 1h à 250◦C et sous une pression de 2 bars

(Figure 2.12). La descente de température est limitée à 50◦C par heure, sous pression de 2

bars, afin de libérer au maximum les contraintes engendrées par ce collage à température

élevée.

Fig. 2.12 – Paramètres du collage Silicium/Quartz par BCB

Pour réaliser le collage, la colleuse réalise par défaut le vide en son sein. C’est pour-

quoi lors des premiers tests de collage est apparu le problème de dégazage du BCB, se

concrétisant par l’apparition de bulles sur la zone de collage (Figure 2.13). Pour y remé-

dier, le collage s’effectue désormais à pression ambiante atmosphérique.

La Figure 2.14 présente des vues au microscope électroniqueà balayage du collage.

On y aperçoit nettement les substrats de quartz et de silicium, séparés par une fine couche

de BCB (2µm).
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Fig. 2.13 – Problème de dégazage du BCB lors du collage sous vide

Fig. 2.14 – Observation du collage silicium/verre au microscope électronique à balayage.

C Gravure des microcanaux

La Figure 2.15 présente l’état d’avancement du procédé technologique après le col-

lage. Il reste désormais à effectuer la gravure profonde desmicrocanaux. Le diamètre

extérieur des capillaires connectés au BioMEMS est de 150µm. Ainsi, la profondeur des

microcanaux doit être supérieure à cette valeur. C’est pourquoi le substrat de silicium

collé a été choisi avec une épaisseur de 200µm.

Fig. 2.15 – Avancement du procédé technologique après le collage
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1 La gravure du silicium par DRIE : le procédé Bosch

Afin de graver de manière profonde et anisotropique les microcanaux dans silicium, le

procédé Bosch standard est utilisé. Il est constitué d’une succession d’étapes de gravure

(par gaz SF6) et de passivation (C4F8). Comme dépeint dans la Figure 2.16, les étapes de

passivation permettent de protéger les faces latérales du canal lors de l’étape de gravure

afin que celle-ci ne s’effectue que dans le sens de la profondeur [118]. Les paramètres ex-

périmentaux de cette étape sont détaillés dans la Table 2.3.La vitesse de gravure obtenue

dans ces conditions est de 4µm/min.

Fig. 2.16 – Procédé Bosch pour la gravure profonde du silicium. a) Etape de passivation.
b) Etape de gravure. c) Tranchées obtenues. d) Zoom sur le murpour mettre en évidence
la rugosité liée à la succession des étapes de passivation etde gravure [118].

2 Gravure profonde DRIE des microcanaux

La gravure des microcanaux nécessite une étape de photolithographie afin de réaliser

un masque en résine sur le substrat avant la gravure. Ce masqueest composé d’une fine

couche d’aluminium (100nm) surmontée d’une couche épaissede résine AZ9260 (10µm,

de MicroChemicals). La présence d’aluminium permet l’obtention de flancs de gravure

plus nets alors que l’importante épaisseur de résine permetde faire face à l’agressivité

de la gravure. L’aluminium est déposé par un procédé de pulvérisation cathodique (les
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paramètres détaillés sont donnés en Table 2.3). Celui-ci consiste à faire bombarder une

cible d’aluminium grâce à l’excitation d’un plasma d’argon. Les projections d’aluminium

sont ensuite recueillies sur le substrat sous forme d’un dépôt. La résine AZ9260 est dépo-

sée à la tournette puis recuite. S’en suit l’exposition aux UV puis la révélation. La base

(AZ351B, de MicroChemicals) utilisée pour révéler la résine permet également la gravure

de l’aluminium. Le tout est ensuite mis à 110◦C pendant 1h afin de durcir la résine et de

la rendre plus résistante à l’attaque DRIE.

Dépôt d’aluminium Pulvérisation par plasma d’argon
Débit = 30sccm
Puissance = 250W
Durée = 200s
Epaisseur∼ 100nm

Centrifugation d’AZ9260 Vitesse = 1500rpm
Accélération = 3000rpm/s
Durée = 40s
Recuit : 3min à 110◦C (plaque)
Epaisseur∼ 10µm

Exposition UV Longueur d’onde = 325nm
Durée = 20s
Puissance = 11mW/cm2

Développement AZ351B :H2O(1 :2) durant 4min
Recuit : 1h at 110◦C (four)

Gravure profonde du silicium Plasmas C4F8 (Passivation) -SF6 (Gravure)
Débit C4F8 = 100sccm
Durée de passivation = 2.2s
Puissance de passivation RIE/ICP = 20W/1500W
Débit SF6 = 450sccm
Durée de gravure = 3s
Puissance de gravure RIE/ICP = 50W/2200W
Durée totale = 45min
Profondeur de gravure∼ 180µm

Gravure plasma du BCB Plasma CF4/O2

Débit CF4 = 20sccm
Débit O2 = 20sccm
Puissance = 200W
Pression = 50mTorr
Durée totale = 7min
Profondeur de gravure = 2µm

Tab. 2.3 – Gravure des microcanaux
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Le substrat est ensuite inséré dans le bâti de DRIE de la société STS (Surface Tech-

nology Systems), après un report sur substrat de silicium plan4. Lors de la gravure, il faut

minimiser l’échauffement de la résine pour qu’elle reste efficace en tant que masque. Au-

trement dit, il faut permettre une bonne évacuation de la chaleur du substrat. Pour cela, on

refroidit le porte-substrat du bâti à -10◦C. Cependant, le silicium à graver étant collé sur

du quartz (mauvais conducteur thermique) lui même reporté sur un substrat de silicium

planvia une graisse, l’évacuation thermique par le porte-substratest de mauvaise qualité.

Ce problème a été contourné en gravant le silicium par pas de 5 minutes afin de permettre

un refroidissement suffisant de la résine. L’avancement du procédé technologique est ré-

sumé en figure 2.17.

Fig. 2.17 – Etapes pour la gravure des microcanaux par DRIE.

En pratique, l’épaisseur du substrat de silicium initialement collé n’est pas totale-

ment homogène et la gravure pour l’amincissement non plus. Ainsi, lors de la gravure

des microcanaux, certains microcanaux (moins profonds) sont gravés entièrement avant

d’autres. Ainsi la gravure SF6 de DRIE peut attaquer le BCB et éventuellement les motifs

en or au-dessous. Pour protéger l’or, une fine couche d’aluminium (50nm) est déposée

au-dessus lors de la phase d’évaporation de l’or juste avantle lift off. Les résultats expé-

rimentaux de l’étape de gravure des microcanaux sont présentés en figure 2.18, avec des

motifs de résonateurs sur les lignes de Goubau, au centre desmicrocanaux.

3 Gravure du BCB

Pour permettre l’accès aux lignes coplanaires, le BCB restantau fond des microca-

naux doit être enlevé. Lors de la phase de collage, le BCB a été polymérisé à 250˚C : sa

gravure doit donc s’effectuervia une gravure plasma [115], [119]. Les lignes de Goubau

situées en-dessous du BCB sont protégées de la gravure du BCB par le dépôt d’alumi-

4En effet, l’étape de collage précédente s’accompagne de contraintes menant à une légère courbure du
substrat. Afin d’assurer la fixation dans le bâti de gravure silicium, il est nécessaire de reporter l’échantillon
à graver sur un substrat de silicium plan.
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Fig. 2.18 – Vue du BioMEMS après la gravure des microcanaux parDRIE

nium précédemment évoqué. Une gravure plasma CF4/O2 du BCB est utilisée avec un

mélange aux proportions identiques de ces deux gaz, ce qui maximisea priori la vitesse

de gravure [120]. Chimiquement, la présence de fluor permet lacassure du squelette du

polymère BCB par création de sites réactifs. Ces sites sont ensuite attaqués par l’oxygène

pour former des composés volatils, permettant ainsi la gravure du polymère (Figure 2.19).

Le bombardement ionique RIE catalyse ces deux phénomènes et permet un gain en ani-

sotropie de la gravure [121].

Fig. 2.19 – Gravure du BCB polymérisé par plasma CF4/O2 [121]

La gravure du BCB est alors réalisée avec les paramètres décrits dans la Table 2.3. La

vitesse de gravure mesurée du BCB est de l’ordre de 0.3µm par minute, ce qui est cohérent

avec les articles précédemment cités. L’aluminium n’est pas gravé et permet donc une

bonne protection pour les lignes de Goubau. Pour vérifier quele BCB a été complètement

enlevé, une mesure au profilomètre des lignes de Goubau est effectuée. En l’absence de

BCB on observe une marche qui correspond à l’épaisseur de la ligne de Goubau (Titane

+ Or + Aluminium). En revanche, s’il reste du BCB, sa propriété deplanarité estompe le

caractère abrupt de la marche et la ligne de Goubau devient quasiment indiscernable au
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profilomètre. Une fois le BCB complètement gravé, les masques de résine et d’aluminium

sont dissous respectivement dans l’acétone et la base AZ351B.

D Collage des capots par "découpe différentielle"

L’étape de gravure des microcanaux étant terminée, il faut procéder à leur fermeture.

Pour maintenir l’originalité du procédé de fabrication du microsystème microfluidique, à

savoir une réalisation pleine plaque compatible avec les procédés microélectroniques, une

nouvelle voie a été imaginée. L’idée est de coller un substrat de verre au-dessus du substrat

complet, de découper partiellement le substrat collé pour libérer l’accès aux lignes de

Goubau et enfin, de découper totalement le substrat afin de séparer les dispositifs.

1 Collage du substrat de verre

Le collage d’un substrat de verre de 3 pouces s’effectue par le même procédé BCB

que le collage "Quartz/Silicium". La seule différence est la pression de collage qui est

ici de 1 bar au lieu de 2, afin de tenir compte de la surface gravée des microcanaux de

silicium.

2 Découpes partielle et totale des BioMEMS

Pour réaliser les découpes partielle et totale des dispositifs, un masque (Figure 2.20) a

été créé5 sur lequel des lignes en trait continu montrent les endroitsoù le substrat doit

être complètement découpé (séparation des différents dispositifs). Les traits pointillés

montrent les zones où seul le capot de verre supérieur doit être découpé (découpe par-

tielle pour l’accès aux microcanaux et aux lignes métalliques). Cette différenciation entre

deux découpes est rendue possible en réglant le paramètre deprofondeur de découpe de

la scie "référence". La réalisation des lignes pour le guidagede la découpe est présentée

en Figure 2.21. Le résumé des étapes technologiques menant àla "découpe différentielle"

des dispositifs est donné en Figure 2.22.

Une fois toutes ces étapes réalisées, le BioMEMS THz est quasiment disponible. L’ob-

servation au microscope électronique du dispositif est donnée en Figure 2.23. La structure

de type "sandwich" peut y être observée. L’épaisseur mesuréede 6µm de BCB sur le ca-

pot peut être surprenante compte-tenu des 2µm attendus. Elle s’explique par le fait que le

5Ces motifs apparaîteront sur la face arrière du quartz (de l’autre côté des lignes de Goubau).
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Fig. 2.20 – Masque pour la découpe "différentielle" des dispositifs

Fig. 2.21 – Lignes pleines et pointillés pour la découpe

deuxième collage s’effectue entre le verre et un substrat desilicium gravé : le BCB sous

pression a tendance à rejoindre les zones sans silicium lorsde la phase de collage.

Le récapitulatif des étapes est présenté en Annexe. Il ne reste dorénavant qu’à connec-

ter des capillaires (diamètre interne 75µm, diamètre externe 150µm) aux microcanaux.

La colle Araldite 2012(résine + durcisseur d’Huntsman) estutilisée à cet effet et permet

l’obtention du BioMEMS. Celui-ci doit ensuite subir les testsmicrofluidiques et électro-

magnétiques afin d’être validé et de permettre les mesures sur composés d’intérêt biolo-

gique.
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Fig. 2.22 – Procédé de "découpe différentielle"

Fig. 2.23 – Vision d’une tranche du microsystème au microscope électronique à balayage.
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IV Test et validation du dispositif

Afin de garantir la pertinence des mesures effectuées avec leBioMEMS, celui-ci doit

être soumis aux contrôles expliqués dans la suite.

A Aspect microfluidique

1 Contrôle qualitatif de l’écoulement

La première vérification microfluidique consiste à injecter, à l’aide d’une seringue, de

l’eau au sein du dispositif. A l’oeil nu, on vérifie si le fluideest évacué par les capillaires

de sortie. Au microscope, on vérifie si le fluide s’écoule danstoute la structure micro-

fluidique et si il n’y a pas de fuites au niveau des collages (substrat/substrat au BCB et

capillaire/dispositif à la colle Araldite). Avec le procédé technologique détaillé précédem-

ment, on observe une quasi-totalité des dispositifs fonctionnelle.

2 Pression supportée au sein du dispositif

Pour tester la robustesse du dispositif, des tests de pression dans les microcanaux sont

nécessaires. Après un rappel sur l’écoulement d’un fluide ausein de microcanaux, des

tests à débit ou pression imposés seront présentés.

Ecoulement laminaire dans un microcanal

L’écoulement d’un liquide est caractérisé par trois champs: sa vitesse
−−→
v(M), sa pres-

sion p(M) et sa masse volumiqueρ(M) définis en tout point [122]. Avec l’hypothèse

supplémentaire d’un liquide incompressible, on obtient que ρ(M) = ρ valeur constante.

Dans ce cas, les paramètres de l’écoulement sont déterminéspar la résolution de l’équa-

tion de Navier Stokes qui est l’expression du principe fondamental de la dynamique sur

une particule de fluide :

ρ
(

∂−→v
∂ t

+(−→v .
−→
∇ )−→v

)

= −−→
∇ p+ρ−→g +η

−−→
△−→v (2.1)
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avecη la viscosité dynamique du fluide et−→g le champ de pesanteur. Cette équation

stipule que la variation de la vitesse d’une particule de fluide au cours de son déplace-

ment (membre de gauche) est reliée aux forces exercées sur elle (membre de droite) :

différence de pression, poids et force de viscosité. Elle nepossède que rarement des solu-

tions analytiques, c’est pourquoi il est important d’en évaluer les termes négligeables afin

d’effectuer des approximations. Dans le cas de la microfluidique, la force de pesanteur

volumiqueρ−→g devient négligeable devant les forces de pression et de viscosité. De plus,

seul le régime permanent dans lequel les débits sont établissera étudié dans le cas présent,

rendant ainsi nulle la dérivée par rapport au temps. L’équation (2.1) devient alors :

ρ(−→v .
−→
∇ )−→v

︸ ︷︷ ︸

convection

= −−→
∇ p

︸ ︷︷ ︸

pression

+ η
−−→
△−→v
︸ ︷︷ ︸

viscosité

(2.2)

Pour comparer le caractère "convectif" de l’écoulement au caractère "diffusif" lié aux

forces de viscosité, le nombre de Reynolds est introduit à partir de (2.2) :

ℜe =
convection
diffusion

=
ρvL
η

(2.3)

oùv est la norme caractéristique de la vitesse et L une longueur caractéristique de l’écou-

lement (largeur de canal). Dans notre cas, pour l’eau, les valeurs caractéristiques sont

répertoriées dans le tableau 2.4.

Débit D 0.1µL/min
L 100µm
v D/L2 = 2.10−4m/s
η 1.10−3 Pa.s
ρ 1.103kg/m3

ℜe 2.10−2 ≪ 1

Tab. 2.4 – Calcul du nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds obtenu étant largement inférieur à 1, c’est le phénomène de

diffusion lié à la viscosité qui est prédominant. Autrementdit, l’écoulement de l’eau à

l’échelle microfluidique est de type visqueux, comme seraitcelui d’une huile à l’échelle

"habituelle" du décimètre (Figure 2.24). La quasi-absence de convection donne à un tel

écoulement des propriétés particulières :

– absence de tourbillons et de turbulences ;

– inertie du fluide faible ;
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– mélange de deux fluides difficile ;

– homogénéisation des vitesses par le phénomène de diffusion ;

– lignes de champ clairement définies.

Fig. 2.24 – Champ des vitesses autour d’un obstacle à différents nombre de Reynolds
[123]

Fig. 2.25 – Conduit modèle pour l’étude de l’écoulement

Dans le cas d’un conduit cylindrique horizontal d’axe z de rayon R et de longueur L

(figure 2.25), les invariances géométriques impliquent queles champs de pression et de

vitesse sont de la forme :
−−→
v(M) = vz(r,z)

−→uz et p(M) = p(r,z). L’utilisation de tels champs

dans l’équation (2.2) de Navier Stokes avec convection prise égale à 0 donne6 [122] :

p(r,z) = p(z) (2.4)

6Il faut également écrire en plus l’équation de conservationde la masse.
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vz(r,z) = vz(r) =
(p(0)− p(L))(R2− r2)

4ηL
(2.5)

Ainsi, le champ de vitesse de l’écoulement est parabolique dans la section de l’écoule-

ment (Figure 2.26).

Fig. 2.26 – Profil parabolique des vitesses - Ecoulement laminaire

L’intégration de l’équation (2.5) sur la section du conduitmène à la "loi de Poiseuille"

reliant le débitD dans le conduit à la chute de pression∆p = p(0)− p(L) en son sein :

∆p =
8ηL
πR4 D (2.6)

L’analogie entre cette expression et la loi d’Ohm de l’électrocinétique (∆V = Ri) amène à

la définition de la résistance hydraulique :

Rh =
8ηL
πR4 (2.7)

La différence de pression entre le début et la fin d’un microcanal est donc analogue à

une différence de potentiel qui met en mouvement le fluide (débit # intensité) à travers

une résistance hydraulique d’autant plus élevée que la viscosité du liquide est grande. En

pratique, on peut soit imposer le débit dans les microcanauxà l’aide de pousse-seringues

("source de courant") soit imposer la pression à l’entrée des microcanaux par un généra-

teur de pression ("source de tension"), la sortie du microcanal étant à pression atmosphé-

rique (air libre).

Test en pression du microcanal

Pour caractériser la robustesse en pression du collage, le test représenté Figure 2.27

est mené.

Un capillaire de longueurL2 est connectée à la sortie du dispositif alors qu’un de

longueurL1 est connectée à son entrée. Le débit volumique est fixé par le pousse-seringue
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Fig. 2.27 – Expérience de test en pression du dispositif

"Harvard Apparatus PHD 2000". Des seringues en acier inoxidable sont utilisées afin

d’éviter toute déformation. L’objectif est de déterminer le débit maximalD accepté dans

le microsystème sans apparition de fuites (dans cette configuration donnée). La mesure de

ce débit permet de déterminer la pression maximalePB admissible dans le microsystème,

grâce à la loi de Poiseuille :

PB = P0 +RH2D = P0 +
8ηL2

πR4
2

D (2.8)

où RH2 est la résistance hydraulique du capillaire de sortie etR2 son rayon interne.η est

la viscosité de l’eau. Les valeurs des différents paramètres ainsi que celle de la pression

maximale correspondante sont répertoriées dans la Table 2.5.

R1 = R2 37.5µm
L1 10cm
L2 30cm
D 600µL/min
PB−P0 38 bars

Tab. 2.5 – Calcul de la surpression admissible dans le microsystème

Avec un débit maximal de 600µL/min dans la configuration du test, la surpression ac-

ceptée dans le microsystème est de 38bars. Quatre microsystèmes ont été testés et donnent

une distribution de la surpression maximale de 37 bars±1 bar. Cette valeur montre que le

BioMEMS peut être utilisé dans des conditions "standard" sansapparition de fuites. En

effet, considérant un débit de 1µL/min etL1 = L2 = 20cm, la surpression dans le disposi-

tif est inférieure à 1 bar≪ 37 bars. Le procédé technologique précédemment développé

mène donc à un microsystème robuste, malgré la finesse des motifs microfluidiques, qui

pourrait par conséquent être également utilisé pour des applications en synthèse chimique.
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B Aspect électromagnétique

Des mesures sont ensuite menées pour valider la propagationélectromagnétique de

l’onde sur la ligne de Goubau et son interaction avec le liquide présent dans les microca-

naux. En utilisant l’Analyseur de Réseau Vectoriel Agilent 8510XF, les paramètres com-

plexes de réflexion et transmission du dispositif sont mesurés jusque 110GHz. Le module

de S21 (transmission) est représenté en Figure 2.28 en présence d’air et d’eau dans les

microcanaux. En première remarque, la propagation de l’onde est démontrée sur la ligne

de Goubau avec une transmission de -12dB environ à 100GHz. Les pertes à vide sont la

somme des pertes au niveau des transitions coplanaire/Goubau, des pertes intrinsèques

à la ligne de Goubau, de l’absorption des murs de silicium et du BCB. L’augmentation

des pertes avec la fréquence peut être expliquée par la propagation d’une partie de l’onde

dans le substrat (mode de substrat). Ce phénomène peut être rejeté vers des plus hautes

fréquences en utilisant un substrat de verre plus fin.

50 60 70 80 90 100

-14

-13

-12

-11

-10

S 21
 (d

B
)

Frequency (GHz)

 Air
 Water

Fig. 2.28 – Test électromagnétique du dispositif

Quand de l’eau est injectée dans les microcanaux de 50µm de largeur, le valeur du pa-

ramètre de transmission chute d’environ 1.5dB. Cela est dû à laforte absorption de l’eau

dans la bande THz [65] et montre queS21 est sensible au fluide présent dans le micro-

canal et donc que l’interaction entre l’onde et l’échantillon a bien lieu. En conséquence
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le BioMEMS fabriqué pourra bien être utilisé afin de caractériser différents échantillons

biologiques dans les parties suivantes.

C Aspect Thermique

Pour réaliser une spectroscopie de biomolécules avec le microsystème, l’absorption

des échantillons est mesurée en fonction de la fréquence. D’un point de vue énergétique,

les molécules en solution absorbent une partie de la puissance du signal incident qu’elles

dissipent en agitation thermique. Cette agitation se traduit par une augmentation locale de

la température du fluide autour de la sonde de Goubau. Or, les caractéristiques électro-

magnétiques d’un fluide varient avec sa température et donc l’interaction avec le champ

électrique esta priori modifiée par l’augmentation de température. Il est donc nécessaire

de maîtriser cette augmentation afin de s’assurer que les mesures obtenues ne sont pas

biaisées. L’objet de cette section est de déterminer l’ordre de grandeur de l’augmentation

en température du fluide autour de la sonde de Goubau.

1 Puissance dissipée dans le liquide à sonder

Grâce au logiciel de simulation CST Microwave Studio, la topographie des pertes au

sein du liquide (de l’eau dans le microcanal dans le cas présent) est observée en Figure

2.29 pour une fréquence de 100GHz. En extrayant la puissanceabsorbée par l’eau en

fonction de la distancer à la ligne de Goubau, le graphiquep(r) est obtenu.

L’évolution est de type "exponentielle décroissante" et la puissance volumique absor-

bée au sein du liquide peut s’écrire :

p(r) = Aexp(−r/r0) (2.9)

avec r la distance du point considéré à la ligne de Goubau.r0 caractérise l’extension

spatiale de la répartition de puissance et la simulation permet d’évaluerr0 ∼ 7µm. A

dépend de la puissance du signal incident. Lors des mesures,la puissance incidentePi est

fixée à−10dBm, soit 0.1mW. Sachant que le microcanal possède une largeurL∼ 50µm et

que l’absorption de l’eau à 100GHz est de l’ordre deα ∼ 60cm−1, la puissance absorbée

par le liquide est :

Pabs= Pi(1−exp(−αL)) ∼ 2.6.10−2 mW (2.10)
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Fig. 2.29 – Puissance dissipée dans le liquide au sein du microcanal. Résultats de simula-
tions CST.

