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Résumé

Cette these présente la conception, la caractérisatiantiéshtion d’'un microsysteme
intégrant des fonctions terahertz (THz) guidées. Lintétgtion des mesures conduit a la
définition d'une métrologie des liquides aux fréquences .TEci est possible par le
développement de systémes robustes, versatiles et smnedaplant circuits microflui-
diques et guides d’ondes THz intégrés. La création d’'unémédechnologique compa-
tible avec les processus microélectroniques de fabric&i"salle blanche", et le choix
d’une filiere silicium/polymere/verre ont permis d’obtenne résistance a des pressions
de plus de 35bar dans des canaux dgriQde large. De plus, 'assemblage des sub-
strats en amont de la gravure des canaux permet une concémdi&gpendante des cir-
cuits électromagnétique et fluidique avec une définition défminégalée pour ce type
de microsystemes. Les mesures réalisées avec ce disposifermis d’atteindre une
sensibilité aux protéines de I'ordre de 5mg/mL, état de tias dispositifs THz conven-
tionnels, améliorant notablement les performances demsitifs microfluidiques THz.
Cette sensibilité a permis la caractérisation de I'hydiatade protéines en solution. Les
calibrations in-situ, assurant I'obtention de mesuresgjtaives, permettent d’atteindre
leur nombre d’hydratation. Le couplage des mesures avetedbriques de chimiomé-
trie conduit a I'analyse plus fondamentale de la structtila eynamique de la couche
d’hydratation, confrontée avec succes a des modeles nguedtiNous aboutissons a la
définition d’'un laboratoire sur puce, couplant modéligatimesures calibrées et interpré-
tation statistique dans le spectre THz, qui par ses carstif@es propres, contribue a la
compréhension des phénomenes d’hydratation. Le véritgipert de cette technologie
réside dans ses perspectives pour le suivi des interaalijgremiques nécessaire a une
meilleure compréhension du vivant.

Mots clés :
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Abstract

Terahertz metrology on liquids
in microfluidic microsystem

This work presents the conception, characterization ardtia microfluidic micro-
system dedicated to liquid metrology at THz frequenciesstfart focuses on develo-
ping a versatile and sensitive microsystem, co-integgatiicrofluidic and THz integrated
functions. A glass/polymer/silicon technological pracéslean-room process) has been
developed and leads to a robust microfluidic network, whéleaBpressures can be rea-
ched without leakage. Since wafer bonding is performedreefacrochannel etching,
a strong versatility is obtained for the microsystem cotioap Indeed, microfluidic and
electromagnetic circuits can be modified independentlavit changing technological
process parameters. Measurements with the microsystesrshawn that a 5mg/mL sen-
sitivity is obtained for protein solutions, which is aboletstate of the art of conventional
THz spectroscopy and which increases performances of Ttégrated systems. This
sensitivity enables to quantify hydration around soluteatgins by computing their hy-
dration number. Moreover, ethanol/water mixtures meamsargs with the microsystem
coupled with chemometrics analysis leads to a better utatetmg of hydration phe-
nomenon. Dynamics and structure of hydration shells haea lobaracterized in good
agreement with Molecular Dynamics models. Thus, the d@eslonicrosystem permits
a quantitative analysis of liquids in the THz spectrum, datid to dynamics interaction
understanding in biological processes.

Keywords :

terahertz - spectroscopy - microsystems - hydration - rfligcbcs

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

Thése préparée au sein du laboratoire :

Institut d’Electronique de Microélectronique et de Nambitgologies
UMR CNRS 8520 - BP 60069

Avenue Poincaré - Cité Scientifique

59652 Villeneuve d’Ascq

vt

http://doc.univ-lille1.fr

© 2013 Tous droits réservés.



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

VL

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

VILe

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

Remerciements

Les trois années de cette thése se sont déroulées dans ederiinstitut d’Electro-
nigue, de Microélectronique et de Nanotechnologies deMdlve d’Ascq. Je remercie
Messieurs Alain CAPPY et Lionel BUCHAILLOT, directeurs suss#s de ce labora-
toire, de m’y avoir accueilli.

Merci également a Vincent SENEZ de m’avoir accueilli au si#n’axe Microsys-
temes et du groupe BioMEMS.

Je remercie Monsieur Aziz BENLARBI-DELAI de m’avoir fait 'hoeur de présider
le jury de these.

Je remercie Messieurs Jean-Louis COUTAZ et Guilhem GALLQWvair accepté de
rapporter ce travail de these ; ainsi que Messieurs Marc LENX®AArnaud POTHIER et
Vincent THOMY d’avoir accepté de I'examiner.

Les deux personnes qui ont énormément contribué a I'avastete ce travail furent
mes encadrants. Je tiens a les remercier chaleureusemgeue témoigner de toute la
gratitude qui leur est due. A Bertrand BOCQUET, pour le dévedopgnt de cette théma-
tique de recherche originale et pour la capacité a me maiaes cesse dans le travail.
Pour les longues discussions tout au long de ces trois amesaujets variés, mais aussi
pour ses qualités de cuisinier que chaque année j'ai euddoe de vérifier (et jespére
gue cela continuera!). A Anthony TREIZEBRE, pour le suivi ec€ampagnement au
guotidien. Pour les résolutions de problemes lors des mmapiur la formation durant
ces trois années, aussi bien en salle blanche qu’en siondadlectromagnétiques. Pour
la capacité a faire avancer les choses quand tout paraiidgle puis surtout, pour tous
les cafés payés et les bons moments passés, a Groningen éoburerne.

Je n’oublie pas non plus Nour BOURZGUI pour sa constante syigat son inté-
rét régulier pour I'avancement des travaux, aussi bien emerehe qu’en enseignement.
Merci aussi a Adil EL AGLI, actuellement en derniere anné¢hése dans I'équipe, pour
le soutien constant et les discussions nombreuses que vons @ues. Bonne continua-
tion a toi ! Je remercie également Max BINAGOT et Basak HATIRNAMIples quelques
mois partagés ensemble au sein de I'équipe.

1

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

J'ai pu lors de ce travail cotoyer Frédéric AFFOUARD, LudofZitlPONCHEL et
Rénato FROIDEVAUX pour de nombreuses et fructueuses coldibos. Je tiens since-
rement a les remercier pour leur accueil et leur dispoighilies réunions que nous avons
eues furent parmi les moments les plus intéressants evaafstide ces trois ans.

Ce travail a bénéficié des instruments de la salle de carsatién et la salle blanche.
Merci beaucoup a Damien DUCATTEAU, Sylvie LEPILLIET et Vasa®VRAMOVIC
pour leur compétence et leur disponibilité lors des meswaese fréquence. De méme, je
souhaite remercier 'ensemble du personnel de la salleb&pour le développement du
procédé technologique.

J'aimerais désormais remercier les collegues de bureaa, g il fut tres sympa-
thique de partager des moments de détente. Je pense auxenarobnseils de Maxime
(et aussi a ses blagues douteuses), a 'humour sans cancdssiexis, au flegme et la
sagesse de Vincent, et aux taquineries et a la bienveildadncent. Merci également a
Thomas, pour son aide précieuse dans la derniére ligneditipuis, bien sir, merci aux
thésards du groupe, avec notamment Guillaume et Renaud agoimips de la premiére
heure et en premiere loge de tous les moments forts de ces aiassque Sébastien et
Alfred, arrivés un peu plus tard.

J'ai eu la chance d’intervenir en tant que moniteur a Télétdia 1 et & TUFR
d’'IEEA et souhaite y remercier toutes les personnes attendéies avec qui j'ai travaillé :
Sophie, Christophe, Kamal, Manuel, Davy, Laurent, Eric etéfan. Merci également a
Patricia pour le développement du projet "Nano-Ecole" alppieparticipé avec beau-
coup de plaisir.

Merci a toutes les personnes que j'ai croisées durant dssamaées, qui m’ont rendu
un service, ou tout simplement avec qui j'ai pu discuter sspaun moment agréable.

Merci & mes proches de m’avoir permis de trouver un équifilerenanent et un bien-
étre quotidien. Que ma famille et mes amis trouvent ici undigmage de la reconnais-
sance que j'ai envers eux. C’est a eux que je dédie ce manase&it une pensée particu-
liere pour ceux qui ne sont plus.

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

0

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

it

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

Table des matieres

Introduction 1
1 Investigations Terahertz sur milieux liquides 3
I Dynamique des milieux liquides . . . . . .. .. .. ... .. ...... 5
A Spectroscopie diélectrique pour I'étude des protéines. .. . . . 5
B Etudes Térahertz pour 'hydratation . . . . ... ... ... ... 12
C Autres techniques de caractérisation . . . . ... ... ... .. 6 1
Il LesondesTérahertz. . .. .. ... ... .. .. . ... ... . ..... 20
A Lespectre THz . . . . . . . . . . . . ... . . .. . . ... .. 20
B GénérationdondesTHz . . . . .. ... ... ... ....... 20
C Domaines d’application des ondes Térahertz . . . .. ... .. 8 2
[l Mesures Térahertz sur échantillons biologiques . . . .. R 7
A Interaction entre onde THz et échantillon blologlque T 7
B Mesures d’échantillonssecs . . . . ... ... ... .. ..... 35
C Mesuressurtissus . . . . . . . ... 38
D Mesures sur échantillons liquides . . . .. ... ... ...... 40
2 Description, conception et tests du BIoOMEMS THz 45
Introduction . . . . . . . 48
I Présentationdu BOMEMS THz . . . .. ... ... ... .. ...... 49
A Lignesde Goubau . . . .. ... ... ... ... .. 49
B Circuit microfluidique . . . . . . . . .. ... ... ... ... . 52
Il Ancien procédé de fabrication du BOMEMS THz . . . . ... ... .. 53
A Description . . . . . . . . .. . e 53
B Limites du procédé technologique . . . . .. ... ... ... .. 54
[l Modifications lors de la fabrication du BioMEMS . . . .. .. .... .. 58
A Réduction de la taille des microsystemes . . . . . ... .. ... 58
B Collage Quartz/Silicium . . . . . .. ... ... .. .. ..., 59
C Gravure des microcanaux . . . . . . . ..o 62
D Collage des capots par "découpe différentielle” . . . . . . .. 67
IV Testetvalidation du dispositif . . . . ... ... ........... 70
A Aspect microfluidique . . . . .. .. ... ... ... L. 70
B Aspect électromagnétique . . . . .. ... 75
C Aspect Thermique . . . . . . .. ... . ... .. ... ..... 76

© 2013 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012

Conclusion . . . .. e e 85
3 Etude de I'hydratation de molécules par BioMEMS THz 87
Introduction . . . . . . . L e 89
I Hydratation de I'éthanol sondée par BOMEMS THz . . . . ... ... 91
A Protocole expérimental . . . . . . .. .. ... ... ....... 91
B Extraction de I'absorption . . . . . .. ... ... .. ... .. 92
C Absorption des solutions éthanol/leaua 95GHz . . . . . . . .. 4 9
D Etudes en dynamique moléculaire . . . .. ... ... ... ... 94
E Caractérisation de la couche d’hydratation de I'éthanol. .. .. . 99
F Nombre d’hydratation . . . ... ... ... ........... 104
Il Analyse multivariée pour I'étude de I'hydratation . . . .... . .. ... 107
A Optimisation du protocoledemesures . . . . . . ... ... ... 107
B Caractérisation de I'hydratation par chimiométrie . . . . . .. 120
C Conclusion intermédiaire . . . . . . .. ... ... ... . ... 128
[l Investigations surprotéines . . . . .. .. ... .. ... ....... 130
A Sensibilité des mesures sur protéines. . . . .. .. ... ... 30 1
B Etude de I'hydratation des protéines . . . . ... ... ..... 713
Conclusion . . . . . .. e e e 142
4 Fonctions électromagnétiques et microfluidiques avancgée 143
Introduction . . . . . . .. 145
I Fonctions électromagnétiques sur ligne de Goubau . . . . . .. .. 146
A Monterenfréquence . . . .. .. ... .. ... ... ...... 146
B Mesurer I'indice de réfraction . . . . . . ... ... ... .... 153
Il Spécificité de I'écoulement microfluidique . . . . . . . . .. .. ... 168
A Réaction hémoglobine/pepsine dans les microcanaux . . . . 169
B Mélangeurs passifs dans les microcanaux . . . .. .. ... .. 6. 17
Conclusion . . . . L 178
Conclusion et perspectives 179
Références 200
Annexe : Protocole Technologique pour le BIOMEMS THz 203
T

© 2013 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
INTRODUCTION

Introduction

La décennie écoulée a vu des développements technologitides applications dans
une bande de fréquences nouvelle au sein du spectre élagmétique. Confinée entre
les champs scientifiques bien connus de I'optique et dectiérique, cette bande inter-
médiaire a longtemps été denommeée "le gap Térahertz (THzgff&nelle fut longtemps
inaccessible et ce n’est que depuis récemment, par lesgsrognjoints de I'optique et de
I'électronique, que des sources et détecteurs d’'ondeh@drasont disponibles.