Le calcul de cette puissance permet de déterminerA en considérant que :

Pabs=
∫

Vcanal

Ae(−r/r0)dV = πL.
∫ ∞

0
rAe−r/r0dr (2.11)

d’où :

A =
Pabs/(πLr2

0)
∫−∞

0 xexdx
=

Pabs

πLr2
0

∼ 3.4.109 W/m3 (2.12)

2 Equation de la chaleur dans la configuration microfluidique

L’expression de la puissance volumique dissipée au sein du microcanal (équation 2.9)

étant désormais totalement déterminée, il convient de quantifier l’élévation de température

qu’elle engendre. Pour cela, l’équation de la chaleur dans le microcanal est établie en

régime permanent par un bilan d’énergie thermique. On considère la portion de fluide

représentée sur la Figure 2.30 comprise entrer et r +dr et les coordonnées suivantes :

0 < z< L (2.13)

0 < θ < π (2.14)

A l’équilibre, la somme des flux thermiques entrant dans cette tranche de fluide est

nulle. Ces flux sont :
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Fig. 2.30 – Géométrie pour le bilan de puissance

– le transfert thermique provenant du fluide situé en dessousder : φ(r) ;

– le transfert thermique provenant du fluide situé au-dessusder +dr : −φ(r +dr) ;

– le transfert thermique à travers le substrat de verre :−φv ;

– le transfert thermique à travers les murs en silicium :−φsi.

SoitT(r) l’élévation de température dans la tranche entrer et r +dr. Les flux thermiques

peuvent s’exprimer de la manière suivante :

φ(r) = −λπrL.
−−−→
∇T(r) (2.15)

φv = λv
T(r)
Hv

.Ldr (2.16)

φsi = λsi
T(r)
lsi

.2πrdr (2.17)

où λ , λv et λsi sont respectivement les conductivités thermiques de l’eau, du verre et du

silicium. Hv est l’épaisseur du substrat de verre etlsi la largeur des murs de silicium.

L’équilibre thermique donne ainsi l’équation vérifiée par la température en régime per-

manent :

λπL
d
(

r dT
dr

)

dr
−2

(
λv

Hv
L+

λsi

lsi
πr

)

T(r)+πLrp(r) = 0 (2.18)

Le premier terme représente la transmission de proche en proche de la chaleur par dif-

fusion dans l’eau, le second l’évacuation thermique à travers le verre et le silicium. Le

dernier quantifie la production locale d’énergie par l’ondeincidente.
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3 Résolution de l’équation de la chaleur

La résolution analytique de l’équation sous Maple menant à des temps de calcul de

plusieurs jours, une résolution numérique a été choisie. Elle est réalisée avec les condi-

tions aux limites suivantes7 :

T(∞) = 0 (2.19)

dT
dr

(r = 0) = 0 (2.20)

Les valeurs des paramètres utilisés lors des calculs sont données dans la Table 2.6.

Pi (mW) 0.1
r0 (µm) 7
λ (W.m−1.K−1) 0.6
λv (W.m−1.K−1) 1.2
λsi (W.m−1.K−1) 149
L (µm) 50
Hv (µm) 700
lsi (µm) 200

Tab. 2.6 – Paramètres pour le calcul de l’élévation de température dans le microcanal

Dans ces conditions, la résolution de l’équation 2.18 donnel’évolution de la tempéra-

ture représentée en Figure 2.31. L’élévation de température est notable sur une zone située

à une distance inférieure à 40µm de la ligne de Goubau. Sa valeur maximale est rencon-

trée à proximité de la ligne (r = 0µm) et vautT(0) = 0.052K. Ainsi, dans des conditions

d’utilisation nominales du microsystème, l’augmentationde la température du liquide par

l’onde électromagnétique pourra être négligée.

La possibilité d’une augmentation de température peut aussi être un atout lors des

campagnes de mesure si l’on souhaite contrôler et modifier ceparamètre afin d’étudier la

réponse d’un système biologique. Par exemple, la conformation d’une protéine, et donc

son comportement diélectrique THz, varie avec la température. Mesurer une protéine à

différentes températures au sein d’un microsystème est ainsi un challenge pour améliorer

la compréhension de son comportement dynamique. Pour y parvenir, placer le microsys-

7La première condition porte enr = ∞. Or, lorsquer = 200µm, une partie du fluide est en contact avec
le capot en verre du microsystème, de conductivité supérieure à celle de l’eau. L’évacuation thermique en
pratique s’effectuera donc de meilleure manière que celle modélisée ici.L’élévation de température qui sera
déterminée majorera donc la valeur réelle.
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Fig. 2.31 – Elévation de température dans le microcanal en fonction der

tème sur un tapis chauffant régulé est une option. Une autre option pourrait être d’utiliser

le chauffage induit par la sonde THz. Pour cela, il est intéressant d’étudier l’influence des

paramètres expérimentaux sur l’élévation de température dans le microcanal.

4 Influence des paramètres expérimentaux

Puissance incidentePi

Une première idée pour faire varier l’augmentation de température est de varier la

puissance de l’onde incidentePi. La linéarité de l’équation 2.18 implique que la multipli-

cation dep(r) par un facteurk se traduit immédiatement par une multiplication park de

l’élévation de température dans le microcanal.p(r) étant directement proportionnel àA et

donc àPi, l’élévation de température dans le microsystème est proportionnelle àPi. Pour

s’en convaincre, le calcul a été mené pour 3 valeurs dePi (Table 2.7) et une situation de

proportionnalité est observée.

Pi (mW) 0.1 1 10
T(0) (K) 0.052 0.52 5.2

Tab. 2.7 – Influence de la puissance incidente sur l’élévation de température

Epaisseur de verreHv

AugmenterPi revient à modifier la puissance thermique créée dans le microcanal.

Un autre voie pour varier la température est de modifier l’évacuation thermique de cette
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puissance. Celle-ci a notamment lieuvia le substrat de verre et les murs de silicium,

c’est pourquoi l’influence deHv est dans un premier temps étudiée et est représentée en

Figure 2.32. La diminution de l’épaisseur de verre s’accompagne d’une meilleure dissi-

pation thermique et d’une diminuation de la température maximale dans le microcanal.

Cependant, la plage de variation deT(0) avecHv est plutôt faible8 (<0.01K) et Hv ne

semble pas être un paramètre pertinent pour contrôler la température dans le microcanal.

De plus, l’épaisseur du verre est également corrélée à la présence de modes de substrats

indésirables : sa modification a des conséquences non négligeables sur la propagation

électromagnétique.

0 200 400 600

0,045

0,048

0,051

 

 

H_v (µm)

T(
0)

 (K
)

Fig. 2.32 – Elévation de température dans le microcanal en fonction deHv. Pi = 0.1mW.

Epaisseur des murslsi

La Figure 2.33 montre l’influence de la variation de l’épaisseur des murs sur l’éléva-

tion de température. Bien que l’influence soit supérieure à celle observée pour le verre,

la variation de température reste en valeur absolue plutôt faible. En valeur relative, elle

peut cependant facilement être doublée. Ainsi la variationde l’épaisseur des murs combi-

née, par exemple, à la variation de la puissance incidente pourrait se révéler utile pour le

contrôle de la température.

8Ceci s’explique par le fait que le verre est un mauvais conducteur thermique par rapport au silicium,
comme les valeurs de conductivité le montrent. Des calculs ont été effectués en supprimant dans l’équa-
tion 2.18 le terme lié au silicium ou celui au verre et il apparaît clairement que l’évacuation thermique a
massivement lieu à travers les microcanaux de silicium.
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Fig. 2.33 – Elévation de température dans le microcanal en fonction delsi. Pi = 0.1mW.

Largeur du canal L

Etant donné que la dissipation thermique s’effectue majoritairementvia les murs de

silicium, augmenter la largeur du canal pourrait être une stratégie pour accroître la tempé-

rature dans le microcanal. L’influence deL sur l’échauffement est représentée en Figure

2.34. Encore une fois, un effet existe, mais est plutôt faible en valeur absolue.
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Fig. 2.34 – Elévation de température dans le microcanal en fonction deL. Pi = 0.1mW.
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Synthèse

Des degrés de liberté existent pour faire varier, plus ou moins sensiblement, la tempé-

rature au sein du microcanal. L’action la plus significativeconsiste à augmenter la puis-

sance de l’onde incidente. Une fois cette puissance choisie, des outils de réglage plus

fins comme la modification de la largeur des canaux peuvent être utilisés. La Figure 2.35

montre comment la température au sein du microcanal pourrait être modulée. La largeur

de silicium sur la ligne de Goubau étant différente dans les deux cas, et le silicium pos-

sédant une absorption non nulle, des précautions devront cependant être prises quant à

la comparaison des résultats fournis par les deux lignes. Demême, il s’agit de vérifier

au préalable quelles sont les puissances incidentes possibles avec l’Analyseur de Réseau

Vectoriel9.

Fig. 2.35 – Géométrie des microcanaux pour mesurer l’échantillon liquide à différentes
températures.

5 Conclusion

Il est possible d’évaluer l’élévation de température au sein du microcanal et de dé-

montrer qu’elle est négligeable dans des conditions de mesure nominales. Ce résultat est

conforme à la capacité des microsystèmes fluidiques, de par leurs faibles dimensions, à

évacuer efficacement l’énergie thermique. A titre de comparaison, l’élévation de tempé-

rature dans les mêmes conditions dans un milieu "bulk" seraitde 0.4K environ (contraire-

ment à 0.052 K ici). Cependant, sous certaines conditions, ilsemble possible de contrôler

9Dans le cas présent, cette puissance est limitée à 0.1mW. Il est toutefois imaginable d’utiliser d’autres
sources pour lesquelles la puissance incidente pourrait être augmentée ou modulée.
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et de rendre non négligeable la température dans le microcanal grâce aux paramètres géo-

métriques et expérimentaux.

Tous les résultats présentés ici sont fortement dépendantsdu modèle utilisé pour par-

venir à l’équation 2.18. Des mesuresin situde température par caméra thermique seraient

les bienvenues afin de vérifier les affirmations ici avancées.
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Conclusion

Les précédents tests ont montré la robustesse et la sensibilité du microsystème au

liquide présent dans les microcanaux. En effet, une surpression de 37 bars peut être sup-

portée par le collage et une différence de 1.5dB est notée entre le niveau de transmission

à vide du dispositif et celui du dispositif rempli d’eau.

Le procédé technologique développé est basé sur un assemblage verre/silicium/verre.

De tels matériaux permettent une conception précise (±1µm) des microcanaux de par la

gravure profonde DRIE du silicium. Cette précision est cruciale pour les mesures THz

car l’absorption de l’échantillon augmente de manière exponentielle avec la largeur des

microcanaux.

De plus, la versatilité du procédé technologique doit être discutée. Là où la plupart

des procédés consistent à coller un substrat de silicium pré-gravé sur un substrat de verre

[124, 125], le collage du silicium sur le verre s’effectue ici AVANT sa gravure et consti-

tue l’originalité du procédé de fabrication. Cet ordre chronologique permet une forte in-

dépendance entre les conceptions des circuits électromagnétique et microfluidique. L’un

ou l’autre peut être modifié sans changer les paramètres du procédé technologique. Par

exemple, des microcanaux de quelques micromètres de large peuvent être réalisés. Il est

également possible de concevoir des fonctions électromagnétiques avancées sur la ligne

de Goubau. La Figure 2.18-bas/droite montre par exemple l’intégration d’un résonateur

dans un microcanal [126]. La conception de fonctions électromagnétiques est également

permise : dans la suite de ce travail, des modifications de largeur de microcanaux seront

présentées afin d’effectuer des mesures différentielles. L’optimisation effectuée a permis

le dépôt d’un brevet [101].

Ainsi, la grande liberté concernant les conceptions des lignes de Goubau ou des mi-

crocanaux permettront par la suite d’augmenter la capacitéexpérimentale de mesure du

BioMEMS THz. Dans la partie suivante, le BioMEMS simple (sans fonctions avancées)
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est utilisé afin de réaliser des mesures d’absorption sur desmélanges simples eau/alcool.

Sa capacité à sonder l’hydratation de molécules dissoutes sera présentée.
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Partie 3

Etude de l’hydratation de molécules par

BioMEMS THz

Le dispositif précédent est utilisé dans cette partie pour la description d’un modèle de

mélange eau/alcool. La capacité de la spectroscopie sub-THz dans le microsystème à

caractériser la couche d’hydratation de l’alcool est démontrée, ainsi que son avantageux

couplage avec des techniques quantitatives de chimiométrie. La méthodologie dévelop-

pée est ensuite appliquée sur des protéines en solution.
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Introduction

Présente dans plus de 70% du corps humain, l’eau est une molécule des plus fami-

lières. Au point même, parfois, d’en oublier qu’elle présente des particularités physiques

d’une singularité extrême, responsables de son rôle prépondérant dans les processus du

vivant [127]. Parmi elles, il est utile de citer :

– la présence des trois phases (solide, liquide, gaz) dans des conditions de température

et de pression ambiantes ;

– la densité de la glace inférieure à celle de l’eau liquide ;

– sa capacité calorifique élevée ;

– la dissolution de nombreuses espèces chimiques en son sein.

La principale cause de tels comportements réside en partie dans l’agencement des mo-

lécules d’eau, polaires, formant entre elles un réseau dynamique de liaisons de faible

énergie appelées liaisons hydrogène et présentées en Partie 1. Lorsqu’une espèce chi-

mique hydrosoluble (sucre, alcool, cristal ionique, protéine) est insérée dans une solution

aqueuse, ses molécules se voient encerclées par des molécules d’eau formant ainsi une

couche d’hydratation. Celle-ci résulte de l’interaction entre le moment dipolaire de l’eau

et les charges (globales ou surfaciques) de la molécule dissoute. Les propriétés de l’eau de

la couche d’hydratation diffèrent de celles de l’eau "volumique1". Par exemple, des me-

sures et simulations ont déjà mis en évidence des différences de durées de vie des liaisons

hydrogène entre l’eau d’hydratation et l’eau volumique [24]. Cependant, la caractérisa-

tion de la couche d’hydratation n’est encore que parcellaire et son rôle dans les processus

biologiques dynamiques est non éclairci. Il semble néanmoins établi que la dynamique

de la couche d’hydratation conditionne la fonctionnalité de protéines, au travers de leur

conformation notamment [30].

Alors que l’analyse de la relaxation diélectrique des échantillons aqueux par les ondes

électromagnétiques radio- et hyper-fréquences (jusque quelques dizaines de GHz) sonde

1L’eau présente seule en solution, sans interaction avec uneautre molécule.
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les oscillations de la polarisation collective des molécules d’eau [128] et que l’analyse par

spectrocopie infra-rouge sonde les mouvements individuels des molécules d’eau [67], la

zone intermédiaire des ondes THz permet de sonder directement les vibrations du réseau

de liaisons hydrogène (Figure 3.1) [129].

Fig. 3.1 – Analyse des échantillons aqueux par les ondes THz

La spectroscopie THz est donc un nouvel outil pour la caractérisation directe des

couches d’hydratation de biomolécules. La partie qui suit montre comment le BioMEMS

THz permet la détermination de propriétés d’absorption et de volume de la couche d’hy-

dratation de l’éthanol.
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I Hydratation de l’éthanol sondée par BioMEMS THz

A Protocole expérimental

Fig. 3.2 – Système expérimental pour la mesure sub-THz de l’hydratation

Le microsystème est ici utilisé pour réaliser des mesures sur des solutions éthanol/eau

de rapports volumiques différents dans la gamme de fréquence subTHz de 0.05THz à

0.11THz. Les rapports volumiquesx = Veth/V utilisés lors des mesures sont 0, 0.0125,

0.025, 0.05, 0.10, 0.15 et de 0.05 en 0.05 jusque 1 soit au total 22 solutions à injecter dans

le microsystème. Les solutions sont injectées dans un ordrealéatoire afin d’éviter tout

biais dans les mesures. Pour chaque solution injectée, les paramètres [S] complexes de la

ligne de Goubau sont mesurés grâce à un analyseur de réseau vectoriel (VNA) réalisant

la moyenne de 30 points de mesure pour chaque fréquence (Figure 3.2). Entre chaque

injection, la solution de référence "eau déionisée" est injectée afin de vérifier la stabilité

et la reproductibilité entre chaque mesure.

Le module du paramètre de transmissionS21 est présenté en Figure 3.3 pour diffé-

rents rapports volumiques d’éthanol et en fonction de la fréquence. Il montre que le Bio-
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Fig. 3.3 – Mesures brutes du module du paramètre de transmission S21 pour différentes
solutions eau/éthanol,x étant le rapport volumique d’éthanol [130].

MEMS est capable de détecter la concentration en éthanol au sein de la solution mixte

eau/éthanol.

B Extraction de l’absorption

Pour analyser plus finement ces mesures, l’extraction de l’absorption de la solution

présente dans le microcanal de mesure est nécessaire. L’absorptionα d’un échantillon est

définie par le rapport entre la puissance de l’onde électromagnétique sortante de l’échan-

tillon sondéI et la puissance incidenteI0 :

I
I0

= Aexp(−αd) (3.1)

où d est la longueur de l’échantillon traversée par l’onde (la largeur du microcanal de

mesure dans le cas présent) etA une constante au cours de la mesure. On remarquera

que l’absorptionα est très élevée et que la décroissance du signal transmis avec la lon-

gueurd est exponentielle, ce qui rend la spectroscopie THz en milieu liquide difficile

d’accès dans des configurations expérimentales classiques. Les solutions apportées à ce

verrou ont été l’utilisation de sources THz de puissances élevées [20] (augmenterI ) ou la

diminution du volume des échantillons sondésd [85, 95, 131, 132]. Dans ce cas, la va-

leur ded doit être précisément établie du fait de la sensibilité exponentielle des mesures
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à ses variations. C’est la raison pour laquelle l’utilisation de microcanaux a été ici choisie.

La mesure des paramètres[S] dans le plan des pointes de l’analyseur de réseau donne

les informations suivantes :

|S11|2 =
Pr

Pe
; |S21|2 =

Ps

Pe
(3.2)

où Pe est la puissance envoyée par l’analyseur de réseau,Pr la puissance réfléchie dans

le plan des pointes etPs la puissance récupérée en sortie, après propagation sur la ligne

de Goubau et à travers l’échantillon. Un bilan des puissances donnePe = Pr +Ps+Pabs+

Pray où Pabs est la puissance absorbée au sein du dispositif etPray la puissance rayonnée

(non guidée : modes de substrats ou rayonnement dans l’air).La puissance rayonnée est

négligée pour le moment, l’influence des modes de substrat sera discutée par la suite. La

puissance absorbée au sein du dispositif est modélisée de lafaçon suivante :

Pabs= (Pe−Pr)−Ps = I0− I = I0(1−Aexp(−αd)) (3.3)

où A prend en compte l’absorption des lignes électromagnétiques et les pertes liées à la

transition coplanaire/Goubau etα ne correspond qu’à l’absorption au sein de la solution

présente dans les microcanaux. Une telle modélisation considère que les pertes de propa-

gation au sein de la ligne de Goubau et lors de la transition sont les mêmes quelque soit le

liquide au sein du microcanal et est discutable. En effet, sile liquide dans le microcanal

change, la variation de son indice de réfraction aux fréquences THz va modifier les puis-

sances réfléchies aux interfaces mur de silicium/liquide/mur de silicium. En conséquence

les puissances absorbées par les lignes de propagation peuvent varier si l’onde réfléchie

varie. Cependant, ces variations sont supposées ici négligeables afin d’extraire l’absorp-

tion. La suite montrera que les valeurs d’absorption mesurées sont cohérentes avec celles

rencontrées dans la littérature.

Si toutefois l’on voulait remonter de manière plus précise àl’absorption de l’échan-

tillon, il faudrait mettre en oeuvre une stratégie pour mesurer les paramètres [S] non plus

dans le plan des pointes mais au niveau des interfaces mur de silicium/liquide/mur de

silicium. Des méthodes existent pour réaliser cela lors de la propagation sur lignes copla-

naires [133]. Leur adaptation sur ligne de Goubau sera discutée plus loin dans ce mémoire.
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En combinant les équations (3.3) et (3.2), on obtient :

Aexp(−αd) =
|S21|2

1−|S11|2
(3.4)

où A est déterminé par une mesure du dispositif vide dans lequel on supposeα = 0. On

obtient alors :

αd = − ln






|S21|2

A
(

1−|S11|2
)




 (3.5)

d étant le même à chaque mesure, on peut déterminerα/αH2O de chaque solution, cor-

respondant à l’absorption de la solution normalisée par rapport à celle de l’eau.

C Absorption des solutions éthanol/eau à 95GHz

L’absorption normalisée des différentes solutions éthanol/eau à 95 GHz est représen-

tée en Figure 3.4. Les résultats de mesure sont similaires à ceux obtenus par Khurginet

al. [19], sans l’utilisation de microsystèmes, et confirment lacapacité du microsystème à

réaliser la spectroscopie d’échantillons liquides. L’observation de la courbe expérimentale

montre que l’augmentation de la concentration d’éthanol s’accompagne d’une chute de

l’absorption de la solution. Ce résultat s’explique par la différence d’absorption, à 95 GHz,

entre l’eau (∼ 80cm−1) et l’éthanol (∼ 20cm−1) [16]. Ainsi, en remplaçant progressive-

ment les molécules d’eau, l’éthanol moins absorbant contribue à faire chuter l’absorption

totale de la solution. Cependant, la diminution observée en Figure 3.4 devrait être linéaire

avec la concentration, conformément à la loi de Beer Lambert représentée en pointillés

rouges. Pour comprendre l’écart observé, des simulations en dynamique moléculaire ont

été entreprises grâce à une collaboration avec Frédéric Affouard et Adrien Lerbret de

l’Unité des Matériaux et Transformations (UMET) de l’Université de Lille 1.

D Etudes en dynamique moléculaire

Le principe de l’étude en dynamique moléculaire (MD) est de simuler le comporte-

ment et les interactions entre les molécules d’eau et cellesd’éthanol afin d’en étudier les

mouvements respectifs. A cet effet, un champ de force modélisant les interactions inter

et intramoléculaires est utilisé. Il prend en compte les flexions, élongations et rotations
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Fig. 3.4 – Absorption normalisée de la solution en fonction de la concentration molaire
en eau, à 95 GHz. Résultats de mesure et de simulation.

internes des molécules, les interactions électrostatiques, ainsi que les forces de Van der

Waals entre les différents atomes :

V(−→r ) = ∑Vintramoleculaires
︸ ︷︷ ︸

Mouvements internes

+ ∑
i< j

qiq j

4πε0r i j
︸ ︷︷ ︸

Electrostatique

+∑
i< j

4εi j

[(
σi j

r i j

)12

−
(

σi j

r i j

)6
]

︸ ︷︷ ︸

Van der Waals

(3.6)

où qi et q j représentent les charges électriques réparties au sein desatomes etr i j la

distance entre deux atomes. Les forces de Van der Waals sont décrites par le potentiel

de Lennard-Jones (Figure 3.6-droite), oùεi j et σi j sont des paramètres empiriques. Ce

champ déterminé, les équations du mouvement de Newton sont intégrées numériquement

(équation 3.7) et les nouvelles positions des atomes déterminées. Le champ de force est

ensuite recalculé et l’itération reprend pour calculer le mouvement des atomes au cours

du temps (Figure 3.5).

mi
d2−−→r i(t)

dt2
= −∂V(−→r )

∂
−−→
r i(t)

(3.7)

Le mouvement des molécules connu, il est possible de déterminer l’absorption de la

solution à une fréquence particulière. Pour cela, le momentdipolaire total de la solution
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Fig. 3.5 – Processus itératif pour la détermination du mouvement des molécules par dy-
namique moléculaire

−−→
M(t) est calculé (en sommant les dipoles de chaque molécule) et savariation au cours du

temps est évaluée par sa fonction d’autocorrélationφMM(t) qui représente la probabilité

que
−−−→
M(t0) (t0 est un instant quelconque) et

−−−−−→
M(t0 + t) soient égaux :

φMM(t) =
〈
−−−→
M(0).

−−→
M(t)〉

〈−−−→M(0)
2
〉

(3.8)

A partir de cette fonction, les fréquences de vibration caractéristiques de l’échantillon

peuvent être déterminées. C’est pourquoi la transformée de FourierφMM(ω) de la fonction

d’autocorrélation est directement reliée à la permittivité complexe de l’échantillon par la

formule :

ε(ω) = ε ′− jε ′′ = ε0 +
〈−−−→M(0)

2
〉

3VkBTε0
(1+ jωφMM(ω)) (3.9)

oùV est le volume de l’échantillon,kB la constante de Boltzmann etT la température en

Kelvin. En pratique le calcul de la transformée de FourierφMM(ω) nécessite l’obtention

d’une fonction d’autocorrélation très lisse, impliquant un moyennage important lors de

son calcul. Les temps de mouvement simulés atteignent alorsdes durées supérieures à

10ns, ce qui rend les temps de calcul très longs. Une technique est alors d’utiliser un

modèle de DebyeφMM(t) = Aexp(−t/τ) (ici d’ordre 1) dont les paramètresA et τ sont

ajustés pour correspondre aux points obtenus lors de la simulation (voir Figure 3.7). Le

calcul de la transformée de Fourier peut alors être effectuéanalytiquement. Quandε(ω)

est obtenu, l’absorption et l’indice de réfraction de la solution sont données par :

α(ω) =
ωε ′′(ω)

cn(ω)
(3.10)
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n(ω) =






ε ′(ω)+

√

ε ′(ω)2 + ε ′′(ω)2

2






1/2

(3.11)

Des simulations en dynamique moléculaire ont ainsi été effectuées pour les solutions

eau/éthanol. Le modèle utilisé pour l’eau est le TIP4P/2005(Figure 3.6-gauche), qui est

l’un des meilleurs actuellement pour reproduire correctement la plupart des propriétés de

l’eau comme son diagramme de phase et sa densité. Ce modèle estcomposé de 4 sites

rigides : un pour l’atome d’oxygène O, deux pour les atomes d’hydrogène H et un sans

masse, M pour modéliser le moment multipolaire de la molécule d’eau. Des charges élec-

trostatiques ponctuelles sont positionnées sur les atomesH et sur le site M.

Fig. 3.6 – Gauche : Modèle T14P/2005 à 4 sites rigides pour la modélisation de la molé-
cule d’eau - Droite : Potentiel de Lennard Jones pour les interactions de Van der Waals

Les molécules d’éthanol sont décrites par le champ de force OPLS (Optimized Poten-

tial for Liquid Solutions) dans lequel la molécule d’éthanol est considérée comme com-

plètement flexible. Ses mouvements intramoléculaires sontmodélisés par des potentiels

harmoniques. La Figure 3.7 montre les résultats obtenus pour les calculs de la fonction

d’autocorrélation du moment dipolaire total pour différentes fractions massiques d’étha-

nol. Pour chacune, le modèle de Debye retenu est également représenté.

L’absorption de chacune des solutions peut ensuite être déterminée et est représentée

sur la Figure 3.4. L’écart à la loi linéaire de Beer-Lambert est confirmé et les simulations

sont d’un bon accord avec les mesures expérimentales. Pour comprendre l’évolution non-

linéaire de l’absorption en fonction de la concentration, des "photos" de la solution ont

été extraites des simulations pour différentes concentrations d’éthanol (Figure 3.8).

Ces clichés montrent l’interaction entre la molécule d’éthanol et ses molécules d’eau

voisines par le biais de liaisons hydrogène, variable en fonction des concentrations en
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Fig. 3.7 – Fonctions d’autocorrélation de solutions eau/éthanol calculées pour différentes
fractions massiques d’éthanol. Approximation par un modèle de Debye. Simulations réa-
lisées par A. Lerbret et F. Affouard de l’UMET.

Fig. 3.8 – "Photos" instantanées de solutions eau/éthanol à différentes concentrationy =
Neth/(Ntotal). Mise en évidence de la couche d’hydratation.

éthanol. Il s’en suit que le modèle linéaire de Beer Lambert, précédemment présenté et

qui néglige l’interaction entre les espèces en solution, nepermet pas de modéliser le mé-

lange à ces fréquences. Le spectre THz possède en effet la spécificité de sonder direc-

tement les interactions. C’est donc l’hydratation de l’éthanol (l’interaction ethanol/eau)

qui est responsable de l’écart à la loi de Beer-Lambert. En effet, l’eau d’hydratation,

dont le comportement est perturbé par la molécule d’éthanolforme la couche d’hydrata-

tion de l’éthanol. Aux faibles concentrations d’éthanol (ceau> 50mol/L), chaque molé-
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cule d’éthanol est entourée de sa couche d’hydratation propre. L’augmentation du nombre

de molécules d’éthanol s’accompagne d’une augmentation proportionnelle de molécules

d’eau d’hydratation, d’où l’évolution linéaire, aux basses concentrations en éthanol, de

l’absorption (Figure 3.4 - "Low ethanol concentration fit"). Cependant, à partir d’une

certaine concentration d’éthanol, les couches d’hydratation commencent à se recouvrir

(Figure 3.8-droite : une molécule d’eau peut être liée à plusieurs molécules d’éthanol)

et l’augmentation des molécules d’eau d’hydratation n’estplus proportionnelle à celle

des molécules d’éthanol. L’évolution de l’absorption devient alors non linéaire. A partir

de l’explication précédente, un modèle a été utilisé pour caractériser quantitativement la

couche d’hydratationvia l’évolution non-linéaire de l’absorption, et est l’objet du para-

graphe suivant.

E Caractérisation de la couche d’hydratation de l’éthanol

Pour caractériser la couche d’hydratation de l’éthanol à partir des mesures d’absorp-

tion obtenues, un modèle à 3 composantes tenant compte de l’interaction eau/ethanol est

utilisé [134, 21]. Il décrit l’absorption totale de la solution comme la somme de l’ab-

sorption de l’éthanolαeth, de celle de la couche d’hydratationαshell et de celle de l’eau

volumique (ou "bulk"), non liée2, αbulk ; pondérée par les volumes respectifs :

α = αeth
Veth

V
+αshell

Vshell

V
+αbulk

V −Veth−Vshell

V
(3.12)

Pour les faibles concentrations, chaque molécule d’éthanol possède sa propre couche

d’hydratation et ainsiVshell est proportionnel au volume d’éthanol :Vshell = k.Veth. L’ab-

sorption normalisée de la solution peut alors être expriméede la manière suivante :

α
αH2O

=

[(
αeth

αH2O
−1

)

+k

(
αshell

αH2O
−1

)]
Veth

V
+1 (3.13)

où α/αH2O et αeth/αH2O sont obtenus expérimentalement etVeth/V est connu.k et αshell

sont les paramètres inconnus à déterminer pour caractériser la couche d’hydratation.αshell

est ici supposée constante. L’expression (3.13), valable pour les faibles concentrations

d’éthanol, exprime que la variation d’absorption est linéaire avec la concentration d’étha-

nol. Elle correspond à la droite en pointillés marrons de la Figure 3.4. La comparaison

entre l’équation modèle (3.13) et la mesure linéaire en basses concentrations d’éthanol va

2Suffisamment éloignée des molécules d’éthanol pour ne pas ensubir l’influence.
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donner une équation (égalité des pentes) entre les deux paramètres inconnus. Les résul-

tats de cette équation sont représentés dans le plan(k,αshell/αH2O) en Figure 3.9 avec la

marge d’erreur liée aux mesures.

Fig. 3.9 – Détermination des paramètresk et αshell/αH2O.

Une autre équation est ensuite nécessaire afin de déterminerl’unique couple solution.

Pour cela, un modèle sphérique est utilisé pour la molécule d’éthanol et sa couche d’hy-

dratation (Figure 3.10).

Fig. 3.10 – Modèle sphérique pour la molécule d’éthanol et sacouche d’hydratation
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Lorsque la concentration en éthanol augmente, la Figure 3.4montre que l’évolution

de l’absorption quitte le régime linéaire des basses concentrations. Au sein de la solution,

cela est interprété comme le recouvrement des couches d’hydratation de différentes molé-

cules d’éthanol. Ainsi, la proportionnalité entreVshell etVeth est rompue et le modèle des

basses concentrations n’est plus valide. En supposant que les molécules d’éthanol sont

distribuées régulièrement au sein de la solution, la Figure3.11 donne la configuration

spatiale des molécules d’éthanol juste avant le recouvrement.

Fig. 3.11 – Configuration géométrique des molécules d’éthanol juste avant le recouvre-
ment de couches d’hydratation

Si dans cette configuration un volumeV de solution contientNrec molécules d’éthanol,

on peut écrire :

V = Nrec× (2a)3 (3.14)

Or, Nrec/V peut être déterminé expérimentalement en observant la concentration d’étha-

nol à partir de laquelle l’absorption de la solution dévie deson évolution linéaire des

basses concentrations. Cette déviation est évaluée en observant l’erreur relativeδ entre

l’évolution linéaire des basses fréquences et la courbe lissée d’absorption ("Measure-

ments fit" sur Figure 3.4). On considère ici que l’effet de recouvrement se produit pour

5%≤ δ ≤ 10%. Cette condition mène à une concentration en eau, au moment du re-

couvrement, decwater = 51±0.8mol/L. On en déduit, à partir de l’équation (3.14), que

a= 5.4±0.4Ȧ. En considérantR= 4.46Ȧ le rayon de la molécule d’éthanol, on en déduit

que l’extension de la couche d’hydratationa−R= 3.2±0.4Ȧ. k peut ainsi être calculé en

utilisant la formule :

k =
a3−R3

R3 = 13±2.5 (3.15)

 / 



METROLOGIE THZ DES LIQUIDES PAR MICROSYSTEME

Il suffit ensuite de reporter cette valeur de k dans la Figure 3.9 pour obtenir la valeur de

l’absorption de la couche d’hydratation :

αshell

αH2O
= 0.72±0.1 < 1 (3.16)

Ce résultat confirme le fait que l’eau d’hydratation, liée à lamolécule d’éthanol, absorbe

moins l’onde électromagnétique de 95GHz en raison de la chute de sa mobilité par rapport

à l’eau volumique. Ainsi, les mesures expérimentales couplées à un modèle à 3 compo-

santes ont permis de caractériser la couche d’hydratation de l’éthanol en terme d’absorp-

tion et d’extension à travers le calcul des paramètresαshell/αH2O eta (ouk).

Afin de vérifier la pertinence du modèle proposé malgré ses hypothèses simplifica-

trices, des études en dynamique moléculaire ont été réalisées. Pour déterminer l’exten-

sion de la couche d’hydratation de la molécule d’éthanol, la"fonction de distributions de

paires"g(r) a été calculée. Cette fonction est représentée en Figure 3.12. Elle correspond

au nombre de molécules d’eauN(r) situées à la distance comprise entrer et r + dr de

l’atome d’oxygène de la molécule d’éthanol, divisé par le nombre de molécules d’eau

présent dans le cas d’une distribution homogène. Autrementdit g(r) = N(r)/N0, avec

N0 = ρ.4πr2dr où ρ est la densité de l’eau à la température considérée. Cette fonction

montre donc l’influence de l’éthanol sur la structure de l’eau à son voisinage. L’examen

de la Figure 3.12 montre que cette influence s’étend jusqu’à une distance de 5.5Ȧ environ,

ce qui est cohérent avec la valeur dea déterminée expérimentalement. Ainsi, le modèle

utilisé pour l’hydratation mène à une longueur d’extensionen très bon accord avec celle

obtenue en dynamique moléculaire.

Le modèle précédemment développé permet également de déterminer la quantité d’eau

d’hydratation en solution en fonction de la concentration en alcool. En effet, en considé-

rant l’équation 3.12 et l’équation linéaire de Beer Lambert

αBL = αeth
Veth

V
+αbulk

V −Veth

V
(3.17)

l’écart entre la courbe mesurée et la loi de Beer Lambert est :

∆α = αBL−α = (αbulk−αshell).
Vshell

V
(3.18)
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Fig. 3.12 – Gauche : Fonction de distribution de paires calculée entre l’oxygène et l’eau -
Droite : Définition de la fonction de distribution de paires

En supposant queαbulk etαshell sont constants, il vient que l’écart à la loi de Beer Lambert

∆α est directement proportionnel au volume de couche d’hydratation en solution. Cet

écart est tracé en Figure 3.13. Trois zones sont remarquables sur cette courbe [20, 22] :

– la zone 1 où les couches d’hydratation sont indépendantes et dans laquelle leur

volume est proportionnel au volume d’alcool ;

– la zone 2 dans laquelle apparaît le recouvrement des couches d’hydratation ;

– la zone 3 dans laquelle le volume d’eau d’hydratation diminue due à la saturation

de la solution.

Alors que les deux premières zones ont déjà été mises en évidence sur la Figure 3.4,

la troisième apparaît nettement grâce à cette représentation.

Autres modéles de la littérature

Il est intéressant de s’arrêter sur une autre approche de l’hydratation abordée dans

la littérature. Des études sur la permittivité diélectrique de mélanges eau/alcool ont été

menées dans les bandes THz et sub-THz. Elles montrent que la permittivité diélectrique

d’un mélange peut s’écrire sous la forme d’un modèle de relaxation de Debye-Cole du

troisième ordre [15, 16], complété par un terme de vibration[17] :

ε(ω) = ε∞ +
3

∑
i=1

∆εi

1− ( jτiω)bi
+

Av

ω2
v −ω2− jωγv

(3.19)
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Fig. 3.13 – Ecart à la loi de Beer Lambert en fonction de la concentration en éthanol -
Volume de couche d’hydratation en solution

où τi est la constante de temps de la ième relaxation,ωv la fréquence de résonance, etγv

son facteur d’amortissement. Dans ce modèle, la constanteτ2 est de l’ordre de 10ps et

son évolution en fonction du volume d’éthanol en solution [17] est similaire à celle de la

Figure 3.13. Cette évolution "en forme de cloche" est également observée quand l’ampli-

tude de la relaxation d’ordre 2 est tracée en fonction de la concentration en alcool. Il est

ainsi possible que les phénomènes à l’origine de la relaxation d’ordre 2 soient similaires

aux phénomènes moléculaires responsables de la forme de la Figure 3.13. Or, Satoet al.

expliquent la relaxation d’ordre 2 par des processus intermoléculaires en bout de chaînes

d’alcool. En effet, les molécules d’éthanol peuvent s’associer, par le biais de liaisons hy-

drogène, en chaines et la relaxation de l’extrémité de ces chaines (liée à de l’eau) serait

à l’origine du terme d’ordre 2. Ces affirmations semblent doncconfirmer que la forme

observée en Figure 3.13 est bien liée à des processus d’interaction eau/alcool et donc à

l’état d’hydratation des molécules d’éthanol.

F Nombre d’hydratation

1 A partir des mesures

Afin d’aller plus loin dans la caractérisation de la couche d’hydratation, le nombre

d’hydratationNh (nombre de molécules d’eau de la couche d’hydratation) de l’éthanol a

été quantifié. A partir du volumeVshell de la couche d’hydratation, et en supposant que la
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densité de l’eau d’hydratationρ est constante et similaire à celle de l’eau bulk3, on peut

écrire que :

Nh = ρ
NAVshell

MH2O
(3.20)

oùNA est le nombre d’Avogadro etMH2O la masse molaire de l’eau. On trouve dans cette

conditionNh ∼ 30. Khurgin [19] propose une autre méthode d’extraction en considérant

l’écart de l’absorption mesurée avec la loi de Beer Lambert (αBL). En affirmant que le

défaut d’absorptionδα = αBL−α est dû aux molécules de la couche d’hydratation dont

l’absorption est supposée nulle, il écrit que :

δα =
NhNeth

NA
×kH2O (3.21)

où kH2O est l’absorption molaire de l’eau. Une telle méthode donne un nombre d’hydra-

tationNh = 4 pour l’éthanol.

2 Dynamique moléculaire

Afin de comprendre les différences entre les valeurs obtenues, Nh est ici évaluée à

partir des résultats des simulations. Pour l’obtenir, il suffit d’intégrer la courbeg(r) sur

l’extension de la couche d’hydratation :

Nh =
∫

couche
ρ4πr2g(r)dr (3.22)

L’observation deg(r) (Figure 3.12) montre que la couche d’hydratation semble for-

mée de deux couches successives, correspondant aux deux pics deg(r). Si l’on veut

connaître le nombre total de molécules dans la couche d’hydratation, il faut donc inté-

grer les deux pics, c’est à dire der = 0 à r = 5.5Ȧ. Ce calcul donneNh ∼ 26, proche de

celui obtenu par notre méthode d’extraction. En revanche, si l’on souhaite ne considérer

que les molécules d’eau voisines les plus proches ("premièrecouche"), il faut alors inté-

grerg(r) entrer = 0 etr = 3.3Ȧ. Dans ce cas,Nh ∼ 2.7, plus proche de la valeur obtenue

par Khurginet al..

Ainsi, en fonction du modèle choisi pour décrire la couche d’hydratation (sphérique

avec absorption constante non nulle OU absorption nulle) onpeut sonder la couche d’hy-

dratation de l’éthanol dans sa globalité OU seulement les molécules d’eau les plus proches.

3Il est vrai que la courbe de la Figure 3.12 va contre cette supposition. Cependant, le résultat obtenu
avec cette approximation sera cohérent avec celui obtenu par la suite en dynamique moléculaire.
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Cette observation laisse à penser que l’absorption d’une molécule d’eau dans la couche

d’hydratation doit dépendre de sa distance à la molécule d’éthanol :αshell= αshell(r). Plus

r est faible est plus l’absorption diminuerait, en raison de l’augmentation des forces d’in-

teraction entre l’éthanol et l’eau. La conception d’un tel modèle plus réaliste, synthèse des

deux précédents, est donc l’étape suivante dans la description quantitative de la couche

d’hydratation de l’éthanol. Pour y parvenir, une analyse avancée du jeu de données est ef-

fectuée, par l’utilisation de techniques issues de la chimiométrie appliquées à l’ensemble

du spectre mesuré. Elle va permettre une mesure différenciée des couches d’hydratation

successives.
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II Analyse multivariée pour l’étude de l’hydratation

L’étude précédente, qui a mis en évidence l’intérêt du couplage "Mesures sub-THz"

et "Dynamique Moléculaire", est basée sur un traitement univarié des données. En effet,

l’étude est menée en considérant l’évolution de l’absorption des mélanges eau/éthanol en

fonction de la concentrationà une fréquence donnée. Une étude prenant en compte la va-

riation de concentration ET de fréquence (étude multivariée) est ici proposée afin d’affiner

les observations précédentes.

L’utilisation de techniques multivariées basées sur des algorithmes mathématiques

avancés nécessite cependant l’optimisation de la qualité des mesures. Ce travail est pré-

senté dans un premier temps. Ensuite, des techniques multivariées issues du domaine de

la chimiométrie seront appliquées au jeu de données afin d’enextraire une information

maximale et de compléter le modèle précédemment proposé.

A Optimisation du protocole de mesures

En analysant le jeu de données dans son intégralité, les méthodes multivariées sont

susceptibles d’apporter des informations supplémentaires sur les échantillons sondés en

détectant des corrélations non triviales. En contrepartie, le jeu de données présenté doit

être le moins bruité et le plus reproductible possible.

1 Etude statistique

Résultats bruts

Afin de caractériser la précision et la reproductibilité desmesures précédentes, une

étude statistique a été menée. Les paramètres S du dispositif rempli d’eau ont été mesurés

30 fois pendant une demi heure, puis par série de 5 fois toutesles demi-heures. L’en-

semble des résultats bruts pourS21 est présenté en Figure 3.14.
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Fig. 3.14 – Mesures brutes deS21 sur l’eau. Histogrammes normalisés pour
f=30GHz/62.5GHz/105GHz avec régression par fonction de Gauss.

Pour chaque fréquence, un comportement de type gaussien estobservé autour d’une

valeur moyenneµ. L’écart-type de la gaussienne est évalué pour chaque fréquence et est

représenté en Figure 3.15. L’augmentation de l’écart type en fin de bande (f > 100GHz)

peut être liée à un défaut de calibration sur les fréquences limites ainsi qu’à la propaga-

tion des modes de substrat. Sur la bande de fréquences pertinente (30GHz - 100GHz),

l’écart-typeσ relevé est quasiment constant égal à 0.08dB. Pour une loi de répartition

gaussienne, 95% des échantillons sont compris entreµ −2σ et µ + 2σ , portant ainsi à

4σ#0.3dB l’intervalle d’incertitude des mesures brutes autour de la valeur moyenne. La

loi de répartion mesurée, de type "loi normale", indiquea priori le caractère aléatoire des

variations observées. C’est pourquoi, par la suite, chaque mesure de transmission sera ac-

compagné d’une moyenne sur plusieurs échantillons. Cette moyenne peut être effectuée

manuellementa posterioriou automatiquement par l’analyseur de réseau4.

Résultats avec un facteur de moyenne de 200

Des mesures sur l’eau ont donc été menées avec un facteur de moyenne de 200 sur

l’analyseur de réseau. Entre les mesures, de l’éthanol est injecté, à différentes concen-

trations, afin de se placer dans les conditions d’une spectroscopie en concentration de

solutions eau/éthanol. Les résultats bruts sont présentésen Figure 3.16.

4Dans le cas de l’étude précédente sur l’hydratation de l’éthanol, un moyennage automatique de 30 avait
été choisi, compromis entre temps d’acquisition et qualitéde mesure.
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Fig. 3.15 – Evolution de l’écart type des mesures en fonctionde la fréquence.

Fig. 3.16 – Mesures brutes et histogrammes deS21 sur l’eau. Facteur de moyenne de 200

La comparaison graphique avec la Figure 3.14 montre une réduction de la zone d’in-

certitude. Cependant, l’observation des histogrammes montre ici une répartition non gaus-

sienne des échantillons. Ces distributions semblent même bicéphales avec deux valeurs

majoritaires disjointesµ1 et µ2. L’explication d’une telle répartition peut provenir d’un

décalage dans le temps de la valeur moyenne mesurée. Pour s’en convaincre, le tracé du

décalage∆S= S21(t)−S21(0) (pour chaque fréquence) en fonction du temps est révéla-

teur. Il est représenté en Figure 3.17. Le décalage de la valeur moyenne est observé après

une durée d’1h environ, et est de l’ordre de 0.1dB. En dehors dece saut, les variations au-
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tour de la valeur moyenne donnent une zone d’incertitudeδ inférieure à 0.05dB. Par com-

paraison avec celle du cas sans moyenne (0.3dB), un facteur 6 est gagné concernant l’in-

certitude. Cependant, le décalage de la valeur moyenne dans le temps empêche de profiter

de cet avantage car l’incertitude de la mesure sur les 4 heures est∆Smax−∆Smin#0.15dB.

Ainsi, seul un facteur 2 est réellement gagné.

Fig. 3.17 – Variation deS21 en fonction du temps sur la bande de fréquence

La diminution de la zone d’incertitude est un facteur clé dans le cas de la spectroscopie

en concentration car c’est la largeur de cette zone qui va déterminer la concentration

minimale mesurable. Par exemple, la différence entre une solution d’eau et d’éthanol à

5% est de l’ordre de 0.1 dB. Pour gagner en sensibilité, il est nécessaire de la rendre la

plus faible possible. Dans le cas présent, cela passe par la compréhension du décalage de

valeur moyenne et, en conséquence, par la définition d’une stratégie de mesure permettant

de s’en affranchir. L’origine du décalage observé peut êtremultiple :

– déviation de la calibration de l’analyseur de réseau ;

– variation de la température en salle de caractérisation ;

– pollution du dispositif, problèmes de rinçages ;

– usure du dispositif ;

– très léger déplacement des pointes lors des injections de produits ;

– ...
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Dans la suite, plusieurs tests sont présentés afin de déterminer quelle est l’origine la plus

plausible.