D’abord exploitées en astronomie, les propriétés des raatéaux frequences Téra-
hertz intéressent aujourd’hui chimistes et biologistes eHet, elles correspondent aux
fréquences de création et rupture des liaisons de faiblgi@emniprésentes dans les
solutions aqueuses. Analyser la réponse d’'un échantitms th bande THz, c’est donc
sonder de fagon directe la présence et I'état de ces liasorson sein. On comprend
alors pourquoi cette zone du spectre électromagnétiqueugsird’hui plébiscitée dans
le cadre de la mesure et de la détection d’interactions denmnilieux biologiques. Par
exemple, I'hybridation de brins d’ADN, I'hydratation de t&oules, I'état de tissus cellu-
laires sont des objets d’étude de la spectroscopie par drdizgui permet en outre une
analyse en temps réel, sans utilisation de marqueurs, dbn@ante.

Une limite, cependant, de I'analyse THz des milieux ligsiést la forte absorption
de I'eau a ces fréquences : a une fréquence de 1 THz, la paésdame onde traversant
1 mm d’eau est divisée par 10Analyser 'onde THz transmise au travers d’échantillons
biologiques est donc, a premiére vue, complexe. Pour y parJe recours a l'utilisa-
tion de sources de forte puissance a notamment été utiliséhduffement induit dans
le liqguide sondé et I'intégration des sources sont alorspdésts limitants a prendre en
compte. Une autre voie est la réduction des volumes des @t sondés. Dans ce
cas, le contréle des dimensions de I'échantillon est chutides procédés de fabrica-
tion propres aux microtechnologies sont susceptiblespdepr une réponse adaptée et
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ouvrant des perspectives instrumentales nouvelles enakgg. L'objectif du travail ici
présenté sera de le démontrer.

A partir de travaux précédents ayant montré la faisabilité chicrosystéme Térahertz
dédié a la spectroscopie des liquides, il sera questioreiciéyelopper un microsysteme
robuste, reproductible et sensible pour la caractérisaji@ntitative d’échantillons bio-
logiques. Afin de permettre une variété de configurationgexyentales, le procédé de
fabrication se devra d’étre versatile.

C’est dans cet esprit qu’est écrit ce manuscrit. Dans un gretemps, les enjeux de
I'analyse des interactions, et en patrticulier de I'’hydiiatg seront présentés. Pour y par-
venir, le procédé de fabrication du microsysteme, I'owihgesure, sera défini en seconde
partie. Ensuite, des mesures sur liquides seront menéedaltmisiéme partie. En me-
surant I'absorption de mélanges eau/alcool et eau/pexgihsera montré que I'analyse
guantitative de I'interaction entre I'eau et une espéecsalite peut-étre fournie. De plus,
le couplage des mesures avec des algorithmes avancéstdménat et des simulations
de dynamique moléculaire fournira une vision plus détité la configuration molécu-
laire au sein du liquide. Enfin, de nouvelles configuratioesyksure seront proposées
pour étendre la bande de fréquences investiguée et pourenésulice de réfraction des
échantillons.

2/ 203
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Partie 1

Investigations Terahertz sur milieux
liquides

Cette bibliographie a pour but de dégager les considérationglles en terme de
ractérisation de liquides, en particulier pour le cas dgdtatation. Un accent est
sur les liquides biologiques, représentés par des pratéimsolution. Dans ce contex
le spectre des ondes Térahertz, son instrumentation eppksations sont décrits.

3/ 203
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| Dynamique des milieux liquides

Selon Von Holde [1], le challenge majeur dans I'étude detdmes est la compréhen-
sion des mécanismes dynamiques auxquelles elles sontsesiians ce cadre, I'hydra-
tation, qui est I'interaction d’une protéine avec I'eawgaun réle prépondérant.

Des 1917, l'interaction entre I'eau et les protéines estjgee par Sorensen lorsqu’il
étudie des cristaux d’ovalbumine [2, 3]. Il remarque la preg d’'une eau résiduelle, liee
aux protéines au sein de cristaux solides. La caracténsdg cette eau liée, dite d’hy-
dratation a été ensuite fortement corrélée au développetedachniques instrumentales
nouvelles (rayons X, résonance nucléaire magnétigugar)s la suite, nous nous intéres-
sons a la caractérisation de I'effet d’hydratation gracenéeraction d’échantillons avec
un champ électrique variable. Ainsi, aprés une présentatila spectroscopie diélec-
trique, les principaux résultats concernant les protéamesolution sont montrés. L'aug-
mentation des fréquences d’investigation vers la bande é8tiensuite décrite ainsi que
I'apport d’autres techniques instrumentales.

A Spectroscopie diélectrique pour I'étude des protéines

1 Théorie

Les molécules d’eau sont des dipbles électrostatiquesdblepde s’'arranger en ré-
seaux par le biais de liaisons de faible énergie (liaisomsdgene). En tant que dipbles,
elles tendent a réagir a la présence d’'un champ électrigg@kgnant dans sa direction.
En raison du réseau de liaisons hydrogénes dans lequebi&dengluée”, cet alignement
n'est cependant pas immeédiat. L'étude de son amplituderetiéphasage par rapport au
champ électrique est I'objet d’étude de la relaxation digigue, détaillée par la suite.

La réaction d’un échantillon au champ électrique extérfizupolarisation) est carac-
térisée par sa permittivité diélectrigaeElle quantifie la proportionnalité entre le vecteur
déplacemenD et le champ électriqu& au sein d’'un matériau) = €E). Dans le cas

5/ 203
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d’'un champ électrique extérieur permankgtles dipdles finissent par s’orienter dans le
sens du champ et I'échantillon est caractérisé par une fimitai diélectrique statique
&. En revanche, lorsque I'échantillon est soumis a un chamijrée haute fréquence”,
les dipdles peinent a s’aligner a cause des forces résigtiveéseau et la permittivité de
I'échantillon est plus faibfe: &, < &. L'étude de la transitios(w) entre ces deux com-
portements aux frequences extrémes est au coeur de latrefediglectrique. Elle permet
notamment de déterminer des constantes de temps de retagatactéristiques, ensuite
reliées a la structure moléculaire de I'échantillon. Laed’excitation de I'échantillon par
un champ électrique sinusoidal, un déphasage apparatiastillation de I'échantillon
et celle du champ, ainsi(w) est une grandeur complexe. Sa représentation typique en
fonction de la fréquence est donnée en Figure 1.1. D’'un mEntue temporel, la fonc-
tion £(t) donne la réponse de I'’échantillon soumis a un échelon de glétentrique.

2.0

1.5

1.0

0.5

a!l
—

0.0 fo

log (f/£,)

Fig. 1.1 — Exemple général de la dépendance de la pernéttiiectrique avec la fré-
guence - Mise en évidence d’'une fréquence caractéristijue [

Des modéles mathématiques ont été développés afin de désrneolutions de(w).
Le plus connu est le modéle de Debye [5, 6]. En partant de ¢thgse que la variation
de la polarisation de I'échantillon est proportionnelladslarisation actuelle, il vient la
permittivité diélectrique suivante :

g(w) =& ae

ot = 1.1
Jr1+Jc«)r (1.1)

LElle correspond notamment aux polarisations induitegréleijues et atomiques.
6/ 203
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C’est ce modeéle qui est représenté en Figure 1.1. Il présaptérégquence particuliere de
relaxationf = 1/2mT et sa partie imaginaire est symétrique de part et d’autrete fré-
guence. Physiquement, un tel comportement peut-étre wipnle modele de "rotation
diffusion" dans lequel les dipbles oscillants sont indéjaars et subissent un frottement
de type visqueux de la part de leur environnement. En réaéités sont les cas ou le
modele de Debye est obtenu en mesures. Leurs parties inragisant souvent plus éta-
|ées voire asymétriques. Une généralisation du modéle bgebest ansi nécessaire et est
obtenue avec [7] :

(W) = &+ ( Ae (1.2)

1+ (jwr)R)Y
ou B traduit I'élargissement de la courbejyeson caractére asymétrique. Un tel modéle
peut alors traduire des couplages d’oscillateurs ou ladtion de "clusters™ au sein d’une
solution. Dans le cas de I'eau, de nombreux modeles ont égopés pour expliquer
I'élargissement observé. A titre d’exemple, Grant et Shep8] ont montré que I'équa-
tion 1.2 pouvait étre considérée comme la somme de deux esdelDebye a temps de
relaxation distincts Ceux-ci correspondraient & la dynamique de cassure derliaig-
drogene entre des molécules d’eau au sein de réseaux symeétau asymeétriques (voir
Figure 1.2).

Fig. 1.2 — Réseaux asymétrique (u) et symétrique (s) de mekdieau responsables de
I'élargissement de la permittivité diélectrique [8]

2Le modéle de I'équation 1.2 peut étre décomposé en somme délesale Debye élémentaires. Pour
autant, cette décomposition n'a pas forcément de réalitéighe et les modéles de Debye élémentaires ne
correspondent pas forcément a des processus de relaxitioandaires. Une grande précaution doit étre
prise a ce sujet.
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Parmi les résultats fondamentaux de la relaxation diétpetr I'étude des liquides
a des températures proches de la transition vitreuse (*fgassng liquids™) a mis en
évidence une relaxation particuliere : la relaxatonN’obéissant pas a un modele de
Debye pur, elle semble liée aux processus moléculairesanplars du changement de
phase liquide/verre. La Figure 1.3 représente un exempieldeationa dans le cas du
salol [9] en fonction de la fréquence et de la températurelitrenution de la température
s’accompagne d’'une diminution de la fréquence de relaxasaivant la loi de Vogel-
Fulcher-Tammann :

f(T)= fooexp<_|__[_)-_||-%) (1.3)

ou D est une constante & la température idéale de transition vitreuse. Cette rataxat
est fortement liée a la viscosité du solvant et est absemntalEu solide.

290K (b)
219K 225K 233K 243K 255K

-2 0 ? 4 6 8 10
Logm(v [HZ])

Fig. 1.3 — Relaxatiom dans le salol, en fonction de la fréquence et de la tempérf@ir
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A plus haute fréquence, une autre relaxation peut-étrerafise la relaxatior8 qui,
de maniére simplifiée, peut étre vue comme la fluctuationelolécule dans la "cage”
formée par ses voisines. Son évolution en fonction de |la éeatpre est caractérisée par
une relation de type Arrenhius :

f(T) = fo exp(g) (1.4)

ou Ea représente I'énergie d’activation ke la constante de Boltzmann. La relaxatifn

est indépendante de la viscosité du liquide et est mémergesse dessous de la tempé-
rature de transition vitreusk. Une représentation des deux relaxations précédentes est
donnée en Figure 1.4. Leur interprétation ainsi que le pim&me de transition vitreuse
sont sujets a d’intenses recherches [10].

plastic
crystal

10 1
. supercooled
R liquid
=, 10°F )
49
T i
10 B ....................
102k ethanol _ ]
10*  10®  10°  10° 10*

v (Hz)

Fig. 1.4 — Relaxationa et 3 pour I'éthanol a différentes températures [11]

Le paragraphe suivant s'intéresse a lI'application de xedlon diélectrique aux pro-
téines. Bien que ces matériaux biologiques semblent élpigagé exemples développés
précédemment, certaines mesures montreront qu’ils pefgestes dynamiquest (et 3)
proches.
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2 Relaxation diélectrique de protéines en solution

Expérimentalement, les solutions aqueuses de protéigsgment une permittivité
diélectrique de la forme [12, 3] :

A A A
£(w) = ¢ 1 2 3 AV

oo - . - . 1.5
+1+]0JT1+1—|—1CA)T2+1—1—ij3+1—|—]0)'[4 (1.5)

Le terme de Debye d’indice 1 présente un temps de relaxaiate I'ordre de 70ns
pour le cas d’'une solution de myoglobine. Il est associé &l@xation de la rotation
de la protéine. Le terme d’indice 4 présente lui une relaxati de I'ordre de 10ps et
correspond a celle de I'eau bulk. Les termes d’indic&2 10ns) et 3 {3 ~ 40ps) sont
plus complexes. lls semblent fortement liés a I'interacBatre la protéine et I'eau, c’est-
a-dire a I'eau d’hydratation. lls sont regroupés sous le derfidispersiord". Plusieurs
modeles ont été proposeés pour les expliquer.

Fortement et faiblement liées
Pethig [3] propose, suite a la comparaison de la relaxati@eatrique de protéines
en solutions et de protéines a faibles taux d’hydratationmodéle dans lequel I'eau
d’hydratation se décomposerait en deux :
— une partie des molécules est fortement liée a la protéimeiteainsi son temps de
relaxation fortement augmenté par rapport a I'eau volumigerme d’indice 2) ;
— l'autre partie des molécules est plus faiblement liée ad&jne mais suffisamment
pour voir son temps de relaxation multiplié par 4 par rappdreau bulk (terme
d’indice 3).

L'eau d’hydratation ne présente donc pas un caractére emgis 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 modele pour expliggedeux constantes
de temps observées par la relaxation diélectrique. Sebor’eau d’hydratation est rigi-
dement liée a la biomolécule et il existe un échange permamre I'eau d’hydratation
et I'eau bulk. Eau bulk et eau liée sont représentées par élatsx énergétiques distincts
(Figure 1.5) et I'équilibre entre ces deux états est canaétgar deux constantes de réac-
tion : ky (bulk ~ li€) etk (lié ~ bulk). Les auteurs montrent qu’un tel modéle d’échange
permanent méne a un schéma a deux constantes de tempsehsexpliquant ainsi I'ori-
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gine des termes d’indice 2 et 3 dans I'équation 1.5.

Bound water Bulk
molecule Solvent

N

H’OV\H
Oy >

WO
oy
H

e Free water
molecule

Potential Energy

o S
DI Ao Bound State
N of water

Reaction Coordinate

A Spherical
biomolecule

Fig. 1.5 — Modéle d’échange entre eau d’hydratation et elugmur I'explication de la
dualité de la couche d’hydratation [13]

Interactions protéine/eau et orientations paralléles

Dans "What can really be learned from dielectric spectrosodpyotein solutions ?"
[14], Oleinikovaet al. remettent en cause les modeéles précédemment présentés-Le m
dele de Pethig ne tient pas face a des nouvelles mesuresgatieh magnétique (MRD)
et des simulations en dynamique moléculaire (MD) qui onttmgue TOUTES les mo-
lécules d’eau d’hydratation présentent la relaxationdapl’indice 3. Ainsi, un modele
définissant deux dynamiques au sein de la couche d’hydratatest pas satisfaisant. De
méme, le modeéle de Nandi et Bagchi est critiqué car il prend pgpothése que la couche
d’hydratation est rigidement liée a la protéine, ce quetedfiles mesures de MRD et les
simulations de MD.

A partir de la synthese de nombreux résultats de mesuresytesars proposent une
vision nouvelle de la dynamique de la couche d’hydratataispersiond). Selon eux,
elle résulte en fait de 3 dynamiques différentés, :5, et 3 associées respectivement aux
constantes de tempg(~ 2ns), T2(~ 500ps) etrs(~ 35ps). La dispersiod; est reliée
aux interactions (corrélations de moments dipolairesedatprotéine et I'eau d’hydra-
tation. &3 correspond a la relaxation propre des molécules d’eau dhltgtion, dont la
dynamique est plus lente que celle de I'eau bulk. Cette diticinis’expliquerait par un
arrangement davantage parallele des moments dipolairésadedans la couche d’hy-
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dratation par rapport a I'eau bulk. Le terrdgest plus difficile d’interprétation et serait
lié a la vibration de certaines chaines polaires a la périplie la protéines. Les auteurs
concluent : "In the past decade, there has been a change oigraraith regard to hy-
dration dynamics of proteins : For a long time, the picturdoofg-lived, rigid protein
hydration has prevailed, and much of this picture has reddtom dielectric relaxation
studies. It is now known that the hydration layer is highlylie, with regard to both
molecular reorientation and translational hydration watdk water exchange."

Ainsi, un "changement de paradigme" s’opére par la condidérd’interactions dy-
namiques. Il est rendu possible par la diversification eblafrontation des techniques
instrumentales (relaxation diélectrique et relaxatiogn@&ique notamment) et par le dé-
veloppement de technigues de simulation comme la dynanmopléculaire. C’est avec
cette idée de diversification que la section suivante ptésas résultats récents issus du
développement des ondes électromagnétiques de hautesricss : les Térahertz (THz).

B Etudes Térahertz pour I'hydratation

La bande de fréquences THz correspond aux ondes électrétiguges de fréquence
comprise entre 100GHz et 30THz. L'énergie associée a cessdad rend sensibles aux
liaisons faibles telle la liaison hydrogéne rencontréesmudes liquides. La spectroscopie
THz est ainsi attendue comme fortement sensible aux efieysichtation, de conforma-
tion de protéines ou d’hybridation de 'ADN

1 Etude subTHz et THz de solutions eau/alcool

Bien que la bande de fréquence THz démarre a 100GHz, il estastint de s’arréter
sur I'extension de la relaxation diélectrique jusque 90@Hposée par Sati al.[15, 16]
sur des solutions eau/alcool. En mesurant des solutiorialeaol a des concentrations
différentes (fraction volumique d’alcoalvariant de 0 a 1), ils modélisent la permittivité
diélectrique des mélanges comme suit :

E(W) = &+ By + A2 + Aes
e 1+(jC0T1)B 1+ jwr, 14 jwris

(1.6)

3Dans ce paragraphe sont présentés des résultats concéngdrdtation de molécules, sondée par
ondes THz. La description plus avancée de cette techniins,que ses principales applications, seront
données dans la section suivante de ce manuscrit.
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— Dans le cas des alcools puxrs< 1, éthanol ou isopropanol); ~ 350ps est associé
a la vibration de chaines formées de molécules d’alcooéeslipar des liaisons
hydrogener, ~ 20ps est associé a la vibration des molécules d’éthanol etrdeo
chaines etz ~ 2ps correspond aux molécules d’alcool libres.

— Pour 'eau pureX= 0), le terme d’indice 2 du modéle est nal.~ 8ps correspond
au temps de cohérence d’un réseau tétraédrique formé deétutes d’eau alors
querts ~ 0.4ps révele le temps mis pour une molécule d’eau pour passeréseau
tétraédrique a un autre.

— Linterprétation du modele dans le cas des mélanges eaonldD< x < 1) est plus
complexe. Pour y parvenir, les auteurs observent la dépeedies parametres du
modele en fonction de la concentration en alcool. Selonuésuas,T; correspon-
drait toujours a une vibration de chaines d’alcool dansueBes s’intercaleraient
petit & petit des molécules d’eau modifiant sa dynamigpeorrespond a la vi-
bration des molécules d’alcool en fin de chaine et varie eatimm de la taille des
chaines et donc de la concentration en eau. Enfinprrespond aux "groupes OH
mobiles", aussi bien de I'eau libre que de I'alcool libre. 'Bst pas aisé de relier
ce modéle avec un modele d’hydratation de I'alcool. Il epecelant intéressant de
remarquer que le terme d’indice 2 correspond aux vibratt®smolécules d’al-
cool en fin de chaines qui potentiellement intéragissent ded’eau. Ainsi, c’est
ce terme qui semble pertinent pour une interprétation engaef'hydratation.

Cette étude a été étendue jusque 2.5 THz par Melied. [17] qui ont montré que
'augmentation en fréquence faisait apparaitre un termeiloi@tion supplémentaire a
I’équation 1.6. Celle-ci devient alors :

A&p n JAY:)) n Ag&3 n Ay
1+ (jon)P 14 jwr 1+ jwls  of—w?— jwk

(W) =&n+ (1.7)
Le cinquieme terme de cette équation mérite une attentidicpiere. En effet, alors
gue les premiers termes sont de type "relaxation” (osahatollective des dipdles), il
correspond a une vibration d’oscillateurs a une fréqueeagsionance. Andrea Markelz
rapporte cette dualité dans [18] en donnant une forme ggrepour la permittivité di-

électrique :
@ h(r)dr /°° f(o)g(o') /
g(w)=¢e+¢€ . . dw 1.8
(@) = &0+ r/o 1+jourjL 0 (W?2—w?)+jy(w)w (1.8)
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ou & est la permittivité diélectrique statique. Le second tedmenembre de droite ras-
semble les procédés collectifs de relaxation (ici de typeby@"). Le troisieme terme ras-
semble les oscillateurs harmoniques, de densité djétat, d'amplitudef (w) et d’amor-
tissementy(w). Alors que les phénoménes collectifs de relaxation sopabage tra-
ditionnel de la spectroscopie diélectrique, les phénomeiteationnels oscillatoires re-
levent plutdt d’une tradition des études en optique. Cecligx@ que la spectroscopie
sub-THz et THz d’échantillons a également pu étre abordéarmvoie différente de la
relaxation diélectrique : celle de I'optique. Dans ce cadeene sont plus les parties réelle
¢’ etimaginaires” de la permittivité diélectrique que I'on cherche a déteemimais les
parameétres de propagation tels I'indice de réfractien le coefficient d’absorptioo 4.

Ainsi, Khurgin et al. [19] ont mesuré I'absorption de mélanges eau/alcool en-fonc
tion de la concentration a 150 GHz. Celle-ci est représemtéagrre 1.6 et montre que
I'augmentation de la concentration d’alcool est associéesachute non linéaire de I'ab-
sorption de la solution. L'écart de la courlde a la loi linéaire de Beer-Lambert est
expliqué par la présence d’eau liée a la molécule d’éthacielst donc I'hydratation qui
est responsable de la courbure observée. En supposan¢égudi€e a la molécule d'étha-
nol posseéde une absorption négligeable a la fréquencedéwési devant I'eau bulk, les
auteurs parviennent a déterminer le nombre de moléculesidiées a une molécule
d’éthanol (hombre d’hydratation) qu’ils estiment a 4.