Test de déviation de l’analyseur de réseau

Après avoir effectué une calibration de l’analyseur de réseau, une ligne coplanaire du

kit de calibration utilisé a été mesurée pendant environ 3h.Ce test permet de déterminer

les déviations dans le temps liées à l’appareil de mesure. Letest est effectué avec un

facteur de moyenne de 200 afin de s’affranchir du bruit gaussien. Hormis en fin de bande

(au delà de 100GHz), les variations de la mesure au cours du temps sont très faibles par

rapport à celles observées lors de la mesure précédentes (Figure 3.16). Après traitement

des données, elles sont caractérisées par un écart-type maximal σVNA#0.01dB.

Fig. 3.18 –S21 relevé pendant 3h sur une ligne de référence

Test du dispositif vide

Le test précédent a mis en évidence que la déviation de l’analyseur de réseau est né-

gligeable par rapport aux variations observées lors des mesures précédentes. Cependant,

le niveau de pertes de ce test est compris entre 0 et -2dB, ce quine correspond pas réel-

lement aux conditions expérimentales avec le dispositif (environ -10dB à vide). De plus,

l’épaisseur des lignes du kit de calibration est bien supérieure à celle des lignes du dis-

positif (500nm). Ainsi, il est plus facile pour les pointes de se positionner de manière

stable (de manière plus profonde) sur les lignes du kit de calibration. C’est pourquoi un

test a ensuite été réalisé sur un dispositif vide, sortant duprocédé de fabrication. Après
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avoir fixé le dispositif par aspiration sur le banc de mesure,les pointes sont posées et les

paramètres S sont mesurés pendant une journée. L’évolutiondu paramètreS21 au cours

du temps est montré en Figure 3.19 à une fréquence de 60GHz. Elle fait apparaître des

décalages au cours du temps. Afin d’en déterminer l’origine,de légers tapotages ont été

effectués sur le banc de mesure (pouvant simuler la pose d’une seringue d’injection...). Il

est alors remarquable que les décalages deS21 apparaissent juste après ces perturbations

et que leur amplitude esta priori aléatoire. Si aucune perturbation n’est effectuée sur le

système,S21 peut rester quasiment constant pendant plus de deux heures,avec une zone

d’incertitudeδ de l’ordre de 0.01dB.

Fig. 3.19 –S21 relevé pendant 5h sur le dispositif vide - Les flèches correspondent à des
très légers chocs sur le banc de mesure - La zone entourée est une décroissance du signal
non provoquée volontairement au début de la mesure.

Les décalages observés sur toute la durée des mesures aboutissent à une incertitude de

plus de 0.1dB, ce qui coïncide avec les observations des mesures précédentes. Il est donc

probable que les décalages aient même origine : des petits chocs effectués sur le banc de

mesure dus à l’injection et la manipulation des seringues. Ces chocs peuvent entrainer de

très légères modifications au niveau du posé de pointes et ainsi faire décaler légèrement

le niveau deS21. Il est à noter qu’une brusque variation deS21 est intervenue au début

des mesures (zone entourée) sans apport volontaire de choc sur le banc de mesure. Il est

possible que le décalage corresponde à un glissement des pointes, qui viennent d’être

posées, vers un état d’équilibre plus stable.
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Influence de la lampe

Le dispositif sous pointes est placé sous une lunette binoculaire pour permettre le posé

de pointes par l’opérateur. Celle-ci est accompagnée d’un éclairage focalisé sur le dispo-

sitif. L’extinction ou l’allumage de cet éclairage a une influence sur le signal transmis.

En effet, un débattement de 0.2dB est observé selon que la lampe est éteinte ou allumée

(Figure 3.20). Le régime transitoire de passage entre les 2 états mesuré est de l’ordre

de la minute, ce qui laisse à penser à une influence d’origine thermique plutôt qu’élec-

tromagnétique. Il est difficile de prédire où l’énergie est stockée (dans le quartz ? dans

l’air ?). Pour un cristal, la théorie prévoit une augmentation des pertes avec la tempéra-

ture. Cependant, dans les mesures, la transmission est meilleure lampe allumée. Est-ce

la température de l’air qui influence ? Ou bien sont-ce les pointes qui, en chauffant lé-

gèrement par conduction de la chaleurvia le quartz, entrainent un décalage par rapport

à la calibration ? Cela est probable car le transitoire de changement d’état pourS21 ne

démarre pas immédiatement après l’extinction ou l’allumage de la lampe ; le temps de

retard pourrait correspondre au temps pour que le transfertthermique par le substrat de

quartz atteigne les pointes.

Fig. 3.20 – Influence de l’état de la lumière de la binoculairesur le paramètreS21

Une autre explication peut résider dans le fait que, en chauffant, la permittivité relative

du substrat peut varier et ainsi désadapter la structure de propagation, modifiant ainsi les

propriétés de transmission. L’observation des paramètresde réflexionS11 et S22 montre

queS22 est fortement altéré par l’état de la lampe alors queS11 ne l’est pas sensiblement.

L’explication pourrait alors résider dans une élévation detempérature qui altérerait les

mesures des pointes du port 2. La même expérience menée le lendemain, et donc avec
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un nouveau posé de pointes, montre à nouveau cette dissymétrie au niveau des mesures.

Actuellement, ce phénomène n’est pas compris clairement. Cependant, il peut être évité

par extinction de la lampe lors des mesures, ce qui sera effectué de manière systématique.

2 Quelle stratégie pour les mesures ?

Au regard des tests effectués, il semble que les décalages observés pendant les me-

sures correspondent à des mouvements subtils des pointes (non observés au microscope)

entraînés par des micro-chocs au niveau de la zone expérimentale. Ces micro-chocs sont

difficiles à éviter. En effet, entre chaque injection, la seringue doit être changée manuel-

lement par un opérateur5. Il est tout de même possible d’enfoncer un peu plus les pointes

lors du posé, ce qui peut permettre une plus grande stabilité. De plus, lors des mesures pré-

cédentes, le dispositif était fixé par un scotch double-faceplastique et donc déformable.

Afin de limiter les mouvements du dispositif, autre source possible de déplacement des

pointes, une aspiration par le vide a remplacé le scotch. Toutes ces précautions permettent

de limiter au maximum les décalages observés.

Toutefois, ces décalages sont ponctuels eta priori indépendants du liquide contenu

dans le dispositif. Ainsi, en mesurant un signal de référence (eau) entre chaque échan-

tillon, le décalage dû aux mouvement des pointes peut être déterminé et le paramètreS21

peut être corrigé en conséquence6. La comparaison desS21 corrigés et non corrigés est

présentée en Figure 3.21 en fonction de la portion volumiqued’éthanol. La fréquence

choisie est de 63GHz, car elle correspond à une zone où le bruit de mesure est minimal.

La correction améliore nettement l’allure de la courbe, plus régulière. La zone entourée

est caractéristique de la réduction d’erreurs. Pour ces mesures, les échantillons ont été ti-

trés en chromatographie en phase gazeuse afin d’assurer une précision relative de 5% sur

les proportions volumiques d’éthanol. L’évolution observée de l’absorption est linéaire,

comme attendu aux faibles concentrations. De plus, cette correction permet d’assurer une

meilleure résolution : la solution à 0.25% d’éthanol est discriminée, des concentrations

d’éthanol de 2mg/mL peuvent donc être détectées dans le dispositif.

L’application de ce protocole de traitement des données auxmesures sur des pour-

centages volumiques d’éthanol de 0 à 100, par pas de 5, est montrée en Figure 3.22.

5L’exploitation de la microfluidique et des pousse-seringues permettant l’automatisation des mesures
aurait ici un intérêt certain pour éviter l’intervention del’opérateur pendant la phase de mesure.

6Une limite à cette méthode apparaît si le décalage de pointesa lieu entre la mesure d’eau et celle de
l’échantillon.
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Fig. 3.21 – Comparaison deS21 en fonction de la portion volumique d’éthanol pour les
données brutes et corrigées - f=63GHz

L’absorption est représentée en unité arbitraires définie par7 :

α = ln

(

|S21|2
1−|S11|2

)

(3.23)

En considérant l’incertitude∆S21 obtenue après correction du décalage deS21 (en dB)

vaut 0.05dB (voire Figure 3.15), en notant queS21 (en dB) = 20log(|S21|) et en supposant

que|S11|2 ≪ 1, il vient :

α ∼ ln
(

|S21|2
)

= 2. ln(10).
S21(en dB)

20
(3.24)

L’incertitude sur l’absorption en unité arbitraire est donc :

∆α = 2. ln(10).
∆S21(en dB)

20
∼ 0.0116 (3.25)

Cette zone d’incertitude est représentée sur la Figure 3.22 et correspond bien à l’écart

entre les mesures et la courbe de tendance. La comparaison dela courbe à celle pré-

sentée en Figure 3.4 montre l’amélioration engendrée par l’étude statistique précédente.

7Cette expression est à mettre en regard avec l’équation 3.5,dans laquelleA etd ne sont pas déterminés.
C’est pourquoi l’absorption est ici donnée en unité arbitraire.
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Fig. 3.22 – Absorption des solutions eau/éthanol après l’utilisation du protocole d’extrac-
tion et de correction des mesures - Facteur de moyennage de 200 - f=63GHz

En conséquence, les principes permettant l’amélioration de la qualité des mesures, et qui

seront systématiquement appliqués dans la suite, sont :

– expérimentalement, la limitation des accoups sur le banc de mesure et l’améliora-

tion de la stabilité du dispositif

– un moyennage de facteur 200 pour minimiser le bruit gaussien

– une correction des décalages par la mesure de la solution deréférence entre chaque

échantillon.

La courbe précédente donne l’évolution de l’absorption relative du mélange pour une

fréquence donnée. Il est également possible, par une étape de calibration, de donner la

valeur absolue de l’absorption des mélanges sur une gamme defréquence étendue. Pour

cela, il suffit de connaître l’absorption de l’éthanol et de l’eau purs. Un modèle pour ces

grandeurs est donné par Satoet al. jusque 89 GHz [16]. Son utilisation8 permet de dé-

terminer l’absorption absolue des mélanges eau/éthanol présentée en Figure 3.23 à partir

8Il est à noter que le modèle proposé est valable à 25◦C, alors que les mesures ont été réalisées à la
température ambiante de 20◦C. Cependant, les variations engendrées par cet écart semblent négligeables
au vu de [19]. De plus, le principe de la calibration sera le même avec un modèle plus adapté. La suite de
l’étude s’appuie sur les mesures relatives et ne souffre ainsi pas de cette légère approximation.
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des mesures du BioMEMS. Les profils d’absorption ne sont cependant pas complètement

plats et des petits pics peuvent être observés. Ils peuvent être attribués à des réflexions

internes non-corrigées à l’intérieur du dispositif. Néanmoins, leur amplitude reste négli-

geable par rapport aux variations d’absorption entre les différents mélanges. Il est ainsi

possible, grâce à une calibration adaptée, de revenir à l’absorption absolue des mélanges

eau/alcool grâce au microsystème précédemment développé.

Fig. 3.23 – Absorption des mélanges eau/éthanol en fonctionde la fréquence et de la
concentration en éthanol. La flèche indique le sens croissant de volume d’éthanol, par pas
de 5%.

De la même manière, des mesures sur des solutions eau/propanol et eau/isopropanol

ont été réalisées. L’absorption de ces solutions en fonction de la fraction volumique d’al-

cool est donnée en Figure 3.24. Comme attendu d’après des mesures "macroscopiques"

[135], l’absorption de l’isopropanol pur est trouvée inférieure à celle du propanol pur,

elle-même inférieure à celle de l’éthanol pur.

Il est également possible de calibrer le dispositif et, comme pour le cas des mélanges

eau/éthanol, de donner l’absorption de chaque mélange en fonction de la concentration

et de la fréquence. Ces données sont reportées dans les Figures 3.25 et 3.26. Les mo-

dèles utilisés pour la calibration du propanol et de l’isopropanol sont de type Debye et

proviennent de la littérature [15, 135].
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Fig. 3.24 – Absorption des mélanges eau/éthanol, eau/propanol et eau/isopropanol en
fonction de la fraction volumique d’alcool. Fréquence : 95GHz.

Fig. 3.25 – Absorption des mélanges eau/propanol en fonction de la fréquence et de la
concentration en propanol. La flèche indique le sens croissant de volume de propanol, par
pas de 5%.
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Fig. 3.26 – Absorption des mélanges eau/isopropanol en fonction de la fréquence et de la
concentration en isopropanol. La flèche indique le sens croissant de volume d’isopropa-
nol, par pas de 5%.
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B Caractérisation de l’hydratation par chimiométrie

La caractérisation de l’hydratation précédemment réalisée est basée sur un modèle de

la littérature à 3 composantes, concevant l’eau d’hydratation comme une entité unique.

Cependant, au vu des résultats de la section précédente, notamment en dynamique mo-

léculaire, il semble raisonnable de penser qu’elle soit elle-même multiple. Le modèle

à 3 composantes est probablement restrictif. La suite de l’étude tentera de caractériser

l’hydratation des molécules d’alcool en limitant l’utilisation d’a priori théoriques (ici le

nombre d’espèces postuléa priori), compensés par une meilleure utilisation du jeu de

données. Les solutions eau/alcool seront désormais considérées comme étant constituées

den composés de signatures spectrales distinctes. Le spectre d’absorption d’une solution

sera donc la somme de chaque signature spectrale, pondérée par la fraction respective du

composé associé.

Mathématiquement,p solutions eau/éthanol de fraction d’éthanol variable sontme-

surées sur une bande de fréquence donnée def points. Le jeu de données est ainsi une

matriceD (px f ), chaque ligne correspondant au spectre d’une des solutions. Les objectifs

de la suite sont :

– de déterminer le nombren de composés dans les mélanges mesurés ;

– de déterminer la signature spectrale de chacun des composés ;

– de déterminer la concentration de chacun des composés danschaque mélange me-

suré.

Soit St (nx f ) la matrice comportant les signatures spectrales desn composés purs etC

(pxn) la matrice contenant les concentrations des composés pursdans les mélanges me-

surés, la matriceD s’exprime alors théoriquement comme :

D = C.St (3.26)

L’objet de la suite est donc de déterminer les matricesC et St . A ces fins, des al-

gorithmes mathématiques de traitement de données vont êtreutilisés. Ils sont issus des

études en chimiométrie. Cette science regroupe les outils etméthodes mathématiques

permettant une analyse avancée de résultats expérimentauxchimiques [136, 137]. Les

méthodes qui seront utilisées dans la suite sont des méthodes bien connues et utilisées en

spectroscopie de type vibrationnelle [138, 139, 140].
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1 Prétraitement des données

Avant d’appliquer les algorithmes de chimiométrie aux données mesurées, une pré-

analyse de ces données est menée. Le spectre d’absorption9 extrait pour chaque solution

est présenté en Figure 3.27-A1. Il représente l’absorptionen unité arbitraire (équation

3.23).

Fig. 3.27 – Analyse des spectres d’absorption mesurés ainsique de leur dérivée.x est la
fraction volumique d’éthanol

La Figure 3.27-A1 met en évidence que l’augmentation de la fraction volumique

d’éthanolx entraîne une décroissance globale (variance globale) de l’absorption sur tout

le domaine de fréquence. En effet, les relevés de l’absorption en fonction dex présentés

en insert pourf = 42.5GHz, f = 56.25GHz, etf = 89.5GHz montrent une décroissance

identique en toute fréquence. Ainsi, il est difficile de trouver des fréquences discrimi-

nantes, et des doutes peuvent être émis quant à l’intérêt d’utiliser d’analyser tout le do-

maine de fréquence plutôt qu’une fréquence unique comme dans la partie précédente.

9Il ne s’agit pas rigoureusement du spectre d’absorption purdu mélange dans le BioMEMS, mais d’une
convolution entre le spectre d’absorption du mélange et de la fonction d’instrument du dispositif BioMEMS
lui-même. En effet, par le biais de réflexions multiples au sein du dispositif, des zones sont amplifiées,
comme autour de 30GHz. Ceci n’est cependant pas gênant car cette convolution esta priori la même pour
tous les mélanges.
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Cette affirmation est confirmée par l’observation en Figure 3.27-A2 de la variance entre

les différents mélanges en fonction de la fréquence : celle-ci apparaît quasiment constante

au-delà de 40GHz et ne présente pas de zone de fréquences privilégiées.

Une solution pour s’affranchir de la variance globale pouvant masquer des informa-

tions fréquentielles pertinentes est de dériver les spectres d’absorption obtenus. Cette opé-

ration est réalisée par un algorithme de Savitzky et Golay [141] sur 15 points10 à l’ordre

2. Les spectres dérivés sont donnés en Figure 3.27-B1, et la variance correspondante en

3.27-B2. Les inserts montrent alors que différents comportements des spectres sont ob-

servés à différentes fréquences et qu’il n’y a plus de variance globale verticale dans le

jeu de données. La courbe de variance met en avant des zones privilégiées et donc des

fréquences éventuellement discriminantes. Ce jeu de données a cependant également des

travers : l’information contenue dans la variance globale est ici perdue, et l’interprétation

physique des spectres dérivés est plus complexe que celle des absorptions.

L’utilisation des outils chimiométriques pourra donc s’effectuer sur deux jeux de don-

nées aux propriétés différentes :

– celui de l’absorption, dans lequel l’information principale semble résider dans une

variance globale et verticale des spectres et pouvant masquer des fréquences discri-

minantes ;

– celui des absorptions dérivées, dans lequel la variance globale est supprimée au

profit de variances locales à des fréquences discriminantes.

2 Analyse en composante principale

Avant de décomposer notre jeu de données, il faut dans un premier temps estimer le

nombre d’espèces indépendantesn en solution pour réaliser la décomposition de l’équa-

tion 3.26. Mathématiquement, cela revient à trouver le rangde la matriceD. Théorique-

ment, la détermination du rang d’une matrice est quelque chose de connu et ne pose pas

de problème particulier dans le cas d’une décomposition de type 3.26. Cependant, la ma-

triceD étant issue de mesures, elle est forcément bruitée et la décomposition à réaliser est

en réalité de type :

D = C.St +E (3.27)

10L’idée est de réaliser une dérivé tout en évitant l’amplification du bruit de mesure. Pour cela, grossiè-
rement, en chaque point l’algorithme effectue une régression (fit) des données par un polynome d’ordre 2,
en considérant 7 points à gauche et à droite ; puis calcule la dérivée de ces données lissées.
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où E est la matrice des résidus, correspondant au bruit de mesures. Dans ce cas, l’esti-

mation du rang deD peut passer par l’utilisation de méthodes avancées de type "Analyse

en Composante Principale" (PCA) [142]. Cet algorithme décompose le jeu de données

en spectres indépendants (orhogonaux les uns aux autres) : du plus représenté dans le jeu

de données, au plus minoritaire. Chaque spectrei obtenu (PCi : "principal componenti")

est associé à un poids (la "valeur propreλi : eigenvalue") qui traduit son importance, sa

représentativité dans le jeu de données. PC1 est le spectre majoritaire, PC2 un spectre

orthogonal moins représenté, etc... Ainsi, la suite desλi est nécessairement décroissante.

Il convient ici de notifier que chaque spectre PCi ne correspond pas au spectre d’une

espèce en solution (l’eau, l’éthanol...) mais juste, mathématiquement, à des spectres indé-

pendants et récurrents dans le jeu de données. Ils sont donc probablement non-physiques

mais vont permettre d’analyser le nombre de composantes indépendantes dans le jeu de

données. En effet, l’Analyse en Composante Principale des mesures est donnée en Figure

3.28. Pour chaque composante, le poids en pourcentage est représenté. En raison du bruit,

le nombre de composantes PCi pouvant être calculé est infini. Toutefois, l’évolution du

logarithme du poidsλi des composantes en fonction dei représentée en Figure 3.29-A

montre une cassure de pente ài = 4. Ce critère est généralement employé pour séparer les

composantes qui sont propres à l’échantillon mesuré et celles liées au bruit. Ainsi, suite

à l’analyse en PCA, il semble que le jeu de données soit composéde 4 espèces indépen-

dantes, et donc que le rang deD soit 4. Ceci-dit, ce nombre de quatre est une estimation

et n’est pas, à ce stade de l’étude, une vérité tranchée. Il conviendra par la suite de tester

les valeurs voisines, 3 et 5, et de vérifier si elles peuvent également convenir.

3 Décomposition de type MCR-ALS

Il s’agit désormais, après avoir estimé le nombren de composés présents en solution,

de déterminer le spectre d’absorption de chacun d’entre euxet de déterminer l’évolution

de leur concentration dans les différents mélanges eau/éthanol. Pour cela, la technique de

résolution choisie est MCR-ALS [143, 144, 145]. C’est une méthode itérative qui per-

met, à partir de la connaissance den et de contraintes réglables (ici : non-négativité des

concentrations), de trouver la décomposition de l’équation 3.27. Dans un premier temps,

son application aux spectres dérivés sera présentée et confirmera le choix den = 4. En-

suite, l’analyse des spectres non dérivés permettra de déterminer la signature spectrale de

chaque composé et de leur donner une interprétation physique.
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Fig. 3.28 – Analyse PCA sur spectres dérivés. Visualisation du jeu de données et des
composantes principales PC1 et PC2.

L’analyse par MCR-ALS des spectres dérivés a été menée pourn = 3 et n = 4. Les

résultats de la décomposition sont données en Figure 3.29. La seule contrainte donnéea

priori est la non-négativité des éléments appartenant à la matriceC des concentrations.

En Figure 3.29-B1 présentant la résolution àn = 3, l’évolution des concentrations des

espèces avec la fraction volumique d’éthanol montre une espèce 1 dont la concentration

décroit non linéairement, une espèce 2 dont la concentration croit linéairement et une

espèce intermédiaire 3 dont l’évolution en concentration est non monotone. Ces observa-

tions laissent à penser que l’espèce 1 est l’eau bulk, l’espèce 2 est l’éthanol et l’espèce

3 est l’eau d’hydratation. Les spectres dérivés correspondant à chacune des espèces sont

donnés dans la même figure (matriceSt). Les résidus, qui correspondent à la matriceE

de l’équation 3.27, sont également représentés. Ils représentent un signal non informatif,

correspondant généralement au bruit blanc gaussien de mesure, de moyenne nulle. L’ob-

servation approfondie des matricesC, St et E montre cependant quelques incohérences :

(i) pour une fraction d’éthanol de 100%, il reste une proportion non négligeable d’espèce

3 et (ii) la matriceE montre des pics qui semblent informatifs (A et B).

La décomposition du jeu de données en 4 composantes est alorsmenée en Figure

3.29-B2. La matriceC présente alors, comme dans le cas à trois composantes, une espèce

dont la concentration décroît et une espèce dont la concentration croît avec la fraction

volumique d’éthanol (l’eau bulk et l’éthanol). En revanche, l’espèce intermédiaire 3 dont

l’évolution était non monotone semble se subdiviser en 2 espèces : 3’ et 3”. Ce choix de
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Fig. 3.29 – A - Valeurs propres de la matriceD : choix du nombre de composantes. B -
Résolution MCR-ALS du jeu de données pourn = 3 etn = 4.

n = 4 semble mener à une décomposition plus réaliste car elle permet de supprimer les

incohérences observées avecn = 3 : (i) pour une fraction d’éthanol de 100%, seule l’es-

pèce 2 est observée et (ii) la matrice des résidus ne présenteplus les pics informatifs A

et B. Il semblerait donc que le comportement de la couche d’hydratation ne soit donc pas

unique mais dual. Cela doit être rapproché des résultats trouvés lors de l’analyse univariée

de l’éthanol. En effet, les résultats en Dynamique Moléculaire (Figure 3.12 représentant

la fonctiong(r)) avaient montré que l’eau d’hydratation était composée de deux couches.