2 Hydratation de protéines et de sucres

L'étude de I'hydratation de protéines et de sucres aux #aqges THz a été fortement
développée par I'équipe de Martina Havenith [20]. En étodimbsorption a des fré-
guences de l'ordre de 1 & 3 THz de dilutions de protéines oucles dans l'eau, elle a
elle-aussi mis en évidence un écart entre les mesures atda Beer Lambert linéaire
(Figure 1.7). L'absorption de la solution est ainsi moddisomme la somme de I'absorp-
tion du solutéaprot (protéine/sucre), de I'absorption de I'eau bul et de I'absorption
de I'eau d’hydratatiomshe) (ici considérée comme unigeje

a = Xprot O prot + XshellQshell + (1 — Xprot — Xshell) Ow (1.9)

4Ces deux couples de grandeurs sont toutefois équivalepesieent étre déduits I'un de 'autre.

SLe caractére unique de la couche d’hydratation est égakeéwvamué par Arikawaet al. [21] qui,
basant leur travaux sur ceux de Havenith, affirment queiage de la spectroscopie THz est qu’elle voit
I'eau d’hydratation comme un tout contrairement aux aredysdus basses fréquences. En revanche, une
démonstration pour étayer ce propos n'est pas fournie.
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CLexp -‘rfrfr 1.0

Fig. 1.6 — Absorption de solutions eau/alcool en fonctioriadeoncentration en alcool -
f=150GHz [19]

OU Xprot €t Xshell désignent les fractions volumiques de protéine et d’eaydidtation.
Ce modéle a trois composantes comparé aux mesures permeedwidér I'absorption
de la couche d’hydratation et son extension. De maniéreenapte, I'absorption de la
couche d’hydratation est trouvée supérieure a celle da beik. Les auteurs le justifient
par la présence de liaisons hydrogene plus "fortes" au sela deuche d’hydratation
permettant une oscillation collective résonante.

T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
Wlamose / wsolu(ion

Fig. 1.7 — Absorption de solutions eau/protéines en fonadi®la concentration - Hydra-
tation de protéine [22, 23]
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L'extension de la couche d’hydratation est trouvée supégia celle usuellement dé-
terminée par méthode de rayons X qui, selon les auteurs,nakesbque la couche d’hy-
dratation "statique" [23]. Dans [24], ils montrent que I'akystion de la couche d’hydra-
tation varie en fonction de la distance entre deux protéifwse pouvant influer sur la
couche d’hydratation de l'autre a distance.

Les éléments apportés par ces études montrent que l'iétation de I'hydratation
sondée par les fréquences THz est encore difficile et quhwessiigation approfondie est
nécessaire. D’autres techniques expérimentales sorgrées dans la section suivante
afin de donner un point de vue plus complet sur la compréhemrsituelle de I'hydrata-
tion, qui semble étre un point clef dans la compréhensiorpiéaomenes biologiques.
En effet, la sensibilité a la couche d’hydratation des oridds a notamment permis de
mesurer également des changements de conformation dapr@téavers le changement
de structure de la couche d’hydratation.

C Autres techniques de caractérisation

1 Diffusion neutronique et effet Mossbauer

Michalariaset al. ont utilisé la diffusion neutronique pour la caractérigatde la
couche d’hydratation [25]. Sensible a la dynamique des esotthydrogéne, cette tech-
nigue a été utilisée pour caractériser I'hydratation déMet de protéines a la tempéra-
ture de -80°C. Les auteurs observent gu’une a deux couchas déenposent I'eau d’hy-
dratation et que les molécules d’eau les plus proches detéipe ont un comportement
de type "glace amorphe"”. Ensuite, plus I'eau est éloignée geolzine, plus I'énergie
nécessaire a son excitation est faible. Une applicatiodastée avec la mesure de deux
protéines (chymotrypsine et-caséine) de conformations distinctes (native et dépéée)
montre une capacité de la diffusion neutronique a les disoer.

Dans "A unified model of protein dynamics" [26], Frauenfeldeal. synthétisent les
contributions apportées par la relaxation diélectrigagdiffusion neutronique et I'effet
Mdéssbauer (spectroscopie d’absorption de raygrsour la compréhension de la dyna-
mique des protéines. Dans ce modeéle, le degré d’hydratati@pport des masses d’eau
et de protéine, influe la fonction de la protéihe- 0.2 est nécessaire pour son activation
maish > 1 est souvent nécessaire pour bénéficier d’'un fonctionneaptimal. La pro-
téine est représentée comme une macrostructure pouva#daerain nombre important
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d’états et de sous-états de conformation définis par un "gayéaergétique” [27] com-
posé de vallées de stabilité (Figure 1.8). Le déplacemeld geotéine dans ces vallées
est guidé par ses interactions avec la couche d’hydratatinsolvant.

100 kT/M l

Falded Pratein

Fig. 1.8 — Gauche : structure de la protéine myoglobine [28)ite : Schéma du "paysage
énergétique" d’'une protéine [29]

Deux relaxations majeures sont mises en évidence poufiguas interactions : une
relaxation de typer et une relaxation de typ®, comme observé dans le cas des "glass-
forming liquids". Les auteurs montrent que la relaxawononditionne les dépliements /
repliements de protéine gouvernés par les fluctuationslsargoEn revanche, la relaxa-
tion B est liée aux vibrations internes a la protéine et est goéeepar les fluctuations
dans la couche d’hydratation. Autrement dit, les changemertonformations majeurs
sont régis par la dynamique du solvant alors que les fluctusiinternes sont induites par
les vibrations des couches d’hydratation [30]. Ces fluctmatpermettent a la protéine de
se déplacer au sein du "paysage énergétique" et d’exprinfenstion : c’est donc I'en-
vironnement de la protéine qui lui permet de réaliser satfoncA titre de démonstration
expérimentale, les auteurs étudient le cas de la myogladingontrent que I'ouverture
de la protéine pour permettre le stockage et le relachenmientadlome d’oxygene est
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gouverné par le solvant alors que le déplacement de cet aarsein de la protéine est
gouverne par les fluctuations de la couche d’hydratation.

2 Fluorescence Infrarouge

Zhanget al.[31] proposent une cartographie de la couche d’hydratakda myoglo-
bine grace al'utilisation de marqueurs fluorescents (appan). La relaxation de ces mar-
gueurs est observée pour seize sites différents. A chaglesux relaxations temporelles
71 ~ 1—8ps (10 fois supérieur au temps de relaxation de I'eau btilk) € 20— 200ps
sont observéeg; est attribuée a la relaxation de I'eau d’hydratation a prové du mar-
gueur etr au couplage protéine/eau. Les valeurs des constantes de thiférent selon
le site étudié et permettent ainsi une caractérisatiordada I’hydratation en différents
sites. Précisément, une corrélation est établie entrelliéen det; et 1, et la nature du
site protéique occupé par le marqueur (Figure 1.9). Autesrmbucles flexibles ("flexible
loops") de la protéine, la relaxation est la plus rapide. &fleralentie lorsque le site pro-
téique devient de plus en plus chargé ("partial charge", "hehayge", "dense charge"),
par 'augmentation des interactions électrostatiquemalyse par fluorescence associée a
I'utilisation de marqueurs a ainsi 'avantage de permetirenappage précis de I'’hydrata-
tion. Toutefois, la dynamique locale est également modifa@da présence du marqueur.
Ainsi se justifie le couplage de cette méthode avec d’autesimvasives comme la re-
laxation diélectrique ou la spectroscopie THz.
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Synthese

L'amélioration des techniques instrumentales de carigetéyn a permis de degager
des modéles d’hydratation des molécules d’intérét biglogi Il est désormais établi que
I'hydratation est nécessaire a I'expression de la fonafiane protéine et qu’elle résulte
de procédés dynamiques. C’est la conjonction de différantesures, associée a des cal-
culs en dynamique moléculaire qui permet d’affiner la cormension moléculaire ce ces
interactions. La qualité des mesures expérimentales giresila concentration au sein
d’'une méme plateforme de diverses techniques de caratiénest donc un enjeu. Cette
propriété est par ailleurs généralisable a tout problemlegigue, complexe par essence.
En ce sens, 'approche de miniaturisation et d’'intégratiolapportent les travaux actuels
en microfluidique/Lab-on-chip sera peut-étre la voie quinpettra des avancees signifi-
catives dans la compréhension des systemes biologiques.

Cette partie s’est attachée a décrire la caractérisatiotmyldratation. Au-dela d’'une
volonté de comprendre les mécanismes propres a ce phénoositee étude mene a
d’autres applications pratiques. Par exemple, la prapmiét "biopréservation” de cer-
taines espéces vivantes (comme le tardigrade) dans desicos@nvironnementales ex-
trémes semble directement liée aux interactions élénrestantre protéines, sucres et
eau. De plus, d'un point de vue instrumental, s’il est pdesite sonder I'’hydratation,
c’est-a-dire I'enveloppe de solvant autour d’une protgihest potentiellement possible
de:

— distinguer des protéines différentes qui posséderorgmledoppes différentes ;

— distinguer différentes conformations d’'une méme pr@igthacune ayant sa propre

enveloppe.

Dans la suite, nous nous attachons a décrire les résultasscgéa domaines de la spec-
troscopie Térahertz. Aprés une breve description de soelal@yement et sa spécificite,

les techniques d’investigations THz sur milieux biologgqseront présentées. La problé-
matique de I'analyse d’échantillons liquides sera aingi@ge et les solutions mises en
oeuvre explicitées.
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I Les ondes Térahertz

A Le spectre THz

Le spectre TéraHertz correspond, d’'une maniere génémateprades électromagné-
tiques dont les frequences sont comprises entre 100GHZTétZ3Tette bande a long-
temps été nommée "Gap THz" car, située entre les champs déegliepet de I'élec-
tronique, l'instrumentation nécessaire a son défricheéra@st développée tardivement.
En effet, ce sont les électroniciens en augmentant leugaidérices d’investigations, et
les opticiens en développant des composants en infraroigaih, qui ont permis a la
bande THz d’étre aujourd’hui accessible. Cette double meitpisse des traces sur la ma-
niere d’aborder cette gamme de fréquence. Tout d’abordremetd’instrumentation, les
sources et les détecteurs sont issus des deux communastét &t fruit d’'une grande
diversité (Figure 1.10). Ensuite, en terme de caractéisat échantillons, I'utilisation
de la permittivité diélectrique (approche électromagqnét) cotoie une approche optique
basée sur les notions d’absorption et de réfraction.

Dans un premier temps, une présentation de méthodes sdarti@mission et de dé-
tection d’ondes TéraHertz sera effectuée. Ensuite, lecagipns majeures de ces ondes
seront présentées et un approfondissement sur les apikhtologiques sera mené. Les
résultats marquants et les méthodes expérimentales sareuite décrits afin de définir
la problématique de ce travail de these.