L’analyse en terme de nombre d’hydratation avait montré quela première couche était

composée de molécules d’eau dont l’absorption était négligeable. En revanche, en pre-

nant une valeur d’absorption de la couche d’hydratation égale à 0.72 fois celle de l’eau

bulk, il avait été montré que les deux couches étaient prisesen compte. 0.72 était donc

probablement une "absorption moyenne" de l’eau d’hydratation, masquant probablement
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un comportement dual, ici observé par méthode MCR-ALS.

La décomposition a ici été menée sur les spectres d’absorption dérivés et a permis

d’exploiter les changements subtils au sein du spectre d’absorption11. En revanche, elle

présente des inconvénients en terme d’interprétation des spectres obtenus. La matrice

St est en effet composée de spectres dérivés dont l’interprétation n’est pas aisée. C’est

pourquoi la méthode MCR-ALS a ensuite été appliquée aux spectres d’absorption non

dérivés. Les résidus, non présentés, donnent un comportement identique à ceux obtenus

par l’analyse des spectres dérives : ils semblent moins informatifs pourn = 4 quen = 3.

La matriceSt obtenue dans les deux cas (n = 3 et n = 4) est présentée en Figure 3.30.

L’espèce dont l’absorption est la plus haute est l’eau, celle dont l’absorption est la plus

faible est l’éthanol. En position intermédiaire se situe lacouche d’hydratation. Dans le cas

où la décomposition àn= 4 est effectuée, une partie de la couche d’hydratation (3”) aune

absorption très proche de celle de l’éthanol et une autre partie (3’) a une absorption inter-

médiaire. En terme d’interprétation, et au regard des résultats de Dynamique Moléculaire,

la composante 3” de l’eau d’hydratation pourrait correspondre à la première couche d’hy-

dratation (les molécules d’eau au voisinage direct de l’éthanol) alors que la composante

3’ correspondrait à la deuxième couche d’hydratation (deuxième pic de la fonctiong(r)).

Afin de valider ces hypothèses, une analyse indépendante et approfondie en Dy-

namique Moléculaire a été menée. Pour différentes fractions volumiques d’éthanol, le

nombre de molécules d’eau bulk, d’éthanol, d’eau dans la première couche d’hydratation

et d’eau dans la deuxième couche d’hydratation ont été calculés. La détermination du

nombre de molécules d’eau dans la première ou seconde couched’hydratation s’effectue

par le calcul de l’intégrale de la fonctiong(r), sous le premier pic ou sous le deuxième pic.

Ainsi, les molécules d’eau appartenant à la première et à la seconde couche d’hydratation

peuvent être dénombrées séparément. Les résultats de cetteinvestigation sont donnés en

Figure 3.31 qui représente l’évolution des populations en fonction de la fraction d’éthanol.

La ressemblance avec les données extraites des mesures par techniques chimiométriques

est forte (Figure 3.29-B2). Ce très bon accord valide donc le microsytème, le protocole

de mesure et les résultats de PCA et MCR-ALS.

Les conclusions qui se dégagent de ces études interdisciplinaires sont donc : (i) la

spectroscopie réalisée dans le dispositif permet de mettreen évidence plus de deux es-

11La décomposition a été également menée pourn = 5, mais n’a pas conduit à une amélioration signifi-
cative de la matrice des résidus. Dans ce cas, la décomposition en 5 entités est une surmodélisation.

 / 



PARTIE 3. ETUDE DE L’HYDRATATION DE MOLÉCULES PAR BIOMEMS THZ

Fig. 3.30 – Décomposition MCR-ALS des spectres non dérivés et interprétation de la
dualité de la couche d’hydratation.

Fig. 3.31 – Calcul du nombre de molécules d’eau, d’hydratation (1ère et 2nde couches) et
d’éthanol en fonction de la fraction d’éthanol. Résultats deDynamique Moléculaire.

pèces en solution et sonde ainsi l’eau d’hydratation ; (ii) cette eau d’hydratation est elle-

même duale dans la gamme de fréquence investiguée : une partie absorbe très peu et

est directement liée à l’éthanol, une autre plus éloignée présente une absorption inter-

médiaire. La décomposition MCR-ALS a aussi été réalisée sur les spectres des mesures
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eau/propanol et eau/isopropanol qui ont mené aux mêmes conclusions. Il faut garder à

l’esprit que la démarche de MCR-ALS repose sur l’hypothèse d’une décomposition li-

néaire des spectres d’absorption mesurés. Les algorithmesde chimiométrie ne font qu’ex-

ploiter au maximum, mathématiquement, les jeux de données obtenus. Il faut les complé-

ter par des analyses physiques afin de tester la validité des interprétations avancées. A ce

titre, des analyses en Dynamique Moléculaire ont été menéeset ont validé la démarche

utilisée. Ainsi, le trio "Mesures Lab-on-Chip intégrées" + "Analyses Chimiométriques"

+ "Dynamique Moléculaire" semble être une approche adaptée au traitement de phéno-

mènes complexes dans les liquides. La chimiométrie permet de traiter avec efficacité des

jeux de donnés multiparamétriques (concentration, fréquence) complexes et la dynamique

moléculaire donne une assise physique aux résultats obtenus.

C Conclusion intermédiaire

Les expérimentations réalisées dans ce chapitre ont permisde montrer que le microsy-

tème fluidique précédemment développé permettait la mesurede l’absorption de liquides

dans la bande de fréquences sub-THz. De plus, une analyse quantitative de ces échan-

tillons est possible et ainsi, le nombre d’hydratation de l’éthanol a ainsi pu être estimé

à partir d’une spectroscopie en fréquence et en concentration au sein du dispositif. De

même, l’extension de la couche d’hydratation a été mesurée et donne un résultat en très

bon accord avec des investigations en Dynamique Moléculaire.

Par un effort d’optimisation du protocole expérimental et de recherche de variabilités,

les performances en reproductibilité et sensibilité du dispositif ont été améliorées et une

concentration en éthanol de 2mg/mL a pu être détectée dans lemicrocanal. Cette sen-

sibilité sera confirmée et discutée dans la suite de ce manuscrit. Ces améliorations ont

permis d’appliquer des algorithmes de chimiométrie aux spectres mesurés afin d’extraire

un maximum d’information des mesures effectuées et d’améliorer notre connaissance des

échantillons. Les spectres d’absorption des mélanges eau/alcool ont ainsi pu être décom-

posés, sans modèlea priori comme étant la somme de l’absorption de l’alcool, de l’eau

bulk, et de deux composantes d’eau d’hydratation. Ainsi, au-delà du rôle de capteur re-

productible et sensible, le microsystème développé, couplé à des méthodes de chimiomé-

trie et de dynamique moléculaire, s’avère être un outil quantitatif pour la compréhension

de phénomènes physiques au sein de solutions liquides. D’unpoint de vue général, la

chimiométrie est l’outil d’analyse dual du Lab-on-chip permettant la réalisation intégrée
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Fig. 3.32 – Couplage de mesures intégrées et d’algorithmes chimiométriques pour la ca-
ractérisation d’échantillons liquides

de mesures multi-paramétriques (concentration, température, pH...) et multi-physiques

(électromagnétiques, optiques, acoustiques...) d’échantillons liquides. Cette dualité est

illustrée en Figure 3.32 qui montre comment ces deux entitéspeuvent s’associer en cycle

pour l’amélioration de la caractérisation des échantillons.

La capacité de réaliser une spectroscopie quantitative dans le microsystème étant éta-

blie, il convient désormais de s’intéresser à son application à des systèmes d’intérêt bio-

logique. C’est l’objet de la section suivante dans lequel le microsystème est utilisé pour

sonder des protéines en solution.
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III Investigations sur protéines

La Partie 2 s’est attachée à décrire la fabrication du microsystème. En Partie 3, sa

capacité à mener une analyse quantitative sur des mélanges eau/alcool a été démontrée et

une analyse approfondie de la notion d’hydratation a été menée. Sur la base de ces résul-

tats, il convient désormais de s’intéresser à des objets d’intérêt en biologie. Cette section

s’attache donc à caractériser des solutions aqueuses de protéines au sein du microsystème.

En comparaison avec des mélanges eau/alcool, la solubilitédes protéines est faible et

pose des contraintes supplémentaires en terme de sensibilité. Elles seront adressées dans

un premier temps. Puis, des mesures d’absorption sur des solutions aqueuses de lysozyme,

BSA et chymotrypsine seront menées. Leur exploitation permettra alors la caractérisation

de l’état de ces protéines, par le calcul du nombre d’hydratation.

A Sensibilité des mesures sur protéines

Afin de transposer les résultats et méthodes obtenus avec lesmélanges hydro-alcooliques

à des échantillons biologiques, des investigations ont étémenées sur des solutions aqueuses

de protéines. De même que dans la partie précédente, l’analyse des données sera basée

sur l’analyse des spectres d’absorption obtenus avec le microsystème, suivant l’évolution

d’un paramètre telle la concentration en protéine.

1 Solubilité des protéines dans l’eau

Dans le cas des solutions eau/alcool, il est possible de balayer une large gamme de

concentration de l’eau pure à l’alcool pur. C’est ce qui a été effectué lors de la section

précédente, par pas de rapport volumique. Cette possibilités’explique par le fait que al-

cools et eau sont des solvants miscibles. Le cas des solutions aqueuses de protéines est

cependant différent. En effet, en augmentant progressivement la masse de protéine dis-

soute dans une solution d’eau, il est possible d’augmenter progressivement la concen-
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tration massique en protéine de la solution. Cependant, au bout d’une certaine masse à

dissoudre, la limite de solubilité de la protéine est atteinte. Ainsi, la gamme de concen-

trations de solutions eau/protéines est limitée en valeur haute. Cette gamme est d’ailleurs

encore restreinte par le fait que pour des valeurs proches etinférieures à la limite de solu-

bilité, les solutions aqueuses de protéines deviennent très visqueuses et inadaptées à une

spectroscopie en microcanaux.

Les protéines ici considérées seront l’Albumine de Sérum Bovin (BSA), la lysozyme

et la chymotrypsine. Ce choix se justifie par leur utilisationcourante en biochimie, leur

facilité de manipulation et par le fait que de nombreuses données les concernant sont

disponibles dans la littérature. De plus, elles présententdes structures différentes (hé-

lices/feuillets). Pour ces protéines, la limite de solubilité dans l’eau obtenue expérimenta-

lement est de quelques centaines de milligrammes par millilitre. Ainsi dans les mesures

à venir, les concentrations de solutions de protéines seront limitées à 100mg/mL12. Pour

appréhender qualitativement cette limite, un calcul rapide de la concentration molaire de

l’eau dans une solution aqueuse de protéine àc = 100mg/mL donne :

[H2O] =
mH2O

MH2OV
=

mtot −cV
MH2OV

=
ρ −c
MH2O

∼ 50mol/L (3.28)

oùMH2O = 18g/mol est la masse volumique de l’eau,V le volume de solution,ρ ∼ 1kg/L

la masse volumique de la solution,mH2O la masse d’eau en solution etmtot la masse totale

de la solution13. A titre de comparaison, l’eau pure a une concentration de 55,4 mol/L. En

raison de la limite de solubilité des protéines, la fenêtre de concentration en eau dispo-

nible pour les analyses sur protéines, représentée en représenté en Figure 3.33, est donc

fortement restreinte par rapport à celle des mélanges eau/alcool.

2 Premières mesures sur lysozyme

Afin de parvenir à des résultats quantitatifs sur les mesuressur protéines, la sensibilité

sera donc un paramètre crucial dans le protocole expérimental. Des premières mesures sur

lysozyme ont été effectuées dans le microsystème, avec un microcanal de mesure de lar-

12Dans le cas de la lysozyme, une mesure sur solution de 180mg/mL sera présentée. C’est la seule qui
dépassera la concentration de 100mg/mL.

13Ce calcul souffre de quelques approximations. Il considèreque la densité de la solution aqueuse de
protéine est de 1 et que la masse totale de la solution est égale à la somme des masses d’eau et protéines en
solution. Cependant, il permet d’obtenir rapidement une valeur cohérente de la concentration en eau de la
solution.
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Fig. 3.33 – Zone d’investigations pour les mesures sur protéines. Restriction liée à la
limitation en solubilité.

geur de 50µm et avec le protocole de mesure initial pour les mesures sur eau/éthanol14. La

mesure du paramètreS21 est donnée en Figure 3.34 et permet la détection d’une concen-

tration massique de lysozyme de 100mg/mL. Elle permet de montrer que la présence de

protéine en solution peut être sondée par le microsystème. En revanche, une sensibilité

supérieure est nécessaire afin d’espérer pouvoir réaliser une analyse quantitative des so-

lutions.

3 Augmentation de la largeur des canaux

Initialement, la largeurL du canal de mesure au sein du microsystème avait été fixée

à 50µm. La raison évoquée était de limiter la taille des échantillons afin de limiter l’ab-

sorption de l’onde et de permettre l’analyse en transmission. Toutefois, en raison de la dé-

pendance en exp(−αL) du signal transmis et à condition de rester dans la dynamiquede

détection de l’analyseur de réseau, l’augmentation de la largeur des microcanaux devrait

conduire à une augmentation de sensibilité. Grâce à la versatilité du procédé technolo-

gique, des microsystèmes possédant des canaux de mesure de 50, 75 et 200µm ont ainsi

été fabriqués. Afin de valider l’hypothèse d’augmentation de la sensibilité, la différence

de transmission∆S21 entre les microcanaux remplis d’eau ou d’éthanol a été mesurée en

fonction de la largeur du canal et est représentée en Figure 3.35. La linéarité de l’évolution

de∆S21 (dB) en fonction deL représentée à 80GHz confirme l’accroissement de sensibi-

14Moyennage de 30, ordre aléatoire d’injection et mesure de l’eau pour vérification de la référence.
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lité proportionnel à la largeur du canal de mesure. Dans la suite, les microsystèmes avec

un canal de mesure large de 200µm seront utilisés afin d’augmenter le seuil de détection

de protéines.

Fig. 3.34 – Transmission de solutions eau/lysozyme en fonction de la fréquence pour des
concentrations de 100 et 180mg/mL. Limite de sensibilité à 100mg/mL.
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Fig. 3.35 – Ecart de transmission entre eau et éthanol en fonction de la fréquence pour
différentes largeurs de canal. Insert : Evolution linéairede l’écart en fonction de la largeur
L à 80GHz.
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4 Mesures sur protéines

Avec ces nouveaux dispositifs, des mesures sur des solutions aqueuses de lysozyme,

chymotrypsine et BSA ont été menées. Afin d’optimiser la sensibilité, la stratégie de

mesure développée dans le chapitre précédent (moyennage 200 et compensation des dé-

calages de l’eau) a également été utilisée.

L’absorption à 100GHz des différentes solutions mesurées est représentée en Figure

3.36 en fonction de la concentration massique et de la fréquence. Comme attendu, une

décroissance de l’absorption de la solution avec l’augmentation de la concentration de

protéines est observée, correspondant à une diminution du nombre de molécules d’eau

excitées. Le seuil de détection pour les protéines est ici de5mg/mL pour la BSA et de

10mg/mL pour pour la lysozyme et la chymotrypsine. Ce résultat est significatif car il

dépasse les limites de la littérature dans le cas d’investigations THz en microcanaux15.

En effet, Georgeet al.parvenaient à détecter 100mg/mL de BSA et Kitagawaet al.détec-

taient 50mg/mL de protéines en solution [93, 96].

0 20 40 60 80 100
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2.16
 BSA
 Lysozyme
 Chymotrypsine
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)
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Fig. 3.36 – Absorption des solutions eau/protéine en fonction de la concentration mas-
sique pour la BSA, la lysozyme et la chymotrypsine. Fréquence: 100GHz.

15Ces sensibilités sont cohérentes avec celle de 2mg/mL déterminée dans le chapitre précédent pour les
solutions eau/alcool.
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Dans le cas présent, il est impossible en regardant l’absorption à une seule fréquence

d’abaisser encore le seuil de détection de la lysozyme et la chymotrypsine. La Figure 3.37

illustre le cas de la lysozyme. Les courbes d’absorption correspondant aux concentrations

de 5 et 10mg/mL se recoupent et il paraît difficile de discriminer de manière certaine les

deux concentrations.

Fig. 3.37 – Absorptions des solutions eau/lysozyme en fonction de la fréquence pour
des concentrations massiques de protéines de 0, 5, 10 et 25mg/mL. Confusion entre les
courbes à 5 et 10mg/mL.

Toutefois, l’observation fine des spectres d’absorption semble montrer que : "sur la

gamme de fréquence étudiée, l’absorption de la solution à 5mg/mL est plus souvent au-

dessus qu’en dessous de celle de 10mg/mL". Cependant, cette affirmation qualitative ne

permet pas de discriminer à coup sûr les deux concentrations. Il faut la rendre quantitative.

Pour cela, une Analyse en Composante Principale des spectresd’absorption est effectuée.

La composante principale 1 (PC1) du jeu des spectres d’absorption correspond à la forme

globale de l’absorption, qui se reproduit pour chaque solution. En effet, le jeu de données

ainsi que la PC1 sont représentés en Figure 3.38.

Au sein de l’absorption de chaque solution, la forme de PC1 estprésente avec un cer-

tains poids (le "score"). La Figure 3.39 trace les poids en PC1 dechaque solution pour

les différentes protéines. Le grandissement en insert montre que les solutions à 5mg/mL

et 10mg/mL sont maintenant discriminées à coup sûr pour la lysozyme. Dans le cas de la

chymotrypsine, la distinction est possible mais moins nette que la lysozyme. Il faut noter

au passage que les poids représentés ne correspondent pas, en toute rigueur, à l’absorption
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Fig. 3.38 – Jeu de données d’absorptions et première composante principale PC1 en fonc-
tion de la fréquence.

des solutions en unité arbitraire. Si ils peuvent être utilisés à des fins d’amélioration de

détection/discrimination, ils ne peuvent cependant pas faire l’objet d’une analyse quanti-

tative. Celle qui sera proposée dans les paragraphes suivants reposera ainsi sur les données

mesurées représentées en Figure 3.36 pour une fréquence de 100GHz. Néanmoins, l’em-

ploi d’un outil d’origine chimiométrique a permis d’amenerla sensibilité du dispositif à

5mg/mL pour toutes les protéines, divisant ainsi par 10 la sensibilité en absorption des

dispositifs microfluidiques THz rencontrés dans la littérature.
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Fig. 3.39 – Poids en PC1 de chaque solution eau/protéine. Zoomsur les faibles concen-
trations pour voir la détection à 5mg/mL.
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Considérant l’extension du champ électrique et les dimensions du canal, le volume

de solution sondé par la ligne de Goubau est inférieur àV = 200µm x 200µm x 200µm

= 8.10−12m3. En terme de quantité de protéines BSA sondées, 5mg/mL dans levolume

V permet d’atteindre un seuil de détection de BSA de 0.6 picomole au sein du système

microfluidique. Comparé aux 10 picomoles atteints par Georgeet al., plus d’un ordre de

grandeur a été gagné [93].

La sensibilité en concentration obtenue de 5mg/mL est du même ordre de grandeur

que celle obtenue par les groupes utilisant des dispositifsde mesure "classiques" (non

intégrés et non microfluidiques). Ainsi, le groupe de Martina Havenith obtient une sen-

sibilité de l’ordre de 1mg/mL sur la protéineλ ∗
6−85 [24] et celui de Kevin Plaxco une

sensibilité de l’ordre de 10mg/mL sur la lysozyme [146]. Surdes mélanges eau/alcool, le

groupe de Peter Jepsen présente une sensibilité de l’ordre de 30mg/mL [147, 17]. Avec la

protéine Subtilisin Carlsberg, mais dans un solvant organique (le dioxane), Mickanet al.

distinguent des solutions concentrées à 2mg/mL [131]. Enfin, sur des solutions saccha-

rose/eau, Arikawaet al.obtiennent une sensibilité de l’ordre de 60mg/mL [21].

B Etude de l’hydratation des protéines

Grâce aux mesures précédemment effectuées, une analyse quantitative de l’hydrata-

tion des protéines va être menée. Afin de valider le jeu de données utilisé, une comparai-

son avec des données disponibles est d’abord effectuée effectuée.

1 Absorption normalisée des échantillons

Dans un premier temps, les tracés de l’absorption normalisée α/αH2O des solutions

investiguées sont donnés en Figures 3.40 et 3.41. A des fins decomparaison, la Figure

3.40-droite, extraite de l’article de Kitagawaet al., donne ce même rapport pour les so-

lutions BSA/eau et montre un très bon accord avec nos mesures [96]. En effet, les points

à 100mg/mL et à 100GHz sont très comparables. La comparaisonde ces figures permet

visuellement de mettre en évidence le gain en sensibilité acquis dans l’étude présente.

Une fois le jeu de données validé, une analyse quantitative en terme de nombre d’hy-

dratation est effectuée. En raison de la zone restreinte de concentration sondée (dûe à la

solubilité des protéines), une méthode différente de celleutilisée pour l’éthanol est utili-

sée. Elle est décrite dans la suite.
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Fig. 3.40 – Gauche : Absorption normalisée des solutions eau/BSA en fonction de la
fréquence et de la concentration. Droite : Comparaison avec les données de [96].
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Fig. 3.41 – Gauche : Absorption normalisée des solutions eau/lysozyme en fonction
de la fréquence et de la concentration. Droite : Absorption normalisée des solutions
eau/chymotrypsine en fonction de la fréquence et de la concentration.
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2 Nombre d’hydratation des protéines

Méthode d’extraction du nombre d’hydratation

Les protéines étant des macromolécules, il est possible de négliger leur absorption

dans les gammes de fréquence sub-THz et THz. En effet, le Chapitre 1 a montré que la vi-

bration d’une protéine en solution était de l’ordre de plusieurs dizaines de nano-secondes

(équation 1.5). Dans le cas de mélanges eau/protéine, et en négligeant pour le moment tout

effet d’interaction entre ces deux espèces, l’augmentation de la concentration massiquec

en protéine doit donc s’accompagner d’une chute de l’absorption de la solution. En effet,

la protéine qui n’absorbe pas remplace de l’eau qui absorbait16. Cette chute d’absorption

16L’évolution du jeu de données montre en effet cette diminution de l’absorption. Une observation atten-
tive montre même que cette diminution est uniforme sur la gamme de fréquence observée et correspond bien
à une diminution de la contribution en eau uniquement. En effet, dans le cas où une contribution de la pro-
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∆α est proportionnelle au volume occupé par la protéine et peuts’écrire :

∆α = xprotαH2O = αprot (3.29)

où xprot est le pourcentage en volume occupé par la protéine en solution. Il est donné par

la relationxprot = c.Vs où Vs [mL/mg] est le volume partiel spécifique de la protéine. Il

correspond au volume qu’occupe 1mg de protéine en solution [148]. En pratique,∆α me-

suré est supérieur à celui obtenu par l’équation 3.29 car unefraction de l’eau en solution

(l’eau d’hydratation) est altérée par la présence de la protéine. Dans l’hypothèse où cette

eau d’hydratation n’absorbe plus l’onde17, ∆α peut s’écrire :

∆α = αprot +αhydr = xprotαH2O +xhydrαH2O (3.30)

où αhydr est l’absorption de la couche d’hydratation etxhydr est la fraction volumique

occupée par l’eau d’hydratation en solution. Cette dernièrepeut s’exprimer par

xhydr =
Nhydr.MH2O

NA.ρH2O
(3.31)

oùNhydr est le nombre de molécules d’eau d’hydratation en solution,NA le nombre d’Avo-

gadro,MH2O la masse molaire de l’eau etρH2O sa masse volumique. SiNh est le nombre

d’hydratation (nombre de molécules d’eau d’hydratation par protéine en solution) etNprot

le nombre de protéines en solution, alorsNhydr = Nprot.Nh. Or,

Nprot =
c.NA

Mprot
(3.32)

où Mprot est la masse molaire de la protéine considérée. La compilation de toutes les

relations précédentes permet d’aboutir à l’obtention du nombre d’hydratation :

Nh =

(
∆α

αH2O
−c.Vs

)

.
Mprot.ρH2O

MH2O.c
(3.33)

téine apparaissait des changements spectraux plus localisés en fréquence seraient susceptibles d’apparaître
et la diminution de l’absorption ne serait pas une pure translation. Pour vérifier cet effet, des investigations
en PCA ont été réalisées et ont montré que, pour les différentes protéines investiguées, aucune signature
spectrale ne pouvait être décelée.

17Cette approche est validée par Xuet al. qui ont mis en évidence que, dans le cas de la lysozyme
investiguée entre 75GHz et 105GHz, seule l’eau libre (bulk water) participe à l’absorption de la solution.
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Incertitude sur le nombre d’hydratation

Avant d’appliquer la méthode précédente aux mesures, un calcul d’incertitude est

mené afin de déterminer quels sont les paramètres cruciaux pour la minimiser. L’incer-

titude majeure vient de la mesure à l’Analyseur de Réseau Vectoriel δS21 qui se traduit

par une incertitude sur l’absorption mesuréeδα, et donc sur la différence d’absorption

entre la solution et l’eauδ∆α. Par l’équation 3.33, il vient que l’incertitude surNh est :

δNh =
Mprot.ρH2O

c.MH2O.αH2O
δα (3.34)

L’incertitude surNh sera donc d’autant plus grande que la protéine considérée aura

une masse molaire grande et que la solution considérée aura une concentration massique

faible. Pour cette raison, seules les solutions à 50, 75 ou 100mg/mL seront utilisées pour

calculer le nombre d’hydratation.

Nombre d’hydratation des protéines mesurées

Les valeurs des paramètres nécessaires à l’application de la méthode précédente sont

donnés dans la Table 3.1.

ρH2O (kg/m3) 1000
MH2O (g/mol) 18
MBSA(g/mol) 66430
Mlyso (g/mol) 14600
Mchy (g/mol) 25000

VsBSA(mL/g) [148] 0.736
Vslyso(mL/g) [148] 0.717
Vschy(mL/g) [148] 0.718

Tab. 3.1 – Paramètres nécessaires pour le calcul du nombre d’hydratation.

Les résultats de l’extraction des données sont donnés en Figure 3.42 pour les trois

protéines. Pour la BSA, les valeurs trouvées sont légèrementinférieures à celles détermi-

nées par Kitagawaet al. [96], et plus conformes à celles données par Suzukiet al. [149].

Dans l’étude de Kitagawa, il semble que les auteurs négligent le volume occupé par la

protéine en solution pour le calcul du nombre d’hydratation, que donc ils surestiment.

Pour la lysozyme, les valeurs trouvées sont en très bonne cohérence avec celles obtenues

en mesures "bulk" [150], [146]. La sensible diminution du nombre d’hydratation avec la

concentration peut être attribuée au phénomène de recouvrement des couches d’hydra-
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tation : plus la densité en protéines est élevée au sein de la solution, plus la probabilité

qu’une molécule d’eau appartienne à la couche d’hydratation de deux protéines est élevée.

Enfin, il convient de préciser que l’analyse ici menée permetde dénombrer le nombre de

molécules d’eau qui n’absorbent plus l’onde électromagnétique. Dans le cas de l’éthanol,

il avait été montré que ces molécules correspondent à cellesqui sont directement liées à la

molécule dissoute (première couche). Des simulations en dynamique moléculaire seraient

nécessaires afin de corroborer ce point dans le cas des protéines et de vérifier les nombres

d’hydratation ici relevés.
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Fig. 3.42 – Nombre d’hydratation de BSA, chymotrypsine et lysozyme en solution.
.
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Conclusion

En partant du système développé dans la partie précédente, il a d’abord été possible de

caractériser l’interaction eau/alcool grâce à la caractérisation de l’hydratation de l’étha-

nol. Cette investigation a été d’abord menée à une fréquence particulière, puis étendue

au jeu de données complet grâce aux techniques de chimiométrie. Celles-ci ont mis en

évidence la présence de deux couches d’hydratation dont lesconcentrations et spectres

ont pu être déterminés.

Cette étude s’est ensuite portée sur des protéines et une sensibilité en absorption de

5mg/mL a été obtenue. Cette valeur est à l’état de l’art des sensibilités en absorption

des dispositifs THz "macroscopiques" et dépasse celui des dispositifs microfluidiques.

Elle permet des analyses quantitatives directement dans lemicrosystème et a mené à

la caractérisation de l’hydratation de plusieurs protéines. Un objectif est désormais de

pouvoir suivre, en temps réel, des changements de conformation de protéines, suite à des

modifications de pH ou de température dans le microsystème. Un autre est d’augmenter

les fréquences d’investigation afin de réaliser un spectroscopie à quelques THz au sein du

dispositif et ainsi exciter davantage de modes vibratoiresau sein des protéines. A cette

fin, des fonctions électromagnétiques nouvelles doivent être réalisées et sont présentées

dans la Partie suivante.
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Partie 4

Fonctions électromagnétiques et

microfluidiques avancées

L’amélioration du circuit électromagnétique est proposéedans cette partie à travers la

réalisation de lignes corruguées et d’interféromètres. Laspécificité de l’écoulement mi-

crofluidique est décrite et exploitée dans le cadre d’une réaction enzymatique.
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Introduction

Jusqu’à présent, les mesures réalisées au sein du dispositif reposent sur l’utilisation

du circuit électromagnétique comme guide d’onde et du circuit microfluidique comme

convoyeur d’échantillons. Or, le procédé technologique développé pour la fabrication du

BioMEMS permet des conceptions plus avancées de ces deux circuits. Ainsi des struc-

tures de ligne de Goubau "améliorées" peuvent être facilement conçues. De même, alors

que jusqu’à présent l’usage de microcanaux permettait uniquement la réduction de taille

des échantillons, le microsystème pourrait bénéficier de circuits microfluidiques avancés

présents dans la littérature consacrée.

Cette partie s’attache donc à décrire les améliorations envisagées et réalisées au sein

du dispositif, d’une part concernant le circuit électromagnétique et d’autre part le circuit

microfluidique.
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I Fonctions électromagnétiques sur ligne de Goubau

Une limitation du microsystème actuellement développé estsa capacité à investiguer

des plus hautes fréquences jusqu’à plusieurs THz. En effet,la présence de modes de sub-

strat au-delà de plusieurs centaines de GHz ne permet plus leconfinement de l’onde autour

de la ligne de Goubau planaire. De plus, les mesures actuelles ne reposent que sur l’ab-

sorption de l’échantillon. Or des mesures en phase (réfraction de l’échantillon) pourraient

apporter des informations complémentaires en vue d’analyse.

Ces deux limites peuvent être levées par le développement de structures électroma-

gnétiques avancées, présentées dans les paragraphes suivants. Il sera montré (i) que la

corrugation périodique des lignes de Goubau permet l’amélioration du confinement du

champ électromagnétique et (ii) que des méthodes différentielles (de type Bianco-Parodi

ou interférométrique) peuvent être mises en oeuvre au sein des dispositifs.

A Monter en fréquence

1 Le problème des modes de substrat

Lorsque la longueur d’onde propagée dans le dispositif devient suffisamment faible,

le champ électromagnétique est capable de se détacher de la ligne de Goubau pour se

propager dans le substrat de verre (Figure 4.1-droite). L’onde n’est alors plus détectée en

sortie par l’analyseur de réseau. Expérimentalement, une chute brutale du paramètreS21

au-delà d’une certaine fréquence traduit ce phénomène, rendant caduque l’utilisation du

dispositif. L’expression de la fréquence de coupure haute limitante est donnée par :

fc =
c

2.
√µεr

√
(m

a

)2
+
(n

h

)2
(4.1)

où εr est la permittivité diélectrique relative du substrat,µ sa perméabilité relative,h son

épaisseur eta la largeur d’excitation de la ligne de Goubau décrite dans [151]. m et n

sont des entiers. Cette expression montre qu’une voie pour repousser à plus haute fré-
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quence l’apparition des modes de substrat est de diminuer son épaisseur. L’évolution de

la fréquence d’apparition des modes de substrat en fonctionde l’épaisseur du substrat est

représentée en Figure 4.1-gauche. Utiliser des substrats moins épais est une option. Ce-

pendant, pour ces échantillons, les contraintes thermiques issues des collages entraînent

une courbure des substrats trop importante pour utiliser leprocédé technologique actuel.

Une autre voie est l’amincissement des dispositifs après leprocédé technologique à l’aide

d’un abrasif. Les vitesses d’amincissement sont cependantfaibles et l’amincissement de

centaines de micromètres de pyrex demande plusieurs jours,ce qui représente un étape

coûteuse en temps et en abrasif. Enfin, une autre possibilitéest la réalisation de mem-

branes localisées en dessous des lignes de Goubau. Elles peuvent être réalisées à partir

d’un bâti de gravure de verre mais nécessitent une nouvelle optimisation du procédé tech-

nologique.
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Fig. 4.1 – (a) Fréquence d’apparition des modes de substrat en fonction de l’épaisseur de
substrat. (b,c) Topographie de l’amplitude du champ électrique lors de la propagation de
modes de subtrat pour deux épaisseurs. (b) H=350µm (c) H=500µm (f=280GHz)

Ainsi, les méthodes "traditionnellement" utilisées pour résoudre le problème des modes

de substrat sont non triviales et nécessitent de nouvelles investigations technologiques et

une sophistication du procédé de fabrication.

Une solution originale peut être obtenue par une géométrie particulière de la ligne de

Goubau. Elle présente l’avantage d’être entièrement compatible avec le procédé techno-

logique développé lors de la thèse. Pour la décrire, un retour sur la propagation électro-

magnétique sur la ligne de Goubau est nécessaire.
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2 Plasmons de surface et guides d’onde corrugués

La propagation autour de la ligne de Goubau est de type quasi-TEM. C’est pourquoi

une approche "rayon" est souvent suffisante pour la décrire. C’est le cas depuis le début

du manuscrit. Il sera d’ailleurs montré par la suite que cette simplification est pertinente

même dans le cas de structures avancées de type interférométrique.

Cependant, la théorie des plasmons de surface est nécessairepour la description ap-

profondie de la propagation autour de la ligne de Goubau. Elle décrit des ondes élec-

tromagnétiques propagées par des électrons à des interfaces métal/diélectrique (ondes

de surface). La vibration de ces électrons permet la propagation d’une onde progres-

sive dans le plan de l’interface et évanescente dans le plan orthogonal. Pour des fré-

quences largement inférieures à la fréquence "plasmon" de l’or1, la relation de dispersion

k(ω) est linéaire justifiant l’approche de type rayon aux fréquences THz. Sur ces bases

théoriques, Fernandez-Dominguezet al. ont démontré que la corrugation "sub-longueur

d’onde" d’un guide d’onde métallique THz circulaire (3D) permettait un meilleur confi-

nement du champ électromagnétique [152]. En effet, tout se passe comme si le champ, en

moyenne, pénétrait plus profondément dans le métal et y était donc plus "solidaire".

Des lignes de Goubau planaires corruguées ont donc été dessinées et testées afin d’ob-

server leur effet sur la propagation de l’onde. Elles sont représentées en Figure 4.2. Le sub-

strat utilisé est en pyrex, de permittivité diélectriqueεr = 6.5 et d’épaisseurH = 350µm.

Fig. 4.2 – Ligne de Goubau corruguée sur substrat de verre.a = 15µm, L = 20µm, h =
17.5µm, R= 20µm.

1Située dans la gamme de fréquence optique
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La mesure des paramètresSa été menée jusque 220GHz pour une ligne de Goubau et

une ligne de Goubau corruguée de même longueur. L’analyse deS21 (Figure 4.3-gauche)

montre que la présence de corrugation fait disparaître la chute de transmission à partir de

150GHz due aux modes de substrat. Jusque 150GHz, la présencede corrugations n’al-

tère pas la propagation puisque le niveau de transmission est sensiblement identique dans

les deux cas2. Pour la ligne corruguée, une décroissance de la transmission linéaire avec

la fréquence est tout de même observée de 150 à 220GHz. Elle correspond cependant

aux pertes du substrat en pyrex. En effet, grâce à des simulations sous CST Microwave

Studio présentées en Figure 4.3-droite, l’effet de la corrugation sur le rejet des modes de

substrat est observé pour un substrat d’épaisseur de 300µm. Ce rejet est similaire à celui

obtenu par l’utilisation d’un substrat fin de 50µm d’épaisseur. Il est également observé

que l’augmentation des pertes du substrat (tanδ ) conduit à une décroissance du signal

transmis avec la fréquence, qui justifie la décroissance linéaire expérimentale observée

avec la ligne corruguée. La Figure 4.3-droite suggère que l’utilisation d’un substrat faible

perte (en quartz par exemple) permettrait de s’affranchir de cette décroissance.
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Fig. 4.3 – Gauche : Disparition des modes de substrat lors de l’utilisation de lignes de
Goubau corruguées. Résultat expérimental. - Droite : Comparaison ligne simple et corru-
guée. Influence de l’épaisseur et des pertes du substrat sur la transmission. Résultats de
simulation sous CST Microwave Studio.

Pour affiner la compréhension physique et l’influence des paramètres de corrugation

sur les modes de substrat, d’autres simulations ont été menées. La Figure 4.4 montre, pour

2En réalité, la présence de corrugations introduit certaines pertes supplémentaires. Pour les quantifier,
des simulations ont été effectuées sur un substrat de pyrex de pertes : tanδ = 0.01. Les pertes de propagation
obtenues pour la structure corruguée (0.13dB/mm à 60GHz) sont légèrement supérieures à celles obtenues
pour la structure simple (0.10 dB/mm à 60GHz). Ce léger écartest observable sur la Figure 4.3-gauche.
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un substrat d’épaisseur 300µm et de faibles pertes, l’évolution de la transmission en fonc-

tion de la profondeur de corrugationR. Alors que la ligne de Goubau simple est propice

à la propagation des modes de substrat, l’augmentation de laprofondeur de corrugation

s’accompagne d’un rejet de ces modes vers des plus hautes fréquences. La transmission

optimale est observée pourR= 20µm. Au delà, la transmission diminue légèrement en

raison de l’absorption créée par la présence des corrugations. L’observation de la réparti-

tion de l’amplitude du champ électrique à 325GHz montre bienla propagation des modes

de substrat dans le cas de la ligne simple et le meilleur attachement de l’onde à la ligne

pour une corrugationR= 20µm.
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Fig. 4.4 – Influence de la profondeur de corrugation sur le rejet des modes de substrat.
R−h = 2.5µm constant. Zooms : Amplitude du champ électrique à 325GHz pour ligne
simple et ligne corruguée (R= 20µm). Résultats de simulation.

Pour appréhender ce meilleur attachement, l’extension du champ électrique côté py-

rex et côté air autour de la ligne de Goubau a été quantifiée en fonction des paramètres

géométriques pour une fréquence de 180GHz. La Figure 4.5 représente l’amplitude du

champ électrique en fonction der, distance perspendiculaire à la ligne de Goubau. La

corrugation de la ligne augmente l’extension du champ dans le pyrex et l’air. Par ailleurs,

plus la profondeur de corrugationR est importante, plus l’extension est augmentée. Pour

une simple ligne de Goubau non corruguée, les mêmes simulations montrent que l’ex-

tension du champ augmente lorsque l’on diminue les fréquences d’investigation. Autre-
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ment dit, l’extension du champ autour une ligne corruguée à la fréquencef0 correspond

à l’extension du champ autour d’une ligne simple à la fréquence f0−∆ f , où ∆ f est un

décalage de fréquence positif. En supposant que l’augmentation des modes de substrat

avec la fréquence pour une ligne simple est dû à la diminutionde l’extension du champ

électrique, il vient que la corrugation, en augmentant cette extension, rejette à des plus

hautes fréquences l’apparition des modes de substrat. L’onde électromagnétique est donc

plus fortement attachée à la ligne corruguée qu’à la ligne simple.
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Fig. 4.5 – Extension du champ électrique dans l’air et le substrat pour une ligne simple et
diverses lignes corruguées.f = 180GHz.R−h = 2.5µm. Résultats de simulation.

Afin de confirmer ces observations, la mesure du paramètreS21 a été effectuée, pour

la même ligne sur le même substrat, avec un substrat reposantsur deux absorbants diffé-

rents (Eccosorb MFS-117 souple et MF-117 rigide de Emerson and Cuming Microwave

Products). Les résultats de la Figure 4.6 montrent que la propagation est insensible au

matériau sous le substrat dans le cas d’une PGL corruguée, contrairement à une PGL

classique. Cela signifie que, dans le cas d’une ligne simple, la propagation dépend du

matériau situé en dessous du substrat (qui agit comme une condition aux limites pour la

propagation du mode de substrat). En revanche, avec une ligne corruguée, les modes de

substrat sont rejetés et il n’y a pas d’influence significative du matériau situé en dessous

du substrat sur les propriétés de propagation.
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Fig. 4.6 – Variation deS21 en fonction de l’absorbant positionné sous le substrat. Tests
avec ligne de Goubau classique et corruguée.

La corrugation des lignes de Goubau est donc un moyen efficaceet rapide pour per-

mettre le rejet des modes de substrat vers des horizons lointains. Des mesures à plus

hautes fréquences seraient nécessaires pour quantifier leur nouvelle fréquence d’appari-

tion, et ce en fonction des paramètres géométriques de la corrugation. L’intégration de ces

lignes au sein du microsystème est un objectif qui permettra, à court terme, d’accroître la

gamme de fréquences d’investigation sur protéines en microcanaux. A plus long terme, la

réalisation de lignes corruguées sur membranes pourrait permettre une propagation THz

guidée entre 1 et 10THz.

D’un point de vue théorique, la présence de corrugations abaisse la valeur de la fré-

quence plasma effective [152, 153, 154]. Ainsi, la relationde dispersion caractérisant la

propagation est modifiée. Dans la zone de fréquences THz, la pentek(ω) est plus faible,

ce qui traduit un ralentissement de l’onde par la structure corruguée. La Figure 4.7, ob-

tenue par simulation, confirme cette affirmation. Plus la profondeur de corrugation est

importante, plus la courbure de la relation de dispersion est prononcée. Pour l’obser-

ver expérimentalement et la caractériser dans la structureprésente, des investigations en

phase doivent être menées. De manière générale, la capacitéde notre système à analy-

ser des échantillons en terme d’absorption et de réfractionest souhaitable pour aboutir à

une caractérisation complète. De manière électromagnétique, cela revient à caractériser

l’échantillon par sa permittivité diélectrique complexe :en première approximation, la

partie réelle correspondrait à la réfraction et la partie imaginaire à l’absorption.
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Fig. 4.7 – Relation de dispersion pour la propagation de l’onde électromagnétique au-
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B Mesurer l’indice de réfraction

Pour accéder à l’indice de réfraction d’échantillons, deuxméthodes basées sur des

mesures différentielles seront présentées. L’une dite de "Bianco-Parodi" est inspirée de

l’électronique à plus basses fréquences. L’autre d’origine optique consiste à l’intégration

d’un interféromètre de Mach Zehnder en technologie Goubau.

1 Méthode de Bianco-Parodi

Théorie

La méthode de type Bianco et Parodi [133], [155], [156] reposesur la confrontation

de deux mesures d’un échantillon de même nature, mais de longueurs différentes ; tous les

autres paramètres du système restant invariants (Figure 4.8). En considérant le formalisme

usuel pour la description des quadripoles, la matrice de répartition [S], mesurée par un

Analyseur de Réseau Vectoriel est définie par :

[

b1

b2

]

=

(

S11 S12

S21 S22

)[

a1

a2

]

(4.2)

Cette matrice n’est pas cascadable : la matrice[S] d’un ensemble de quadripoles en série

n’est pas le produit des matrices[S] de chacun des quadripoles. La matrice cascade[T] est
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alors définie pour y parvenir :

[

b1

a1

]

=

(

T11 T12

T21 T22

)[

a2

b2

]

(4.3)

La comparaison de (4.2) et (4.3) donne l’expression de la matrice [T] en fonction des

paramètres S, mesurables :

[

T
]

=
1

S21

(

(S12S21−S11S22) S11

−S22 1

)

(4.4)

En considérant la Figure 4.8, soient[Ta], [Tb], [TA], [TB] et [Ts] respectivement les matrices

cascades des structures entières a) et b), des tronçons A et Bet de l’échantillon ajouté de

longueur L. Il vient par la propriété de cascade :

Ta = TATB (4.5)

Tb = TATsTB (4.6)

D’où :

TbT−1
a = TATsT

−1
A (4.7)

Les matricesTs etTbT−1
a sont donc semblables et, par conséquent, ont même trace :

tr(Ts) = tr(TbT−1
a ) (4.8)

Les matricesTb et Ta étant connues par la mesures des paramètres S dans les deux situa-

tions, le terme de droite est obtenu expérimentalement. De plus, la matrice[Ts], dans le

cas d’une ligne de transmission idéale caractérisée par le nombre complexeγ, est :

[

Ts

]

=

(

e−γL 0

0 eγL

)

(4.9)

On en déduit, à partir de l’équation 4.8, l’expression reliant γ aux paramètres S mesurés

dans les deux situations3 :

2cosh(γL) =
S2

21,a +S2
21,b−2S11,aS11,b−S2

11,a−S2
11,b

S21,aS21,b
(4.10)

3Ici simplifiée pour le cas de structures symétriques et réciproques.
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Fig. 4.8 – Méthode de Bianco-Parodi appliquée au BioMEMS THz.

où les paramètres indicésa et b correspondent respectivement à ceux de la mesure de la

situation a) et b).γ du milieu ajouté, de longueur L, peut donc être déterminé. A partir des

équations présentées dans la partie précédente,γ donne accès àα etβ et permet d’extraire

n etk. De là,ε(ω) = ε ′(ω)− jε ′′(ω) peut être obtenu.