B Génération d'ondes THz

Deux approches majoritaires existent pour réaliser largdéiod d’'onde THz : I'ap-
proche électronique et I'approche optique/opto-éleatpom[33]. Dans la premiére, la gé-
nération est réaliséda le déplacement haute fréquence des charges électriquaesnob

20 / 203

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
PARTIE 1. INVESTIGATIONS TERAHERTZ SUR MILIEUX LIQUIDES

Microwaves THz waves  Infrared and visible
| | | | | | | |
| I I | | I | |
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1,000 10,000
Frequency (THz)
b
108
104
__ 1,000
=
% 100
£
= 10
B
g
0.1
Multiplexer
0.01
0.001 ' ‘

0.01 0.1 1 10 100 1,000
Frequency (THz)

Fig. 1.10 — a : Bande de fréquence Térahertz. b : Sources THmetidn de la fréquence
d’investigation et de la puissance. [32]

situées dans les matériaux utilisés. La seconde reposetdigdtion de transitions inter-
bandes dans les structures énergétiqgues des matériaexdeagt I'émission de photons
aux fréquences THz désirées. La caractérisation des sosieffectue notamment sur
les fréquences accessibles et la puissance de sortie. C@ggsysant données pour la
panoplie de sources actuelle en Figure 1.10-b. A cellegavent s’ajouter la qualité
spectrale ainsi que la température de fonctionnement.sAjmeé présentation générique
des technologies rencontrées dans ces deux approchesypixde le spectroscopie THz
en domaine temporel sera détaillé.
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1 Approche électronique

Une premiére idée concernant la génération d'ondes Térabsrla fabrication d’os-
cillateurs électroniques fonctionnant aux fréequences.TEtzmme pour I'électronique
basse fréquence, l'utilisation de composants a "résistaégative” permet un entretien
autonome d’oscillations. Un tel comportement est obseans des diodes Gunn [34, 35].
Lorsqu’une différence de potentiel est appliquée aux ®deece composant, les élec-
trons de conduction peuvent passer d’'un domaine (valléapétique faibld” a une val-
lée énergétique plus haute(Figure 1.11-gauche). Or, I'étude de la structure de bandes
des diodes Gunn montre que la masse effective des élecsbsigpgrieure dans la vallée
de haute énergie, et donc que les électrons y sont raleniiserAent dit, 'augmenta-
tion de la tension aux bornes de la diode se traduit par léemtrasement (effet Gunn).
L'augmentation de tension s’accompagne d’'une diminuteoalirant : c’est I'effet de ré-
sistance négative. Technologiquement, alors que lesigmecPN classiques nécessitent
un dopage donneur et accepteur, les diodes Gunn n’utilggénn seul type de dopage
sur semi-conducteur II/V (Figure 1.11-droite). Des dstdurs a base de diodes Gunn
sont aujourd’hui disponible a 400-500GHz avec des puissaan sortie appréciables, de
I'ordre de quelques mW [36].

Conduction band structure
central valley satellite valley =
[ =
g ]
g 2
Q a
(23 Q
o a
4
©
> e
e e
(5] 0 015 025 19 20
=]
o A Distance from cathode [microns]
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| 1x10%cem?

wave vector k
M 1.25%10" ecm™

Fig. 1.11 — Gauche : Vallées énergétiqliest L de courbures différentes (masses effec-
tives différentes) au sein d’'une diode Gunn - Droite : Exengi¢ profil de dopage de
GaAs pour obtention de I'effet Gunn [34]

La diode a effet tunnel résonnant (RTD) est une autre strei@ghibant un com-
portement de type résistance négative [37, 38]. Par le Hih&térojonctions, un puits
guantique est créé au sein de la structure dans lequel leawxivd’énergie sont quanti-
fies. L'application d’'une différence de potentiel aux bargel composant engendre une
inclinaison du diagramme de bande de telle maniere a ce quéleetrons a gauche du
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puits (Figure 1.12-b) puissent traverser par effet tun@ehlur de potentiel et rejoindre
le puits. En revanche, au dela d’'une certaine tension apgdigle niveau d’énergie du
puits est trop faible et le courant tunnel chute lorsqueraitsn augmente : c’est I'effet de
résistance négative (Figure 1.12-c). Les limites en tereneétjuence de fonctionnement
résident dans ce cas dans le temps de passage par effetetiteéemps de résidence
dans le puits. Ces temps d’origine quantiques étant beaystosigourts que les temps de
transports rencontrés dans les semi-conducteurs "clasSigonction PN, Gunn...), les
diodes a effet tunnel résonant peuvent accéder a des fréegide plus de 700GHz [33],
voire 1THz [36], & température ambiante. Cependant, commmelgre la Figure 1.10,
les puissances fournies par ces sources sont encore Bmitée

(a) — (b (©)

Fermi sea

i EFc

(b) '
{a) (c)

current density J

>

applied voltage V

Fig. 1.12 — Principe de fonctionnement de la diode a effebélinésonant. Structure de
bande et puits quantique. [38, 39]. Photo : vue au microsétgetronique a balayage
d’'une RTD [33].

Les composants qui viennent d’étre présentés permetteng@nération directe de
'onde THz. D’autres techniques existent, comme la géra@ramndirecte par conversion
de fréquence. En effet, lorsqu’un signal périodique estiqpe aux bornes d’'un com-
posant non linéaire, une création de signaux harmoniquéggeences supérieures est
observée. En électronique par exemple, le cas du redressemasignaux sinusoidaux
par des diodes est connu pour enrichir le spectre du sigcideint. Le filtrage et la sélec-
tion des harmoniques générées est possible a I'aide desgdiinledes. Ainsi I'utilisation
de diodes Schottky (jonctions métal/semi-conducteungmeues pour leur fréquence de
commutation élevée) couplées a des guides d’ondes permeéslisation de multiplieurs
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aux fréquences sub-THz et THz ("multiplexer” sur Figure L.L& Figure 1.13-a montre

un exemple de multiplieur de fréquence par 2 utilisant dedel Schottky sur membrane
de GaAs ainsi que ses performances [40]. L'association scada de ces multiplieurs
(par 2 ou par 3) permet I'obtention des performances reptéss en Figure 1.13-b. Les
fréquences obtenues peuvent atteindre 2.7THz pour desapgiss de I'ordre de la di-

zaine ou centaine deW[36].

a) reduced-height
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Fig. 1.13 — a) Multiplieur de fréquence a base de diodes 8chstir membrane de GaAs.
Puce de 300m de long. Les signauk; et Ex¢1 correspondent au signal initial et au
signal en sortie a la fréquence double. b) Performancesadsdtiation de multiplieurs
en terme de puissance et de fréquence. [40]
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Les composants qui viennent d’'étre présentés sont basksteamsport des électrons
au sein de matériaux. Leurs fréquences de fonctionnementsgoées dans la partie
inférieure de la bande THz. Pour la compléter, d’autres amapts, basés sur I'émission
de photons, permettent d’atteindre la bande supérieurpetiire THz. lls sont basés sur
une approche optique et sont développés dans le paragnaiphets

2 Approche optique

Les composants THz d’origine électronique sont limitésréqudence haute par les
temps de transit et effets capacitifs en leur sein [41]. R@mérer des fréquences supé-
rieures, la transition d’électrons entre différentes lesnehergétiques est utilisée. Celle-ci
s’accompagne de I'émission d’'un photon dont la fréquenest directement proportion-
nelle aAE = hf (h est la constante de Planck), énergie perdue par I'électrende la
transition. Au sein des diodes LASER, cette émission esuséenpar un autre photon et
permet la formation d’un faisceau optique dont la longueaicohérence peut atteindre
plusieurs metres. Historiquement, les diodes LASER omhsefacces au spectre optique
et proche infra-rouge ; la fréquence d’émission résultaritidgénierie de "gap" entre les
bandes énergétiques par 'usage d’alliages de matéridépdp]. En effet, pour choisir
la fréquence d’émission, il faut modifier le gap énergétign&re bande de conduction
en bande de valence. Diminuer les fréquences des LASER@ukgbande THz impose
donc de réduire considérablement le "gap" énergétique.ré diexemple, un LASER
émettant & 4THz résulte d’une transition énergétiquABe- 17me\P [33], gap éner-
gétique de trop faible valeur pour étre accessible avec @ériaux semi-conducteurs
volumiques usuels. Lidée du LASER a Cascade Quantique (Q&iiLde=créer de nou-
velles bandes énergétiques (sous-bandes) séparéestpamnsitions énergétigues souhai-
tées [44]. La synthése de ces sous-bandes seiddid superposition et l'interaction de
matériaux de gaps différents. Cet empilement d’hétérojonst sous la forme d’une suc-
cession de puits quantiques, est appelé "super-réseautimepka création de transitions
énergétiques nouvelles grace a la dégénérescence paageulas niveaux quantiques de
chaque puits et permet ainsi la génération d’'ondes de pissigHz au niveau de la "zone
active" (Figure 1.14). La description plus compléete du fmmmement de ce composant
est notamment revue par Capassal.[45]. Des sources QCL atteignant des fréquences
de 1.2THz, voire 0.6THz sous certaines conditions, somtadjhui accessibles [36].

6Cette énergie doit tre mise en regard avec I'énergie tlgerrde 25meV a température ambiante. Elle
justifie la nécessité du refroidissement cryogénique dexces a base de QCL.
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Fig. 1.14 — Haut : vue au microscope électronique d’'une lassrscade quantique. Su-
perposition des matériaux de gap différents. Bas : Prinagfernictionnement d’'un QCL :

diagramme de bande. [45]

Comme dans le cas de I'approche électronique, il est possébigEnérer des ondes
THz optiguement par le mélange de signaux de fréequencesdlifies. Cette génération
hétérodyne s’effectue par le couplage au sein d’'un photasrgéur de deux faisceaux
laser optiques de fréquenciset f1 + f, ou f est une fréquence du spectre THz. Le photo-
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mélangeur peut étre réalisé dans un matériau semi-conoiudaetype GaAs, épitaxié a
basse température (LT GaAs). L'éclairement de ce mat§uigdpolarisé électriquement,
par les deux précédents faisceaux laser va générer des plantrons/trous oscillant a
la frequencef [46]. C’est cette oscillation qui permet ensuite la générati’'une onde
électromagnétique THz.

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

L'utilisation de matériaux semi-conducteurs de type LT Gafsparait également dans
la spectroscopie THz en domaine temporel (THz-TDS : Figut&)1[47, 48]. Cette ap-
proche "électro-optique" est basée sur l'utilisation d’utgoons LASER. Un train d'im-
pulsions (impulsions de centaines ou dizaines de femtosies) est d’abord généré et
divisé en deux. La moitié va servir a I'excitation et I'auér&a détection. Le faisceau d’ex-
citation va impacter un patch de LT GaAs créant ainsi degpalectron/trou en son sein
(Figure 1.15b). Pour les séparer, le semi-conducteur éatig® par une tension continue.
Un courant de porteurs va donc transiter dans le semi-cosaiuile temps de I'impulsion
(0.5 ps par exemple) et étre a l'origine de I'émission d’'undeélectromagnétique qui
peut étre guidée ou rayonnée. La dualité temps-fréquencgrenque le spectre d’'une
telle onde atteint les fréquences THLette onde est ensuite propagée vers un échan-
tillon a analyser puis, dans un second temps, vers un deexEith semi-conducteur
(Figure 1.15c) ou elle joue, cette fois, le réle de polaegatC’est le faisceau LASER de
détection qui va générer dans ce cas des paires électrassetrainsi échantillonner le
signal THz de polarisation. Le courant généreé est alorsctetafin d’échantillonner a
divers instants le signal de polarisation pour le recostintégralement (Figure 1.15d),
une ligne a retard modulable est placée sur un des deuxst{éa&ticeau d’excitation ou
de détection). L'analyse par transformée de Fourier degonttidentes et transmises
(ou réfléchies) par I'échantillon permet I'obtention de pegpriétés d’absorption (ou de
réflexion) en fonction de la fréquence.

Le développement des sources et systtmes de mesures Tlddgrénent décrits
et leur commercialisation progressive ont permis la miidggion des mesures THz sur
échantillons. Le paragraphe suivant s’attache a décsrapelications majeures de cette
nouvelle spectroscopie, en détaillant plus précisémesrdpelications biologiques.

"Contrairement au cas des sources THz présentées précéderiorele générée TDS posseéde une
étendue spectrale large. Elle est ainsi adaptée a uneatititisen spectroscopie.
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Fig. 1.15 — Spectroscopie Térahertz en domaine tempor8tl@ma du banc de mesure
[32]. b) Patch LT GaAs d’émission polarisé par une tensiontioe et impacté par le
faisceau d’excitation. ¢) Patch LT GaAs polarisé par I'oiéz et impacté par le faisceau
de détection. d) Reconstruction du signal THz par échanéitie [49].