Simulations sous CST Microwave Studio

Afin de valider cette approche théorique, des simulations ont été menées avec le logi-

ciel CST Microwave Studio. Divers liquides ont été testés, avec une permittivité suivant

un modèle de Debye du second ordre [16], [157] :

ε(ω) = ε∞ +
∆ε1

1+ jτ1ω
+

∆ε2

1+ jτ2ω
(4.11)

Les simulations sont lancées sur les structures a) et b), avec une permittivité de type De-

bye, pour des fréquences de 0 à 110GHz. Les paramètres S sont récupérés pour chaque

simulation et utilisés dans l’expression de Bianco Parodi (BP). A partir deγ extrait, la

permittivité de la solutionεBP est déterminée et confrontée à celle injectée dans les pa-

ramètres de simulation. En réalité, la méthode de Bianco Parodi permet de revenir à la

permittivité effective de l’ensemble (liquide + substrat). Dans le cas des milieux à faibles

pertes, la permittivité effective est souvent approximée par la moyenne de la permittivité
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du milieu à investiguerε et du substratεs :

εe f f =
ε + εs

2
(4.12)

De la même manière, pour les milieux à fortes pertes, on considérera que la permittivité

diélectrique effective est une combinaison linéaire de celle de l’échantillon et du substrat

comme suit :

ε ′(ω) = A′(ω)ε ′e f f +B′(ω) (4.13)

ε ′′(ω) = A′′(ω)ε ′′e f f +B′′(ω) (4.14)

Afin de trouver les fonctionsA′(ω), A′′(ω), B′(ω), etB′′(ω), une étape de calibration est

nécessaire, avec deux liquides différents (ici eau et éthanol 30%). L’extraction de l’étha-

nol à 70% est ensuite menée et montrée sur la Figure 4.9. L’extraction est très satisfaisante

pour des fréquences supérieures à 40GHz4, au prix de deux passages de liquides au préa-

lable pour la calibration. La méthode de Bianco-Parodi est donc transposable aux mesures

par ligne de Goubau, permettant ainsi la caractérisation complète d’un échantillon à partir

de la mesure des paramètresS.
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Fig. 4.9 – Extraction de la permittivité diélectrique de l’éthanol à 70%. Calibration grâce
à l’eau et à l’éthanol 30 %.x représente la fraction volumique d’éthanol

Caractérisation des structures corruguées

L’analyse de la Figure 4.3-gauche a montré que la présence decorrugations sur ligne

de Goubau altérait peu la puissance transmise du guide d’onde (peu de pertes supplé-

mentaires). En revanche, elle n’avait pas permis de discuter expérimentalement de l’in-

fluence des corrugations sur la vitesse de propagation de l’onde. Pour cela, la méthode de

4Domaine de fréquence pour lequel la transition coplanaire/Goubau est optimisée.
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Bianco-Parodi précédemment validée par simulation a été mise en oeuvre sur des lignes

de Goubau ordinaires et corruguées (Figure 4.10-gauche), de différence de longueur 1mm.

L’analyse des résultats en terme d’indice de réfraction estdonnée en Figure 4.10-droite et

montre un décalage. L’écart est relativement constant sur la bande de fréquence investi-

guée et vaut∆n = 0.31 à 80GHz.
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Fig. 4.10 – Gauche : Configuration pour la caractérisation desstructures corruguées par
méthode de Bianco-Parodi.∆L = 1mm. Droite : Indice de propagation effectif pour ligne
de Goubau ordinaire et corruguée.

L’onde est donc bien ralentie par la présence de corrugations qui permettent la réali-

sation de fonction "déphaseur". L’étude de l’influence des paramètres géométriques de la

corrugation sur l’écart d’indice de propagation a été réalisée en simulation à une fréquence

de 100GHz et est présentée en Figure 4.11. Augmenter la profondeur de corrugationR (en

gardantR−h = 2.5µm constant) augmente le décalage d’indice de propagation avec une

ligne de Goubau simple de manière quasi-linéaire. Cette observation est en accord avec

[152] et avec la Figure 4.7 qui montraient une augmentation de la courbure de la rela-

tion de dispersion avec la profondeur de corrugation. De plus, pour une profondeur de

corrugation donnée (R= 20µm, h = 17.5µm), l’augmentation du rapport de formev/L

(avecL = 20µm) diminue le décalage d’indice. En effet, quandv/L s’approche de 1, on

retombe sur une structure classique de ligne de Goubau et le décalage d’indice tend vers 0.

La méthode de Bianco-Parodi semble donc bien adaptée à la structure ligne de Goubau

sub-THz et THz. Elle nécessite cependant deux mesures sur des lignes de longueur dif-

férentes avec un positionnement précis des pointes sur les lignes. En effet, entre les deux

mesures, l’écart de pose entre les pointes doit être bien inférieur à la longueur d’onde pro-
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Fig. 4.11 – Décalage de l’indice de réfraction en fonctions des paramètres géométriques.
f = 100GHz. Résultats de simulation CST. Gris : Influence du rapport v/L avecL =
20µm, R= 20µm eth = 17.5µm. Noir : Influence de la profondeur de corrugation avec
R−h = 2.5µm, v = 5µm etL = 20µm.

pagée pour permettre une extraction judicieuse des paramètres de propagation. Pour les

fréquences basses de la bande THz, il vient d’être montré quela méthode est toujours per-

tinente. En revanche, l’augmentation par 10 des fréquencesinvestiguées va contraindre le

posé des pointes à une précision dix fois supérieure. En conséquence, le développement

d’une mesure différentielle ne nécessitant qu’un posé de pointes pour la caractérisation de

la propagation semble nécessaire pour l’investigation à plus haute fréquences. A ce titre,

un interféromètre en topologie Goubau planaire a été développé.

2 Interféromètre THz en topologie Goubau

Interféromètre de Mach-Zehnder

La géométrie de l’interféromètre Goubau planaire est présentée en Figure 4.12. Cette

architecture, de type Mach-Zehnder, a déjà été utilisée en bande optique dans des labo-

ratoires sur puce pour la détection de protéine ou de l’hybridation de l’ADN [158, 159].

C’est la première fois à notre connaissance qu’elle est adaptée à un mode guidé THz.

Dans l’interféromètre de Mach-Zehnder, un faisceau incident est divisé en deux (divi-

seur de puissance). Les deux faisceaux produits parcourentles longueurs électriques (1) et

(2) et sont recombinés pour former le signal mesurés, fonction de la différence de marche
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Fig. 4.12 – Structure de l’interféromètre Goubau planaire de type Mach-Zehnder.

δ entre (1) et (2) :

s= s0ejkδ cos

(
kδ
2

)

(4.15)

où s0 est une constante complexe etk = 2π f/c le vecteur d’onde.c = 3.108m/s est la

vitesse de la lumière dans le vide etf la fréquence de l’onde propagée dans la structure.

Pour certaines fréquences (fd,m : fréquences d’interférence destructive), les deux signaux

se recombinant sont en opposition de phase et le signals est minimal. Elles sont données

par :

fd,m =
c

2δ
+m

c
δ

(4.16)

oùmest un entier. Lorsque la structure est équilibrée (δ = 0), il n’existe pas de fréquence

d’interférence destructive. La simulation par CST Microwave Studio d’une structure équi-

librée est donnée en Figure 4.13 pour deux épaisseurs de substrat de verreH. Aucun pic

d’interférence n’est observé. La décroissance du signal transmis avec la fréquence obser-

vée pourH = 350µm s’explique par la propagation de mode de substrats évoquéepré-

cédemment et disparaît pourH = 50µm. Néanmoins, les simulations présentées dans la

suite seront réalisées avec un substrat d’épaisseur 350µm afin de reproduire les conditions

expérimentales futures.
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Fig. 4.13 – Transmission de l’interféromètre équilibré en fonction de la fréquence et de
l’épaisseur des substrats. Visualisation des modes de substrat. Résultats de simulation
CST Microwave Studio.

Interféromètre déséquilibré

Une voie pour créer un déséquilibre au sein de l’interféromètre est d’allonger une des

deux branches intermédiaires d’une longueur∆L. Dans ce cas, la différence de marche

entre les deux rayons recombinants estδ = n∆L où n =
√

εr =
√

εs+1
2 est l’indice de ré-

fraction effectif de propagation. Le comportement de plusieurs structures déséquilibrées

a été simulé et donne les résultats présentés en Figure 4.14-gauche. Comme attendu, des

fréquences d’interférence destructive sont observées. Lafréquencefd,0 du premier pic

observé est représenté en fonction de∆L sur la Figure 4.14-droite. Une très bonne adé-

quation est trouvé entre les résultats de simulation et de l’équation 4.16 est trouvée. Cela

conforte, une fois de plus, l’approche "rayon" utilisée pourla description de l’onde guideé.

Les interféromètres ont été réalisés par un procédé lift-off sur des subtrats de verre de

350µm d’épaisseur [100]. Le paramètreS21 de chaque structure est mesuré de 0 à 110GHz

par un Analyseur de Réseau Vectoriel (ARV) Agilent 8510XF et de 140 à 220GHz par

par des multiplieurs connectés à un ARV Rohde et Schwarz ZVA24. La Figure 4.15 pré-

sente les résultats expérimentaux et confirme les prédictions théoriques. Les fréquences

de première destructionfd,0 sont clairement visibles.fd,1 et fd,2 sont indiquées pour deux

configurations. Les valeurs mesurées defd,0 en fonction de∆L sont reportées dans la

Figure 4.14-droite et sont très proches des résultats théoriques. En revanche, augmen-

ter la fréquence d’interférence diminue la précision de mesure car les pics d’interférence
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Fig. 4.14 – Gauche : Transmission des interféromètres déséquilibrés en fonction de la
fréquence. Droite : Première fréquence d’interférence destructive en fonction de∆L. Ré-
sultats du modèle, de simulation et de mesure. L’épaisseur des croix correspond à l’incer-
titude.

s’élargissent. Ceci s’explique par les pertes au sein du substrat de verre qui détériorent

le contraste des franges d’interférence. L’utilisation d’un substrat faibles pertes de type

quartz devrait nettement améliorer ce point.
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Fig. 4.15 – Transmission des différentes structures d’interféromètre. Les flèches verticales
indiquent les premières, secondes et troisièmes fréquences d’interférence destructive.
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Sensibilité à la variation de permittivité

Une autre manière de faire varier la différence de marche entre les chemins (1) et

(2) est de modifier localement la permittivité diélectriquerencontrée par l’onde. Pour ca-

ractériser la réponse de l’interféromètre à ces variations, la structure déséquilibrée∆L =

0.62mm a été considérée en simulation. Comme affiché sur la Figure 4.16, un échantillon

de longueurl = 1mm, d’épaisseur 100µm et de permittivité relativeεr a été déposé sur

une des branches de l’interféromètre. Un décalage du pic d’interférence en fonction de la

valeur de la permittivité est observé en Figure 4.16. En effet, l’indice de réfraction effectif

au niveau de l’échantillon devientnr =
√

εs+εr
2 .
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Fig. 4.16 – Transmission de l’interféromètre en fonction dela permittivité de l’échantillon
déposé sur une branche. Décalage du pic d’interférence.

Le décalage a été simulé pour d’autres structures déséquilibrées et la Table 4.1 montre

que la sensibilité de l’interféromètre augmente avec la fréquence du pic d’interférence.

En effet, en considérant des faibles variations deεr = 1+ dε, la fréquence du pic d’in-

terférence devientf = f0 + d f , f0 étant la fréquence d’interférence de la structure dés-

équilibrée seule correspondant à la différence de marcheδ0 = n∆L. f peut être exprimé

comme :

f = f0 +d f ∼ c
2δ0

− 2 f 2
0

c
dδ (4.17)
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avecdδ la différence de chemin optique créée par le dépôt de l’échantillon sur la branche :

dδ = l .

(√

εs+1
2

−
√

εs+ εr

2

)

(4.18)

Ces deux équations mènent à l’expression du décalage en fréquence :

d f =
4 f 3

0

c2 .l .∆L.
dε
4

(4.19)

Etant donné que∆L est inversement proportionnel àf0, la sensibilité de l’interféromètre

d f/dε est proportionnelle àf 2
0 . Cette dépendence explique l’augmentation observée en

Table 4.1. Plus loin, il sera montré que la topologie ici présentée pour l’interféromètre

permet la réalisation d’interférences à plusieurs THz, menant à une forte augmentation

des sensibilités.

∆L (mm) 1.34 0.83 0.62
f0 (GHz) 59.8 89 116
d f/dε (GHz) 0.9 2.06 6.02

Tab. 4.1 – Sensibilité de l’interféromètre en fonction de lastructure déséquilibrée choisie.

A titre de vérification expérimentale, des gouttes de BCB 3022-46 (de Dow Chemi-

cal) ont été manuellement déposées sur une des branches des structures interférométriques

réalisées dans la partie précédente. Un décalage de la fréquence d’interférence est observé

sur la Figure 4.17. En utilisant l’équation 4.17, la permittivité diélectique relative du BCB

est estimée à 2.8±0.3 entre 40 et 110GHz, résultat en bonne adéquation avec les données

constructeur (εr = 2.65 jusque 20GHz). Les incertitudes de mesures proviennent essen-

tiellement de la forme de la goutte sur la ligne de Goubau (dépôt manuel, épaisseur non

constante, estimation de la longueurl délicate). En vue d’une amélioration, l’utilisation de

BCB photosensible permettrait un dépôt par centrifugation suivi d’une étape d’insolation

et de développement. La zone de BCB serait ainsi géométriquement mieux définie. Néan-

moins, cette expérience prouve la capacité de l’interféromètre à caractériser des matériaux

diélectriques dans la bande sub-THz.

Caractérisation de la ligne corruguée

La structure interférométrique a ensuité été utilisée pourcaractériser le ralentissement

de l’onde par la corrugation sur ligne de Goubau. A cette fin, l’interféromètre est com-

posé d’une branche non corruguée et d’une branche corruguée, comme montré en Figure
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Fig. 4.17 – Transmission de l’interféromètre avec et sans BCB déposé sur une des
branches. Décalage du pic d’interférence.

4.18-droite. La longueur d’une branche estl = 6.37mm. La transmission de cette structure

de 0 à 220GHz est représentée en Figure 4.18-gauche. Un pic d’interférence destructive

est obtenu pourf0 ∈ [72GHz ;78GHz]. L’existence de ce pic démontre que les pertes

sont quasiment identiques pour les deux branches de l’interféromètre. En considérant

∆n = c/(2 f0l), il vient ∆n∈ [0.302 ;0.327], résultat en accord avec∆n = 0.31 déterminé

par la méthode de Bianco-Parodi. L’incertitude sur la valeurde ∆n provient (i) de la lé-

gère différence de pertes entre la ligne corruguée et la ligne simple ainsi que (ii) d’une

légère désadaptation d’impédance entre ligne corruguée etligne simple qui diminuent le

contraste des franges d’interférence. Cependant, en considérant l’écart relatif d’indice de

réfraction entre la ligne simplenPGL et la ligne corruguéencPGL : ∆n/(nPGL+ncPGL∼ 7%,

la réflexion d’onde à leur interface est faible. Pour le vérifier, la Figure 4.19 montre les si-

gnaux transmis et réfléchi à l’interface ligne simple / lignecorruguée. L’amplitude maxi-

male du signal réfléchi est divisée par 10 en comparaison à l’amplitude maximale du

signal transmis. La désadaptation d’impédance peut donc être considérée comme négli-

geable.
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Fig. 4.18 – Transmission de l’interféromètre Goubau composé d’une branche corruguée
et d’une branche non corruguée. Visualisation du pic d’interférence destructive.

La cohérence des résultats provenant de la méthode de Bianco Parodi et de la méthode

interférométrique valide donc ces deux approches nouvelles pour la caractérisation d’in-

dice de réfraction d’échantillons par technologie Goubau planaire dans la bande sub-THz.
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Fig. 4.19 – Signaux incident, réfléchi et transmis à l’interface ligne simple / ligne corrru-
guée. Résultats de simulation.
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Perspectives de l’interféromètre Goubau

La technologie Goubau permet aisément l’accès à des fréquences de l’ordre du THz,

sous condition de disposer de sources et détecteurs adéquats. En effet, même si la démons-

tration expérimentale n’a ici été menée que jusque 220GHz, la simulation présentée en

Figure 4.20 montre que des pics d’interférence autour de 1THz sont accessibles grâce à la

même topologie. Pour éviter les indésirés modes de substrat, l’épaisseur du substrat a été

choisie égale à 50µm. Les dimensions de la structure ont été choisies en utilisant l’équa-

tion 4.16. Pour améliorer la sensibilité des mesures, les réflexions multiples apparaissant

au niveau du coupleur et du diviseur peuvent être diminuées en insérant une résistance

entre les deux branches, en adoptant ici une topologie de type Wilkinson [160, 161]. En-

fin, une telle structure pourrait être intégrée dans le BioMEMS THz afin de réaliser des

mesures différentielles sur des échantillons biologiquesliquides à l’intérieur de micro-

canaux. Les applications de l’interféromètre Goubau ne se limitent cependant pas aux

échantillons biologiques puisque l’étude du BCB a montré qu’il était adapté à la caracté-

risation diélectrique hautes fréquences de polymères.

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

-30

-20

-10

0

 

 

Frequency (THz)

S 2
1 (

dB
)

Fig. 4.20 – Transmission et structure d’un interféromètre Goubau autour de 1THz. Résul-
tats de simulation sous CST Microwave Studio.

Deux structures nouvelles en topologie Goubau ont donc été développées et étudiées.

D’une part, la corrugation a montré la possibilité de limiter la propagation des modes

de substrat et de diminuer la vitesse de propagation de l’onde. Il est à noter que des
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structures Goubau corruguées ont déjà été évoquées dans la littérature, mais à des fins

de filtrage [162]. D’autre part, la réalisation d’interféromètres a rendu possible la ca-

ractérisation de l’indice de réfraction d’échantillons aux fréquences THz. Elles viennent

s’ajouter à la librairie grandissante de fonctions sur lignes de Goubau planaires comme

les antennes [163], les résonateurs [126], les diviseurs depuissance [161] ou les charges

adaptées. L’assemblage de ces briques de base pourrait mener à terme à des applications

plus complexes telles que l’intégration de réflectomètres 6-ports directement au sein de

microsystèmes THz.
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II Spécificité de l’écoulement microfluidique

Comme discuté au début du manuscrit, l’écoulement dans les microcanaux est caracté-

risé par un comportement laminaire. Les effets visqueux sont prépondérants et le mélange

entre produits est essentiellement liée à la diffusion des espèces en solution. En effet, la

convection (tourbillons...) est largement minoritaire. De telles propriétés diffèrent des ex-

périmentations classiques à l’échelle du bécher et il est légitime de s’interroger sur leurs

conséquences sur les réactions chimiques ou biologiques. Autrement dit, en quoi le confi-

nement de ces réactions dans des micro-réacteurs influe-t-il sur leur déroulement ? De

plus, étant donné la versatilité du procédé technologique développé pour le BioMEMS,

comment concevoir des géométries de canaux permettant un contrôle des paramètres de

réaction ? Des réponses existent dans la littérature à travers la réalisation de fonctions

microfluidiques. Mélangeurs, filtres, pompes ont déjà été développés dans des réseaux

microfluidiques complexes. La microfluidique, en facilitant la dissipation thermique, per-

met également de sécuriser des réactions fortement exothermiques. D’autres applications,

telle l’étude de la réponse de populations bactériennes à des gradients de concentration

dans des microcavités, permettent d’entrevoir de futures développements originaux des

microsystèmes fluidiques.

Dans cette section, l’influence du circuit microfluidique développé dans cette thèse sur

le déroulement d’une réaction enzymatique a été étudiée. L’étude complète est le travail

d’une collaboration avec la thèse de Monsieur Adil Elagli, en cours de réalisation, au

laboratoire ProBioGEM de l’Université de Lille 1 et co-encadrée par Messieurs Renato

Froidevaux et Bertrand Bocquet. Sa présentation dans ce manuscrit est restreinte à la

compréhension des phénomènes microfluidiques et leurs conséquences.
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A Réaction hémoglobine/pepsine dans les microcanaux

1 Contexte scientifique et applicatif

Les deux acteurs d’une réaction enzymatique sont une protéine S (dite substrat) et

une enzymeE. En se rencontrant les deux expèces peuvent former un complexe E.Squi

permet la découpe (hydrolyse) du substrat par l’enzyme. Le complexeE.S donne donc

naissance à des peptides produitsP issus du substrat. Après réaction d’hydrolyse, l’en-

zyme est à nouveau disponible en solution. La formalisationde cette réaction s’exprime :

E +S⇋ E.S→ P+E (4.20)

Une fois un peptide produit, il peut être resoumis à la même réaction d’hydrolyse pour for-

mer des peptides de tailles inférieures. D’un point de vue applicatif, ce type de réactions

est notamment utilisé pour la synthèse de peptides fonctionnels. En effet, les peptides pro-

duits lors de l’hydrolyse d’un substrat peuvent posséder des propriétés particulières (goût,

solubilité, propriétés émulsifiantes, propriétés actives...) [164, 165, 166]. Par exemple,

l’hydrolyse de l’hémoglobine mène à la formation de peptides d’activités biologiques

diverses : anti-oxydants [167], anti-hypertensif [168], anti-microbiens [169] et opioïdes

[170]. L’objectif de ces recherches est d’orienter les réactions enzymatiques afin de "sé-

lectionner" les peptides produits selon l’application désirée. A ces fins, la spécificité de

la réaction peut être modulée par l’utilisation de solvantsorganiques comme des alcools

[171], de l’urée ou par un travail en conditions acides [172]. Dans le travail présent, l’ob-

jectif est d’étudier l’influence de la configuration microfluidique sur la spécificité de la

réaction enzymatique.

2 Expérimentation et résultats

La réaction enzymatique entre l’hémoglobine (pH3, 20mg/mL) et la pepsine (0.5mg/mL)

a donc été effectuée en milieu "batch" (bécher) et au sein des microcanaux avec des temps

de réactions identiques (T = 26s). Dans le microsystème, le temps de réaction est défini

grâce à la valeur des débits de substrat et d’enzyme égaux à 1µL/min. Le protocole ex-

périmental adopté est présenté en Figure 4.21. Davantage dedétails seront donnés dans

le manuscrit de thèse de Monsieur Elagli. La réaction est figée après la duréeT grâce à

une solution tampon de borate (0.2mol/L, pH10) qui cause la dénaturation de l’enzyme.

L’analyse des peptides formés est réalisée grâce à une chromatographie de type "reverse

phase" (RP-HPLC sur colonne C4 Vydak 0.46x25cm). Les manipulations expérimentales
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et l’analyse des produits sont réalisées par les collègues biochimistes.

Fig. 4.21 – Protocole expérimental microfluidique pour l’analyse de la réaction enzyma-
tique. PP correspond à "Profil Peptidique".

Les résultats de la chromatographie indiquant la composition de milieu réactif après

30s sont donnés en Figure 4.22. Ce graphique représente la quantité de peptides en fonc-

tion du "temps de rétention". Celui-ci est, en première approche, une image de la taille des

peptides. Ainsi dans une première analyse, la Figure 4.22 représente la distribution des

peptides formés en fonction de leur taille. Une nette différence est observée entre les pro-

duits de la réaction en mode microfluidique et en mode batch. En effet, alors que la réac-

tion en mode batch donne naissance à une quantité importantede peptides intermédiaires,

la réaction au sein des microcanaux fait apparaître une population de petits peptides et

très peu de peptides intermédiaires. La différence entre les deux conditions expérimen-

tales réside,a priori, majoritairement dans le type d’écoulement lors de la réaction. Afin

d’expliquer les profils obtenus, le paragraphe suivant s’intéresse à l’écoulement au sein

des microcanaux lors de la réaction.

3 Interprétation

La Figure 4.23 représente les deux configurations expérimentales. Dans le mode batch,

les concentrations d’enzyme[E]b et de substrat[S]b sont supposées uniformes. En mode

microfluidique, la simulation de l’écoulement et du mélangepar le logiciel COMSOL

Multiphysics montre que le mélange entre enzyme et substratn’est pas immédiat. En

effet, dans le microsystème, une interface est visible et est représentée en pointillés. Il ap-

paraît ainsi un "compartiment enzyme" où la concentration enenzyme est[E]µ2 = 2[E]b
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Fig. 4.22 – Chromatogrammes issus de RP-HPLC pour les configurations batch (poin-
tillés) et microfluidique (ligne pleine) après un temps de réactionT = 26s.

car le volume du compartiment est égal à la moitié du volume total. Au niveau de l’in-

terface, la diffusion moléculaire entraîne une chute de la concentration en enzyme qui

devient, en moyenne,[E]µ1 = [E]b. C’est à partir de ce profil de concentration spécifique

au sein du microsystème qu’un modèle expliquant les populations peptidiques obtenues a

été avancé dans cette thèse.

Pour le mettre en place, la cinétique de la réaction enzymatique doit être considérée.