C Domaines d’application des ondes Térahertz

Historiqguement, le premier champ majeur d’application dedes Térahertz (sous
le nom d’ondes sub-millimétriques) est I'astronomie [50].£n effet, environ la moi-
tié de I'émission électromagnétique cosmique est situé datte bande de fréquence.
A titre d’exemple, la Figure 1.16-gauche montre le spec#enision de notre galaxie,
la Voie Lactée. Un pic, correspondant a I'émission du caebiomisé, peut y étre ob-
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servé. En effet, I'émission électromagnétique cosmiqus tiafenétre sub-millimétrique
est caractérisée par une succession de raies caractéssticgléments chimiques (Fi-
gure 1.16-droite), des plus lourds (fréquences les plusdsagux plus Iégers constitués
d’hydrogéne (fréquences les plus hautes). Leur observatiguantification permettent
de déterminer la nature et la composition des nuages deipogsterstellaires. Cette
connaissance permet notamment I'étude de la formationitéét En effet, chaque étape
de ce processus est corrélée a la présence ou non de ceesieess, considérées alors
comme des marqueurs. Par exemple, la présence des mol€ilesHO est un indi-
cateur du refroidissement du nuage de poussiére, néaeadaifformation d’'une étoile.
De méme, I'analyse des raies spectrales sub-millimétsigeemet I'analyse des galaxies
lointaines. En effet, elles présentent un milieu intetasted différent selon leur nature.
Par exemple, les galaxies de type elliptique possédertiveataent peu de nuages de
poussiéres, les galaxies de type spirale possédent dessplrg denses et composées
de gaz froids, et les galaxies en collision sont elles aumssitutées de nuages denses
mais plus chauds. De telles différences peuvent étre @éteqiar la spectroscopie sub-
millimétrique®.

Le frein majeur a l'utilisation de ces ondes est leur forteaaption par I'atmosphere.
Pour preuve, la Figure 1.17-haut montre la transmissioratltedsphere en fonction de la
fréquence. Seules trois fenétres sont accessibles : ertr8@DGHz, autour de 650GHz
et autour de 850GHz [50]. Le reste du spectre est rendu lnbwipiar I'absorption de la
vapeur d’eau, prédominante a ces fréquences. Pour reniédérobstacle, des mesures
en haute atmosphére dans des avions ont été menées. Piyanstdf complétement de
la contrainte atmosphérique, le satellite Herschel eneoy2009 avec I'instrument HIFI
(Heterodyne Instrument for the Far-Infrared) a fourni, @@ ses premiers résultats.
Parmi eux, I'extension de la Figure 1.17-bas a des fréqueacwur de 1THz a pu étre
déterminée [51].

La plupart des molécules observables dans les nuages deigressnterstellaires le
sont aussi dans I'atmosphére. Suivre leur abondance otudiésh dans la troposphére
ou la stratosphére fournit des marqueurs pour des phénsncénane la destruction de
I'ozone, le réchauffement climatique ou le contréle de lHupion [52]. De méme, I'ob-
servation sub-millimétrique des atmosphéres de planetésoanantes permet une amé-

8Pour se convaincre de l'intérét des fréquences THz en astrien il est intéressant de calculer les
fréquences correspondant aux énergies thermiques destgestéllaires. La température de ces gaz varie
de 10K a 100/200K, soit, en fréquence corresponddhte kKT = hf) de 200GHz a 4THz.
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de la puissance émise est situé dans le spectre sub-miltjon&t{41]. Droite : Raies
d’émission caractéristiques des composés chimiques @abaride sub-millimétrique
[50].

lioration des modeles existants, concernant par exemdigriaation et I'évolution du
systeme solaire [53]. A I'échelle terrestre, la spectrpgede gaz est également une ap-
plication importante des ondes THz. DU a I'augmentation’alesbrption des espéces
gazeuses avec la fréquence (érou f3), la bande de fréquence THz permet un accroiss-
sement de la sensibilité des mesures. Il est ainsi possitiéblir des bases de données
catalogue, permettant I'identification de gaz par des nessapides sur échantillons (ex :
systéme FASSST [54, 55]).

Les résultats qui viennent d’étre présentés sont liés goacii# des ondes THz a dé-
tecter les signatures spectrales de composés chimiquestr&s propriétés intéressantes
sont propres a ce spectre :

— Les ondes THz traversent la plupart des matériaux norirpslat non-métalliques
(polymeres, tissus, bois...). Ainsi elles peuvent étrgsats pour sonder des maté-
riaux déja emballés, ou pour voir des objets situés derdesevétements.

— Leur propagation dans les polymeres est influencée parmaittigité diélectrique
de ceux-ci. Ainsi, elles possédent un contraste entre raatédiélectriques plus
important que les techniques de type rayons X.

30/ 203

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
PARTIE 1. INVESTIGATIONS TERAHERTZ SUR MILIEUX LIQUIDES

¥

=] L

2

s

g 05 - -

] 5

i}

& L
OL;_.I Al be 3 o oh 7 ) I RO . TN (I B el
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Frequency (GHz)

40

l!co

SO, 50

CH4OH band

A

SO

co

SO, S0, blend

Sio

T
HCN

Heot

50, band

w

325 330

335

340

Frequency (GHz)

345

Fig. 1.17 — Haut : Fenétre de transmission atmosphérique ldagamme de fréquence
sub-millimétrigue mesurée a une altitude de 4200m (Maure.Kas : Observation du
nuage moléculaire d’Orion entre 325 et 360GHz [50].

© 2013 Tous droits réservés.

— En comparaison avec les ondes millimétriques, la résolpatiale atteinte par les
ondes THz est accrue. En effet, cette limite est liée a |aadiffon et est repoussée
avec la diminution de la longueur d’onde.

— En comparaison avec les rayons X, elles sont trés faibleioeisantes. 1l est ainsi
Suppose qu’une personne sondée ou un opérateur de systame Ebint potentiel-
lement pas soumis a une exposition dangereuse, pourvu guéskance rayonnée

soit faible.

Il faut de plus considérer que I'eau absorbe fortement lele®MHz. En résultent les li-
mitations atmosphériques en radio-astronomie précédatrerpliquées, I'absorption de
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ces ondes par la peau (dans les 100 premierset leur forte interaction avec les milieux
biologiques.

Toutes ces propriétés ont engendré le développement delfesiapplications des
ondes THz. Parmi elles, la sécurité des personnes occupplacede choix. En effet,
la détection d’armes - métalliques et non-métalliques héas sous des vétements ou
dans des valises, l'identification d’explosifs solides muides grace a des signatures
spectrales, la détection d’agents biologiques pathogamescore la traque de trafics de
médicaments sont possibles par la spectroscopie THz [56]c@drdles peuvent étre ef-
fectués en contact (objet a sonder tres proche du capteur)d@iance (utilisation dans
des portigues pour les gares ou les aéroports). Dans ceedeas, I'influence de la va-
riabilité atmosphérique (température, pression, huéjditir les mesures doit étre prise
en compte [57]. La Figure 1.18 illustre deux applicationgiaache, la détection d'armes
cachées; a droite, les signatures spectrales THz de pleg®plosifs. De maniére sem-
blable, la sécurité alimentaire également bénéficie dealjenie THz. En effet, s'il est
facile en général de détecter des objets métalliques dansrdduits alimentaires embal-
I€s, la détection d’objets non-métalliques reste comphetemment a cause de leur faible
contraste aux rayons X. Les ondes THz, en détectant plastigerres ou encore pierres
pourraient ainsi étre présentes en fin de chaine de produafilo de garantir 'absence
d’objets parasites dans les aliments emballés [58, 59].

F Semtex
M B

Relative Absorption (Offset for clarity)
= =
= 2

0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5

Fig. 1.18 — Gauche : Imagerie THz pour la détection d’armestéau sous un journal -
pistolet sous un vétement). Droite : Signatures spectadgslusieurs explosifs dans la
bande THz [57].

L'utilisation du spectre THz dans le contrdle de qualité dedpits peut notamment
s’étendre a I'industrie des polymeéres. Dans ce domaineremipr enjeu est I'étude de la
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qualité de dispersion en leur sein. En effet, diversesqadets sont souvent incluses dans
les polymeres afin de contrdler certaines fonctions (conam@topriétés mécaniques, la
couleur, l'inflammabilité). Lhomogénéité de la disperside ces particules et la connais-
sance de leur concentration sont cruciales et peuvent @dees dans la gamme THz
[60]. De méme, le contrdle sans contact et non destructifsdeslures plastiques est
possible : vérification de I'absence d’inclusions diéliegtes (poussiére, sable) et de I'ab-
sence de décollements locaux [61]. Enfin, dans le cas de pobgrenforcés par des
fibres, 'imagerie THz peut étre utilisée pour vérifier leancentration et leur orientation
[62]. En application de type contrdle, la spectroscopie atdgalement été proposée pour
mesurer le degré d’hydratation de plantes par 'imageriediles et ainsi permettre une
optimisation des procédés d'irrigation [59]. Plus le cownten eau de la feuille est impor-
tant, plus la transmission de I'onde THz a travers elle estda

Apres l'astronomie et le contrble, la communication est woesiere application po-
tentielle des ondes THz. Dans ce domaine, I'utilisatiorréguences porteuses du spectre
THz permet des débits de transmission importants et unefpitesintégration des an-
tennes par rapport aux ondes millimétriques. De plus, eng&le disponibilité, la bande
de frequence THz est tres peu allouée et de nombreux canaieissi utilisables. Cepen-
dant, les freins importants a l'utilisation de ces ondes@nraunications sont I'absorp-
tion atmosphérique et les puissances des sources enatiearelent faibles. Néanmoins,
elles sont aujourd’hui considérées pour des applicatientyjpe communications satel-
lite/satellite ou communications "indoor" [63].

Dans la section précédente, I'intérét de I'utilisation dedes THz pour la caractérisa-
tion dynamique d’interactions biologiques avait été pnéselans le cas de I'hydratation.
L'application du spectre THz a la biologie est en effet ugéachamp d’application et
d’investigation actuel. Ses problématiques et ses enjeok [®bjet de la section sui-
vante. Au vu des applications qui viennent d’étre décridesix intéréts majeurs résultent
de la compréhension de l'interaction entre ondes THz etarehiiologique. Tout d’abord,
elle permettra trés probablement d’apporter aux biolegist chimistes de nouveaux ou-
tils incontournables pour sonder le vivant. Mais égalememtas de développement des
ondes THz dans notre environnement quotidien (comme dasaslde communications
"indoor"), elle permettra d’appréhender les conséquencessas de leur utilisation gé-
néralisée.
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Il Mesures Térahertz sur échantillons biologiques

A Interaction entre onde THz et échantillon biologique

La Figure 1.19 montre I'absorption des ondes électromagnes par I'eau liquide
en fonction de la fréquence. Il est remarquable, sur ce speqte la fenétre de fré-
guences THz représente un maximum d’absorption pour I'€atte absorption traduit
notamment, a I'échelle microscopique, une interactiotefentre le réseau de molécules
d’eau et I'onde électromagnétique aux fréquences THz. teh €Energie des ondes THz
(10722 — 1020 [64]) correspond & I'énergie d’excitation des liaisoniblés formées
entre les molécules d’eau comme les liaisons hydrogene.