L’équation de la réaction est représentée en Figure 4.23 avec l’indication des constantes

cinétiquesk1, k2 etkcat. Les valeurs de ces constantes définissent les taux et vitesses des ré-

actions associés. Plus de détails théoriques sont accessibles dans la littérature [174], [123].

La description d’une réaction enzymatique est souvent effectuée sous l’hypothèse de Mi-

chaelis Menten, supposant la concentration du complexeE.S comme étant constante.

Dans ce cadre, l’évolution de la concentration de produit formé est donnée par :

v =
d[P]

dt
=

kcat[E]0
[S]+Km

[S] (4.21)

où [E]0 est la constante initiale en enzyme etKm = (k2 + kcat)/k1 est la constante de

Michaelis. v est appelée vitesse de réaction. Cette expression fait apparaître deux cas

asymptotiques :

– si [S] >> Km, la vitesse de réaction est indépendante de la concentration [S]. Elle

est limitée par la concentration en enzyme. Dans cette situation, toutes les molé-
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Fig. 4.23 – Modes batch et microfluidique pour la réalisationenzymatique. Profil de
concentration au sein du micro-réacteur obtenu par simulation COMSOL Microfluidics.
Les coefficients de diffusion pour la simulation sont choisis àD = 1.10−10m2/s, d’après la
formule de Wilke-Chang [173].k1, k2 et kcat sont les constantes cinétiques de la réaction
[174]. L’interface est définie là où substrats et enzymes sont à une concentration comprise
entr 10 et 90% de leur concentration maximale.

cules d’enzyme participent à la réaction ("sont occupées") : les enzymes sont dites

"saturées en subtrat".

– si [S] << Km, il y a suffisamment d’enzymes "disponibles" et ainsi, la vitesse de

réaction est proportionnelle à la concentration en substrat.
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Ces situations vont conduire au développement d’un modèle stochastique sur SciLAB

(décrit en Figure 4.24) pour l’explication des chromatogrammes observés. Le modèle

développé repose sur les hypothèses suivantes :

(i) en mode batch, les enzymes sont saturées et toutes les molécules de substrat et

de peptides produits ont la même probabilitépb de réagir avec une molécule d’en-

zyme ;

(ii) en mode microfluidique, la probabilitépµ1 qu’une molécule de substrat réagisse

avec une enzyme est faible puisque seules les molécules de substrat proches de

l’interface peuvent rencontrer une enzyme ; Comme la largeurde l’interfacel i est

environ un cinquième de la largeur du microcanallc et comme les conditions à

l’interface sont proches de celles en configuration "batch", il vient pmu1 = pb/5.

(iii) en revanche, une fois le substrat coupé dans le microcanal, les peptides produits

peuvent réagir à nouveau avec l’enzyme avec une probabilitépµ2 >> pb. En effet,

les peptides générés sont situés près de l’interface et, à cause de leur taille plus

petite, peuvent diffuser plus facilement vers le "compartiment d’enzyme" où les

enzymes sont non saturées ([P]3 << Km) ;

(iv) la longueur des peptides générés au cours de la réactionenzymatique est aléa-

toirement choisie entrel0 (longueur initiale) etl0/25, plus petite taille détectée en

analyse des peptides produits lors de la réaction par spectrométrie de masse.

L’évaluation des probabilités a été effectuée en adaptant l’équation 4.21. Dans le cas

de pb, il est obtenu que :

pb.dt =
d[P]b
[S]b

=
kcat[E]0b

[S]b +Km
dt (4.22)

où [E]0b est la concentration initiale en enzyme dans le mode batch.Km est choisie à

0.1mM, à partir d’expériences préliminaires sur cette réaction. Dans le mode microflui-

dique, il a été montré quepµ1 = pb/5 en raison de la largeur de l’interface. De plus, la

probabilitépµ2 de l’hydrolyse d’un produit dans le "compartiment d’enzymes" est donnée

par :

pµ2.dt =
kcat[E]03

Km+[P]3
dt ∼ kcat[E]03

Km
dt = 2.

kcat[E]ob

Km
dt (4.23)

car :

– toutes les molécules d’enzyme sont non saturées dans le compartiment d’enzymes

(Km >> [P]3) ;
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Fig. 4.24 – Algorithme développé pour simuler l’hydrolyse de l’hémoglobine dans les
microcanaux

– la concentration initiale en enzymes dans le compartimentd’enzymes est[E]03 =

2.[E]0b car le volume du compartiment enzyme est égal à la moitié du volume du

microréacteur complet.

Ces probabilités déterminées, un algorithme Scilab (Figure4.24) a été écrit pour pré-

dire la composition en peptides des milieux batch et microfluidique. A l’instant initial,

les solutions sont composées d’enzymes et deN0 molécules de substrat de longueurl0. A

chaque pas de tempsdt, les molécules de substrat et les peptides produits peuventêtre hy-

drolysés par une enzyme avec les probabilités définies précédemment. AprèsT = 30s, les

profils peptidiques obtenus par le modèle sont donnés en Figure 4.25, pourkcat = 0.5s−1.

Trois points principaux sont en bon accord avec la Figure 4.22 :

– en mode microfluidique, les peptides intermédiaires sont négligeables par rapport

au mode batch ;

– après le même temps de réaction, il y a plus de petits peptides obtenus en mode

microfluidique qu’en mode batch ;

– les molécules de substrat initiales sont davantage consommées en mode batch qu’en

microfluidique.
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Cependant, l’apparition de petits peptides en mode batch estsurestimée par le modèle.

L’explication peut résider dans les hypothèses (i) et (iv).En effet, la probabilitépb doit

probablement dépendre de la taille des peptides et il existedes sites de coupures préfé-

rentiels au sein des chaines peptidiques. Néanmoins, le modèle développé ici permet une

première explication simple de la différence de spécificitéentre les modes batch et micro-

fluidique, basée essentiellement sur la différence d’écoulement au sein des deux réacteurs.

Fig. 4.25 – Populations peptidiques en modes microfluidiqueet batch après un temps de
réactionT = 26s. Résultats du modèle stochastique de simulation Scilab.

De nouvelles expérimentations sont dorénavant nécessaires, avec des conditions de

débit, température et pH différentes afin d’établir l’influence de ces paramètres sur les

chromatogrammes mesurés et de tester la robustesse du modèle à d’autres configurations

expérimentales. La mesure in-situ par spectroscopie THz devra aussi être envisagée et sa

complémentarité avec la chromatographie RP-HPLC pourra être étudiée. A des fins de

filtrage des peptides produits, il est envisageable de concevoir des filtres de type "filtre

H" pour discriminer les peptides en fonction de leur taille.Au delà de ce tri de peptides,

la combinaison du microsystème avec la propagation électromagnétique pourra permettre

l’étude de réactions enzymatiques sous rayonnement THz. Enexcitant l’eau d’hydratation

des enzymes, on peut en effet imaginer obtenir des produits de réaction enzymatique

différents avec ou sans irradiation THz. De même, l’étude del’influence de la fréquence

et de la puissance de l’irradiation pourront être menées.
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B Mélangeurs passifs dans les microcanaux

La versatilité du procédé technologique permet de réaliserdes circuits microflui-

diques variés. Dans cette partie, deux réalisations de mélangeurs sont présentées à titre

d’exemple. Ils visent avant tout à montrer la possibilité d’intégration de fonctions micro-

fluidiques au sein du BioMEMS.

Comme démontré dans la section précédente, le caractère laminaire de l’écoulement

microfluidique amène à considérer la notion de mélange de réactifs au sein de micro-

réacteurs. En effet, contrairement aux expérimentations batch où la convection permet

une homogénéisation immédiate, le mélange en microréacteurs est le fruit de l’agitation

brownienne des molécules : la diffusion. La diffusion d’uneespère en solution est caracté-

risée par le coefficient de diffusionD. Dans un microcanal de longueur caractéristiqueL,

le temps nécessaire à la diffusion pour permettre le mélangeest de l’ordre deτm = L2/D.

Pour que les réactifs soient mélangés en sortie d’un microréacteur (et donc que la réac-

tion puisse avoir lieu), il faut que le temps de séjour du fluide dans le microréacteur soit

supérieur au temps de mélange. A titre informatif, le rapport entre ces deux nombres est

appelé "nombre de Péclet" et vaut :

Pe=
L.v
D

(4.24)

où v est la vitesse caractéristique du fluide dans le canal. A temps de diffusion donné,

l’augmentation du temps de séjour passe par la diminution des débits des espèces à mé-

langer ou bien l’allongement du microréacteur. Cet allongement dans une puce microflui-

dique de surface réduite peut s’effectuer par la réalisation de serpentins ou de spirales,

réalisés et simulés en Figure 4.26. Grâce à ces structures, l’efficacité de mélange pour

une surface donnée peut-être améliorée. L’impact de ces mélangeurs sur les réactions

enzymatiques étudiées précédemment est actuellement une préoccupation de la thèse de

Monsieur Adil Elagli.

Dire que la convection est absente des investigations microfluidiques est en réalité

abusif. En effet, la simulation de l’efficacité de mélange dumicroréacteur en fonction du

débit pour une "structure en Y" donnée est représentée en Figure 4.27. Aux bas nombres

de Reynolds (bas débits), l’efficacité du mélange chute avec l’augmentation du débit en

raison de la diminution du temps de séjour dans les microcanaux. Cependant, pour des
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Fig. 4.26 – Réalisation et simulation des mélangeurs spiraleet serpentin microfluidiques.

débits plus élevés, le caractère laminaire de l’écoulements’étiole et des recirculations

convectives (tourbillons...) peuvent exister. Ainsi, dans la littérature, des exemples de

micro-mélangeurs existent pour favoriser l’apparition dece "chaos" à de plus faibles dé-

bits. L’utilisation de microcanaux définis dans les trois dimensions, la corrugation des

murs des microcanaux ou la présence d’obstacles ont été testés avec un certain succès.

Cependant, dans les conditions expérimentales autorisées dans le cas présent (débit <

50µL/min, en raison des pousse-seringue) et du procédé technologique (structuration 3D

impossible), la réalisation de simulations sous COMSOL montre que ces composants ne

parviennent pas à une amélioration significative de l’efficacité de mélange par rapport au

serpentin et à la spirale.

Fig. 4.27 – Efficacité de mélange en fonction du nombre de Reynolds pour une "jonction
Y". Résultats de simulation sous COMSOL Multiphysics.
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Ce seront donc ces deux dernières structures qui seront retenues et l’influence de cha-

cune d’elle sur le déroulement de réactions (bio)chimiques, au regard des premiers résul-

tats sur la réaction hémoglobine/pepsine, est une perspective d’étude.

Conclusion

En s’appuyant sur les possibilités offertes par le procédé technologique en terme d’in-

dépendance et de versatilité des fonctions électromagnétiques et microfluidiques, diverses

structures ont été conçues, réalisées et caractérisées. D’un point de vue électromagnétique,

des corrugations sur lignes de Goubau planaires ont permis un meilleur confinement et la

diminution des modes de substrat. Elles ont également mis enévidence la possibilité de

ralentir l’onde THz et ouvert la porte à la conception de déphaseurs. Pour améliorer la

caractérisation des échantillons en terme de phase, deux méthodes instrumentales ont été

validées en simulation et expérimentalement. La première est l’adapatation de la méthode

de Bianco Parodi à la topologie Goubau et la seconde est l’intégration d’un interféromètre

Mach Zehnder THz. La capacité de mesurer l’indice de réfraction d’échantillons aux fré-

quences sub-THz et THz a été démontrée. Les spécificités des circuits microfluidiques

ont aussi été investiguées. A travers le suivi d’une réaction enzymatique, l’influence de

l’écoulement microfluidique sur la cinétique réactionnelle a été mise en évidence et de-

mande des approfondissements. Par exemple, le test de mélangeurs serpentin et spirale,

déjà réalisés et simulés, doit être effectué.

Ces fonctions ne sont encore que des briques de base qui pourront être assemblées à

l’avenir dans un unique microsystème construit selon le procédé technologique développé

dans la Partie 2. L’intégration de filtres diffusionnels (filtres H), de pompes intégrées, de

capteurs et régulateurs de températures sont autant de voies envisageables pour améliorer

le contrôle de réactions directement au sein du microsystème.
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Conclusion et perspectives

L’utilisation des outils de microfabrication a permis la conception d’un système dédié

à l’analyse quantitative des liquides par spectroscopie THz.

Le couplage intégré des circuits microfluidique et électromagnétique permet la réduc-

tion des tailles des échantillons et ainsi la mesure par transmission de leur absorption en

fonction de la fréquence. Cette co-intégration est de surcroit versatile : les deux circuits

peuvent être dessinés indépendamment et leurs modifications ne modifient pas les étapes

de fabrication. Ceci résulte d’une originalité au sein du procédé de microfabrication, où

l’assemblage des substrats est réalisé avant la gravure desmicrocanaux. La formation

de microcanaux à murs fins (200µm), qualité nécessaire à la mesure d’absorption, est

une autre conséquence de ce procédé. Dans cette configuration, la tenue en pression des

canaux est très satisfaisante, avec une pression supportéede l’ordre de 35 bars sans ap-

parition de fuites. En terme d’intégration, 23 microsystèmes peuvent être réalisés sur des

substrats de 3 pouces grâce au procédé actuel.

L’analyse de liquides au sein du microsystème a été menée dans la bande sub-THz

grâce à un Analyseur de Réseau Vectoriel dédié aux fréquencesallant jusque 110GHz. La

mesure de transmission de solutions eau/alcool en fonctionde la concentration en alcool a

été menée. Les absorptions correspondantes ont été déduites et ont permis de montrer que

le microsystème permettait la caractérisation de l’interaction entre les molécules d’eau et

les molécules d’alcool : l’hydratation. La longueur de cette interaction et le nombre de

molécules d’eau dont le comportement est modifié par la présence d’une molécule d’al-

cool (nombre d’hydratation) ont pu être déterminés à partirdes mesures à une fréquence

donnée. La validation du protocole de mesure et de la méthoded’inversion des données

ont été validées par la réalisation de simulations en Dynamique Moléculaire, retrouvant

la longueur d’interaction et le nombre d’hydratation.
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Afin d’aller plus loin dans la caractérisation de l’hydratation, l’utilisation d’algo-

rithmes plus avancés a ensuite été envisagée. Ceux-ci nécessitent une haute reproductibi-

lité des mesures effectuées et a engendré une étude approfondie du protocole de mesure

dans laquelle les différentes variances expérimentales ont été caractérisées. Une straté-

gie de mesure a ensuite été mise au point, de manière à minimiser les incertitudes. Avec

ce nouveau protocole, des sensibilités en absorption de l’ordre de 2mg/mL pour des solu-

tions eau/éthanol et de 5mg/mL pour des solutions eau/protéine sont obtenues. Ces valeurs

correspondent à l’état de l’art des dispositifs usuels (échelle macroscopique) dédiés à la

spectroscopie THz. En revanche, elles améliorent sensiblement l’état de l’art des systèmes

microfluidiques THz. La plus-value en sensibilité réside dans la co-intégration de lignes

électromagnétiques et des microcanaux ainsi que dans l’utilisation d’Analyseurs de Ré-

seau.

Les mesures effectuées avec ce nouveau protocole et leur couplage avec les techniques

algorithmiques avancées de chimiométrie ont permis, en analysant toutes les fréquences

du jeu de données, la détection de deux comportements spectraux distincts dans l’inter-

action eau/éthanol. Deux couches d’hydratation distinctes sont observées : les molécules

d’eau à proximité de l’éthanol voient leur absorption fortement chuter en raison de leur

interaction forte, alors que celles qui sont un peu plus éloignées voient leur absorption

chuter modérément. L’évolution des concentrations de chaque couche en fonction de la

concentration d’éthanol et celle de leurs spectres d’absorption ont pu être observées. Pour

valider les conclusions tirées de cette étude expérimentale, des simulations en Dynamique

Moléculaire ont été menées et confirment largement les résultats obtenus.

L’amélioration de la compréhension des phénomènes observés dans le microsystème a

ensuite permis l’analyse sur protéines. En mesurant l’absorption de solutions eau/protéines

en fonction de la concentration en protéines (détection à 5mg/mL), le nombre de molé-

cules d’eau d’hydratation compris dans la première couche apu être déterminé pour la

BSA, la lysozyme et la chymotrypsine, en bon accord avec d’autres résultats expérimen-

taux présents dans la littérature.

L’hydratation d’une protéine est corrélée au dépliement decette protéine dans l’es-

pace et donc à sa conformation. Dans ce cadre, l’analyse de lavariation de l’hydratation

en fonction du pH de la solution, de sa concentration en ions,ou de la température sont

des mesures qui devront être réalisées au sein du microsystème. Leur analyse avec des
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outils chimiométriques devrait permettre la distinction de modifications subtiles au sein

des couches d’hydratation en fonction de ces paramètres, ainsi que des modifications de

conformation de la protéine. De plus, en comparaison aux techniques expérimentales ma-

croscopiques, les mesures d’interactions et de conformation peuvent ici être dynamiques

grâce à l’utilisation d’un microsystème. En effet, plutôt que d’injecter successivement

des solutions de pH différents contenant la protéine d’étude, la circulation microfluidique

pourrait permettre, par le contrôle en temps réel des injections (pression/débit), une mo-

dulation en temps réel du pH dans les microcanaux. Des techniques instrumentales avan-

cées, comme une modulation sinusoïdale du pH (variation sinusoïdale du débit) pourraient

alors mener, comme dans le cas de la détection synchrone en électronique, à une métro-

logie fiable et sensible grâce à l’utilisation de microsystèmes fluidiques.

De plus, le rapport surface/volume augmenté en configuration microfluidique favo-

rise les phénomènes diffusifs. Ainsi, les temps des régimestransitoires de chauffage sont

considérablement réduits et sont quasi-instantanés. La réponse de l’absorption d’une so-

lution protéique suite à un échelon de température pourraitalors être observée. Là encore,

c’est la spécificité de l’écoulement microfluidique qui permet l’émergence de nouvelles

opportunités en terme de caractérisation expérimentale, et qui n’est encore ici qu’à ses

prémices.

Il est à noter que les nouvelles fonctions nécessaires à ces fins (contrôle instantané du

débit et de la température) peuvent être directement intégrées au microsystème existant,

sans modification du procédé technologique. Par exemple, lecontrôle du débit peut être

réalisé par l’intégration de pompes électro-osmotiques etle contrôle de température par

l’intégration de résistances chauffantes et de capteurs thermiques. Des premières expéri-

mentations ont été menées pour y parvenir et ont fourni des résultats encourageants.

Un autre axe de recherche est l’augmentation de la complexité biologique des sys-

tèmes étudiés. Après l’étude d’alcools et de protéines diluées en solution, l’étude de réac-

tions enzymatiques ou l’analyse de cellules pourraient être réalisées. Une thèse interdisci-

plinaire est actuellement en cours dans laquelle Monsieur Adil Elagli étudie des réactions

enzymatiques au sein du microsystème. Il a déjà été montré que le caractère laminaire

de l’écoulement microfluidique menait à des sélectivités deréactions différentes par rap-

port à des réactions effectuées en volume macroscopique. L’évolution de la réaction en-

zyme/protéine en temps réel doit maintenant être visualisée par spectroscopie THz afin de
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déterminer les entités et paramètres observables. Plus encore, l’influence du rayonnement

THz comme outil de pilotage en temps réel de la sélectivité dela réaction devra être étu-

dié. En ce qui concerne l’étude de cellules au sein du dispositif, la croissance cellulaire

au sein du microsystème placé en étuve a déjà été démontrée. Une fois la régulation de

température intégrée dans les microcanaux, la spectroscopie THz de cultures cellulaires

pourra être menée en temps réel. Différentes lignées mutantes pourront être analysées et

des différences en terme de réponse THz pourraient apparaître. En effet, diverses lignées

cellulaires présentent des protéines membranaires différentes. Il est envisageable de les

discriminer au sein du microsystème.

L’augmentation de la complexité au sein des liquides sondéssera plus facilement ana-

lysée si le jeu de données obtenu par le microsystème est lui-même augmenté. A cet effet,

l’augmentation des fréquences d’investigation jusque 325GHz semble désormais acces-

sible par la leveée du verrou que représentaient les modes desubstrat. En effet, il était

difficile de monter au-delà de 180GHz avec le dispositif en raison du détachement de

l’onde de la ligne de Goubau au profit d’une propagation dans le substrat. L’utilisation

de lignes de Goubau corruguées, en renforçant le couplage onde/ligne permet d’envisa-

ger dorénavant une montée en fréquence plus aisée. A plus hautes fréquences encore, le

couplage d’un spectromètre THz avec la ligne de Goubau est aussi envisageable afin de

monter à une propagation guidée de quelques THz dans le microsystème.

Enfin, d’un point de vue plus fondamental, il est nécessaire de compléter la caracté-

risation des échantillons liquides par une mesure de leur indice de réfraction en fonction

de la fréquence. Cette donnée, couplée avec la mesure d’absorption, caractérise de ma-

nière exhaustive le comportement diélectrique de l’échantillon. Elle est donc susceptible

d’apporter des informations supplémentaires sur la structure moléculaire des liquides ob-

servés. Pour la réaliser, une première étape a été franchie en réalisant des structures dif-

férentielles pour l’analyse de l’indice de réfraction. En effet, l’interféromètre Goubau

planaire ainsi que la méthode de Bianco Parodi ont été appliqués avec succès pour la ca-

ractérisation de milieux faiblement absorbant. Il s’agit maintenant de les intégrer dans un

microsystème et de voir leurs performances expérimentaleslors de l’étude de solutions

aqueuses fortement absorbantes.
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Ainsi, l’ensemble de ce faisceau théorique, expérimental et d’exploitation de données

est susceptible de définir une véritable métrologie dans le domaine électromagnétique

complexe que sont les THz.
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Annexe : Procédé technologique pour le BioMEMS THz  

 

1 – Dépôt des lignes d’or sur le substrat : 

Glass wafer cleaning Acetone/Ethanol 

 

Dehydration bake 5min - 200°C 

HMDS spin-coating V=2500rpm - T=20s 

AZn Lof 2020 resist spin-coating V=2500rpm - T=20s - 1µm 

Soft bake 1min - 110°C 

Photo exposition 325nm - 4.8s – 11mW/cm² 

Soft bake 1min – 110°C 

Development AZ326MIF - 55s 

Metal evaporation 
Ti 500A – Au 4000A – Al 
500A  

Lift Off Remover 1165 – 70°C  

 

2 -  Gravure des microcanaux de silicium : 

AP3000 spin-coating V=2500rpm - T=20s 

 BCB3022-46 spin-coating V=2500rpm - T=40s - 2µm 

Soft bake 30min – 110°C – (N2) 

Silicon/Quartz bonding 1h – 250°C – 2bars 
 

Silicon DRIE etching 
SF6 etching :  
200µm -> 180µm  

Aluminium deposition 
Sputtering :  
100nm (Ar plasma) 

 

AZ9260 resist spin coating 
V=1500rpm – T=40s – 
10µm 

Soft bake 3min – 110°C 

Photo exposition 325nm – 20s – 11mW/cm² 

AZ9260 Development and Al 
etching 

AZ351B:H2O 1:2 – 4min 

Silicon DRIE etching  SF6-C4F8 plasmas - 45min 
 

BCB etching CF4/O2 plasma – 7min 
 

AZ9260 and Al removing Acetone – AZ351B 
 

 

 



 3 – Fermeture des microcanaux : 

AP3000 spin-
coating on a new 
quartz wafer (2) 

V=3000rpm - T=20s 

 
BCB3022-46 spin-
coating 

V=3000rpm - T=40s - 
2µm 

Quartz (2) /Silicon 
bonding 

1h – 250°C – 2bars 

Partial cut  

 

Final cut  
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