Radiowaves | Microwaves m IR [l] uv ‘X ‘ >

107 -

10° 1 rf\
- Individual i
motion

10° =

Collective
P P PR PR B - mOthr!.; PR S PP
10" 10 10 10" 102 10" 10 10% 10* 107
Frequency (Hz)

Absorption coefficient (inverse cm)

Fig. 1.19 — Absorption des ondes électromagnétiques pau lan fonction de la fré-
guence. Mise en évidence de la bande THz. Excitation degedipbdu réseau de liaisons
hydrogene. Adapté de [65].
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Le role de ce type de liaisons dans de nombreux processusimigces, et la capacité
de I'onde THz a les exciter, fait du spectre THz un candide#ressant pour le suivi en
temps réel et sans marqueur de réactions biochimiquesieAdtiexemple, le contenu en
eau d'un tiss, sa concentration ionique, I'hydratation ou la conformatile protéines
ainsi que I'hybridation d’ADN font intervenir ce réseau d@dons faibles et sont donc
susceptibles d’étre sondés par les ondes THz [66, 67, 63, 18]

Cependant, la forte absorption de I'eau génere d’'imporsazaatraintes sur l'instru-
mentation THz. En effet, un échantillon d’2mm d’eau proveaqme atténuation en puis-
sance de 'onde THz d’un facteur d’environ®1Ceci explique pourquoi la spectroscopie
THz sur échantillons biologiques s’est d’abord consacti&nalyse d’échantillons secs,
présentée dans le paragraphe suivant. Néanmoins, Btitilisde faisceaux THz de forte
puissance, I'analyse d’échantillons par réflexion ou emtanalyse de faibles volumes
d’échantillon ont permis la spectroscopie sur échansllbgquides, 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 a une excitatifsagieence
allant jusque 300GHz, en réflexion et transmission [65]. && d'applications en terme
de sécurité, deux familles de poudres ont été testées : desgmoinoffensives (farine,
amidon, talc et sucre) et une poudre toxigbadillus cerus- anthrax). L'étude de la
phase des signaux transmis (Figure 1.20) a travers desoppes contenant les échan-
tillons permet de distinguer les deux familles de poudreplDs, I'analyse de I'amplitude
de I'onde réfléchie montre la présence de pics distinctsngieant la discrimination des
différentes poudres sondées.

A des fréquences supérieures (0 - 2.4THz), Markekl. ont étudié le comportement
de différentes protéines a I'état de poudre, théoriquempantynamique moléculaire et
expérimentalement par méthode TDS [69]. L'étude des spedi la myoglobine et de la
lysozyme montre peu de différences entre ces deux protéiines, les auteurs affirment
gue la spectroscopie THz n’est pas adaptée pour la diffixtémT de protéines par signa-

9Cette information permet dans certains cas la différeinciate tissus sains ou malades. Par exemple,
certaines cellules cancéreuses ont des propriétés déoétdieau différentes des cellules saines.
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Fig. 1.20 — Mesures en réflexion et transmission de poudré® @300GHz. Protocoles
expérimentaux et résultats principaux [65].

ture spectrale. En revanche, avec I'étude de la bactédidepsiné®, ils montrent qu’elle
permet de mesurer la variation de conformation d’une pmetén temps réel. En effet,
la protéine subit un cycle de conformationsa(le contréle de I'éclairement notamment)
qui est sondé par 'onde THz. La Figure 1.21 présente ce @&tabeontre les différents
spectres d’absorption de I'onde en fonction de I'état ddaomation de la protéine. De
méme, la comparaison des spectres d’absorption de la isadtédopsine et d’'une mu-
tante de flexibilité conformationnelle moindre a été mertéene nette différence a pu
étre observée. L'étude montre donc que la spectroscopieestian outil potentiel pour
la mesure et le suivi de conformation/mutation d’une praédavantage que pour la dif-
férenciation de protéines.

Les mesures précédentes ont été réalisées avec une propaigafonde en "espace
libre" : I'onde n’est pas guidée, mais juste focalisée stehantillon. En vue d’'une amé-
lioration en termes d’intégration (pour réduire le voluméctiantillon a investiguer), de
parallélisation et de résolution spatiale, des structarbase de guides d’onde ont été
développées. Dans ce cadre, Nagiehl. ont proposé un résonateur THz en anneau sur

Oprotéine dont la conformation est sensible a I'éclairemegu. La rhodopsine une protéine rétinienne
impliguée dans la perception visuelle. La durée de son d/ebeitation et de désexcitation est a 'origine
du phénoméne de "persistance rétinienne".
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Fig. 1.21 — Cycle de la bactério-rhodopsine observé par sysacipie THz pour des fré-
guences de 0 a 2.4 THz. Absorptions de la protéine dansetifies conformations. [69]

ligne microruban permettant une détection record de qeslg0fmol d’ADN [70]. En le
fonctionnalisant et observant la déviation en fréquencpicede résonance, les auteurs
parviennent a quantifier le nombre d’hybridation de deuxsod’ADN. La sensibilité
maximale obtenue pour ce capteur est un décalage de frégder&810~1*Hz par paire
de bases hybridée. Le facteur de qualité maximal obtenweed2.d_a Figure 1.22 montre
la topologie du résonateur ainsi que le décalage du pic daeadse en fonction de I'état
d’hybridation des brins d’ADN sondés.
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Fig. 1.22 — Structure du résonateur microstrip en anneacalBge du pic de résonance
pour différents états d’hybridation [70].

Les résultats sur échantillons secs valident la capacigéoddes THz a sonder les
phénomeénes biologiques comme la conformation de protéinesicore I'hybridation de
I’ADN. Cependant, des mesures sur liquides sont nécesgagsrendre compte de la
spectroscopie THz dans des conditions prochesideilo, propres a la biologie. Dans
cette optique, des mesures sur tissus cellulaires sor@riées dans le paragraphe suivant.
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C Mesures sur tissus

L'analyse de tissus cellulaires est un champ grandissala sigectroscopie THz de-
puis un peu plus de 10 ans. En effet, des variations de coampertts diélectriques a ces
fréquences peuvent étre observées selon les tissus aa@ssidé fonction de leur com-
position. Par exemple, Huarag al. ont caractérisé, en réflexion, des tissus fraichement
excises de difféerents organes de rats (foie, reins, pasicné@ascle et tissu adipeux) [71].
L'extraction des indices de réfraction et des coefficiefabsbrption des tissus provenant
de chaque organe a été menée et un extrait est présenté ea Eig8. Une différence
nette est observée entre les tissus adipeux et les auses, texpliquée par la contenance
en eau moindre dans les tissus adipeux. Ceux-ci sont en effstittiés majoritairement
de chaines hydrocarbonées faiblement polaires. Au seiaudess tissus, des différences
plus ténues mais réelles sont également remarquées.
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Fig. 1.23 — Coefficient d’absorption des tissus de chaquenerga fonction de la fré-
guence. Mesure THz par réflexion d'impulsions sur I'écHimts. [71]

Une application majeure de la spectroscopie THz sur tisstla détection de tumeurs
canceéreuses. En effet, 'apparition de cellules cancéss'siccompagne souvent d'une
augmentation de la vascularisation et donc du contenu eroeal Eau qui est alors
susceptible de fournir un agent de contraste naturel palétiction THz de cellules ma-
lignes [72}1. Woodwardet al. ont démontré que I'analyse d’impulsions THz réfléchies

meéme sila littérature se rejoint pour affirmer que les vioie de contenu en eau expliquent les modi-
ficiations des spectres THz des tissus malades, les autgéaisgnt régulierement que cette interprétation
n'est probablement que partielle. En effet, le pH, la ter@unxygéne ou encore la concentration en li-
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sur échantillons permettait de distinguer, dans le cas deeta de la peau, des tissus
sains et malades excisés [73]. L'étude a été realisée sutzihtllons et les comparai-
sons avec I'analyse par histologie classique montre ute éorrélation pour 17 cas. Lors
d’une étude ultérieure, les auteurs ont mesuré des varsati@bsorption et de réfraction
notables entre les échantillons sains et malades de 0.2 2 PAH Ces études ont éga-
lement été menées sur des tumeurs du sein [75] ou du colond@® I'imagerie THz a
été démontrée. A terme, en supplément aux possibilitésteetds précoce, cette diffé-
renciation entre tissus sains et malins a pour ojectif dséesles opérations chirurgicales.
En effet, dans le cadre du retrait d’'une tumeur, il est ciudgas’assurer que les tissus
cancéreux ont bien tous été extraits afin de limiter le risteig2cidive. Une cartographie
rapide de la tumeun vivo avant excision aiderait ainsi le chirurgien dans sa tach@sD
cette optique, le développement de sondes THz portablé®{i7@’endoscopes [78] est
en cours.

En associant I'imagerie THz & des traitements mathématiguancés, Brun et al.
sont parvenus a identifier différents types de tumeurs daocadre du cancer du poumon
[79]. lls sont également arrivés a délimiter I'extensioardd tumeur trés invasive du can-
cer du pancréas, tache difficile en lumiére visible. Ces nessgommes les précédentes,
ont été réalisées par technique de réflexion de 'onde THeffieh les mesures par trans-
mission a travers les tissus restent difficiles en raisomaderte absorption de I'eau. Leur
réalisation nécessite I'utilisation de tissus fins [80] awbngélation des tissus a mesurer
[81].

Toutes les mesures jusqu’ici décrites sont effectuéesesitissus excisegX vivg.
L'extension de ces résultats aux mesuresivo (I'objectif a plus long terme) doit étre
menée avec précaution. En effet, I'environnement du tsstieneur en eau, sa tempéra-
ture, sa teneur en sel (utilisé pour la conservation) sdanade parameétres variant entre
les deux situations et qui influent potentiellement le digitdz mesuré. Des premieres
expériencesn vivo ont néanmoins réussi a distinguer, chez la souris, la pcés#ane
tumeur cancéreuse dans un environnement lipidique [8i2hagderie de son évolution en
fonction du temps est présentée en Figure 1.24.

pides sont d’autres arguments valides. La compréhensismlifférences observées est donc aujourd’hui
lacunaire.

12| es auteurs développent notamment ici une Analyse en Camp®rincipale (PCA), qui sera pré-
sentée dans le Chapitre 3.
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Fig. 1.24 — Imagerie THm vivo de I'évolution d’une tumeur implantée dans une souris
[82].

De maniére plus générale, des investigations ont été menéees tissus cellulaires
et ont montré la trés grande sensibilité de la spectrosddizeaux modifications de com-
portements cellulaires. Par exemple, etwal.ont montré que la possibilité de distingtier
des trés faibles changements (non observables en miciesiutfmue) au sein d’'une mo-
nocouche de cellules endothéliales, suite a leur expositides facteurs de croissance
spécifiques [83].

D Maesures sur échantillons liquides

Concernant la mesure sur liquides a proprement parler, yprecpe est de caractéri-
ser les échantillons par réflexion d’impulsion ("reflectioada TDS") [17]. Ronnet al.
[84] ont utilisé ce protocole pour étudier le comportemeeélattrique de I'eau et du deu-
térium (D;0) de 0.1 a 2THz. Grace notament a I'analyse du déphasageydas s reflé-
chis, les auteurs parviennent a déterminer un modele deelebgux composantes pour
la caractérisation des deux liquides. Leur évolution ertion de la température permet
ensuite de discuter des modéles physiques aptes a déaie fortement de I'eau. Mol-
ler et al. ont de la méme maniére caractérisé des mélanges binairésheanol ainsi que

13| a technique utilisée est basée sur la spectroscopie THe-dfDmode différentiel (THz-DTDS), pou-
vant, selon les auteurs, sonder des variations d'épaidsdiquides de I'ordre du nanometre.
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des solvants organiques [17]. L'utilisation de I'onde réfii@ sur I'échantillon permet de
s’affranchir du caractere hautement absorbant de la soluiin revanche, I'analyse des
signaux mesurés est plus complexe que pour une analysersmission. De plus, la
connaissance précise de la phase du signal réfléchi egpémdiable afin de caractériser
I'absorption de I'échantillon ; en transmission, seulenfaitude du signal transmis peut
sulffir.

Afin d’effectuer des mesures en transmission, I'approchaespar le groupe de Mar-
tina Havenith a été I'utilisation de sources de fortes m@mnsss. Les travaux de cette
equipe concernant I'hydratation des protéines et sucre$raguences THz ont été pré-
sentés en premiere partie de ce chapitre [20]. Pour peenigttilisation de sources de
faible puissance, une réduction de la taille des échansilést nécessaire. Dans ce cadre,
une approche trés originale est celle de Cookstesl. Ils ont, pour s’affranchir de I'ab-
sorption de 'eau, utilisé des nano-poches de solutions@sps (micelles inverses) a ana-
lyser au sein d’un solvant apolaire, I'heptane, transpaagar fréquences Terahertz [85].
De maniére plus répandue, I'utilisation de cavités fineb@ea 100@m) contenant le li-
guide a analyser a notamment été proposée par Kindt et Sidnmaer [86]. Ce protocole
leur a permis d’étendre jusqu’a 1THz les résultats de rélaxaliélectrique concernant
la permittivité de I'eau, du méthanol, de I'éthanol et dugaool.

Cette idée de réduction de la taille des échantillons a sqratdransmission a été re-
prise pour I'analyse de solutions a caractére biologiqig [Blobuset al. ont caractérisé
I’ADN de 0.3 a2 0.75 THz [88, 89]. lls ont montré que la confotiora et I'orientation de
I’ADN en phase liquide pouvaient étre sondées par la spextpme THz. En effet, leur
modification s’accompagne de variations en intensité eitipnsde pics de résonance.
Des signatures spectrales semblent donc apparaitre. Bncrey, les auteurs insistent
sur la nécessité d’'un protocole expérimental rigoureurnp#iant un contréle précis des
échantillons observés (orientation, concentratiorl’étude de protéines en solution a
été menée par Xat al. sur '’Albumine de Sérum Bovin (BSA) [90]. L'évolution de son
absorption en fonction de sa concentration a été mesuré8de372THz. Expérimen-
talement, la puissance transmise est mesurée pour plsisgegeursd d’échantillon (de
0 a 18Qum, par pas de 20m). Une régression permet ensuite de revenir rapidement a la
valeur de I'absorptiorr (puissance transmise = K gxpad)). Une augmentation mo-
notone de I'absorption de la BSA avec la fréquence est obseyé&ontrairement aux
résultats préecédents avec I’ADN, aucune signature spectegpeut étre extraite. Ces ré-
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sultats corroborent ceux obtenus par Marketial. présentés en phase secteepriori,

la spectroscopie THz n’est pas a méme de distinguer destsigagpropres a chaque
protéine. Les auteurs affirment que cela est di a la différdecrépartition des charges
au sein d'une protéine et au sein de '’ADN. En effet, la répart réguliére, périodique,
ordonnée des charges sur les brins d’ADN est propice a ltétpade pics de résonance.
En revanche, le caractére désordonné et apériodique dpdeiti®&n de charges sur une
protéine ne s’y préte pas. Néanmoins, comme observé eragiistinction entre diverses
conformations d’'une méme protéine en milieu liquide essjibs. Yoneyamat al.ont en
effet pu comparer I'absorption d’échantillons de BSA nagvelénaturée de 0.5 a 3THz.
Pour cela les échantillons liquides ont été placés dansudtssge 10@L comportant une
membrane et analysés par spectrosopie TDS [91].

Le développement des mesures sur échantillons de faiblenad et la nécessité de
I'établissement de protocoles expérimentaux reprodiastid introduit I'utilisation de cir-
cuits microfluidiques, proposeée initialement par Mileal. [92]. Georgeet al. ont pre-
senté une telle réalisation dans "Microfluidic devices faaertz spectroscopy of biomo-
lecules” [93]. lls déclinent I'intérét de I'utilisation deicrocanaux en plusieurs points : (i)
I'utilisation de sources de faible puissance pour la mesargansmission, (ii) la possibi-
lité d’injection et de mesure de réaction en temps réeligtdipossibilité de I'intégration
de ces circuits dans les plateformes d’analyse multi-pénagues. Dans le protocole
décrit, un faisceau THz est focalisé sur une cavité micrmdifiuie réalisée en polymére
Zeonor (Figure 1.25-gauche). Cette configuration permetateurs de détecter et me-
surer I'absorption de solutions de BSA concentrées a 101,e2BD5mg/mL (Figure
1.25-droite). Une configuration similaire avec I'utilisat d'une cuve microfluidique en
silicium a été proposée par Baragwanetfal.[94]. La transparence du silicium aux fré-
guences THz et la maitrise de son usinage (haute précisigrafondeurs/largeurs des
microcanaux), malgré son opacité optique, justifient ici gblisation. Les auteurs sont
parvenus a détecter la présence d’alcool a une précisiorbéle & titre volumique et la
présence de la protéine biotine a une concentration de dpflmg

L'étape suivante dans le développement d’'une spectrasddfe intégrée est de gui-
der I'onde au sein de la puce microfluidique plutét que dseil une propagation / fo-
calisation en espace libre. Ohkubkb al ont proposé I'utilisation de lignes micro-strip
impactées par un laser femtoseconde pour amener I'ondaumerpiscine en polyéthy-
lene contenant I'échantillon & sonder [95]. Dans ce dispdsis mesures d’absorption de
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Fig. 1.25 — Gauche : Dispositif expérimental pour la spetiopie THz en environnement
microfluidique. Droite : Absorption de solutions de BSA endbon de la concentration
pour des fréquences de 0.5 a 2.5 THz [93].

la BSA et de I'Arginine ont été effectuées. La limite de détecatteinte est de 50mg/mL
et les auteurs sont parvenus a quantifier I’hydratation dag grotéines en solution [96].

D’autres guides d’ondes, de type métallique, ont été pEgppsur réaliser des spec-
troscopies sur échantillons liquides. Par exemple, Meatl. ont présenté un guide
d’onde accompagné d’'une cavité permettant a la fois unenaéee électromagnétique
et I'écoulement d’'un fluide [97]. L'observation de I'évalm du pic de résonance en
fonction du liquide dans la cavité rend possible la mesureafeindice de réfraction.
Toutefois, les liquides utilisés dans cette étude sont dearsts organiques (de I'octane
a I'hexadécane) peu absorbants et I'extension de cettaitpeha des milieux aqueux
n'est pas présentée. L'utilisation de guides métalliguesxest aussi a I'origine du tra-
vail de Matvejevet al. [98]. Dans leur dispositif présenté en Figure 1.26, un &
microfluidique commercial en silice (diamétre interne : i60et 320um) est inséré
perpendiculairement dans un guide. La simulation de 2300&8i de transmission de
I'onde au sein du guide d’onde en fonction de la solution dansapillaire permet de
distinguer deux états de conformation de la protéine HSAAline de Sérum Humain)
en milieu liquide.

Les développements actuels semblent donc converger veegpnoche intégrée de la
spectroscopie Térahertz par transmission, adoptée paiipé M2T, et dont les avantages
sont multiples :

— l'utilisation de sources de faibles puissances, éveletmeint intégrables ;

— la possibilité, a travers le contrdle des injections, dediller avec des protocoles

expérimentaux reproductibles et variés;;
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Fig. 1.26 — Intégration d’un guide d’onde métallique creuaaun capillaire commercial
pour la spectroscopie de solutions liquides de protéings [9

— la possibilité de suivi de réaction au sein de microcanaux ;
— l'utilisation de faible quantité d’échantillons.

Si des progres ont été effectués dans l'intégration deseguod I'utilisation de mi-
crocanaux, la co-intégration des fonctions de guidagdrél®agnétique et de circulation
microfluidique est cependant un enjeu non atteint dangdadiure présentée. C'est I'un
des objectifs du travail réalisé ici. En plus de leur cognédion, I'indépendance de leur
réalisation est également un point important. En effeg p#rmettra une versatilité en
terme de conception et de complexification des systémegteds. Concrétement, I'amé-
lioration indépendante des fonctions microfluidiques ettbmagnétiques permettrait
une amélioration des performances et des possibilitésudies fsystemes. C’est dans cet
esprit que ce manuscrit est rédigé. Dans la suite, le dispostintégrant les fonctions
microfluidiques et électromagnétiques sera présenté epremessus de fabrication dé-
taillé. La version "de base" de ce microsysteme sera endilisge pour caractériser des
échantillons liquides tels des mélanges eau/alcool owpea@ine. Enfin, le développe-
ment de fonctions électromagnétiques et microfluidiques peesenté afin d’apporter de
nouvelles possibilités au dispositif initial.
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Partie 2

Description, conception et tests du
BIioMEMS THz

THz probe ==

Microchannels —

Goubau line 50um-wide S0 % 70 80 51 100
microchannel

Cette partie s’'intéresse au microsysteme microfluidiquesld@pé dans ce travail
these. Apres une breve description, les considérationst gusa fabrication technol@-
gique, sous la contrainte d’'une propagation THz intégréet développées. La cargg-
térisation du dispositif réalisé est ensuite menée.
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Introduction

Lors de la these de Monsieur Anthony Treizebré, un prototdg@®&8ioMEMS THz,
le premier combinant une propagation électromagnétiquigne de Goubau et une cir-
culation fluidiqgue au sein de microcanaux, avait été rég8i9¢ La culture cellulaire en
son sein avait été démontrée et des premiéres mesures @wiprshqueuses avaient été
effectuées.

La description de ce microsysteme avec le détail des difféssfonctions sera effec-
tuée dans un premier temps. Ensuite, le procédé technakgigcédemment développé
sera décrit. Il permettait la fabrication de 8 microsystemar substrat de 3 pouces et
comportait encore quelques étapes manuelles. De plusrdelemes de fuites des mi-
crocanaux étaient parfois observées.

Aprés avoir mis en avant les points critiques du précédeguté technologique et en
vue de rationnaliser et d’interpréter les mesures obtegide® au BIOMEMS, un procédeé
technologique optimisé sera présenté [100]. Ses poti@sialeront discutées et divers
tests seront effectués pour le caractériser. Ce procédel'alfget d’'un brevet [101].
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| Présentation du BIoMEMS THz

Afin de réaliser la spectroscopie THz de liquides en dépitad®ite absorption de
I'eau, la réduction des volumes d’échantillons a été la wiwie au sein de I'équipe
M2T. La réalisation du BIoMEMS (Figure 2.1) en est la conaation.

Goubau line 50ur-wide
microchannel

Capillaries

Fig. 2.1 — Couplage des fonctions térahertz et microfluidsquesein du BioMEMS THz

Dans ce systeme, I'échantillon a analyser est conduit audgemicrocanaux jusqu’a
une zone de mesure ou il rencontre I'onde électromagnétompreroyée perpendiculai-
rement par un guide d’onde. Le guide d’onde en question, osgnp’un fil unique, est
appelé "Ligne de Goubau". Le couplage intégré de fonctionsafhicliques et électro-
magnétiques THz est l'originalité fondamentale de ce digffoDans la suite, ces deux
fonctions sont détaillées.

A Lignes de Goubau

1 Propagation sur fil unique

Une onde électromagnétique peut étre propagée par un gidéedcomposé d’'un
simple fil métallique. Cette affirmation non-triviale a étévaitrée théoriquement par
Sommerfeld en 1899, a partir des équations de Maxwell [ID@pendant, comme souli-
gné par Goubau en 1950, I'extension du champ électriqueiadtofil métallique est tel-
lement large que cette structure ne rencontrait aucuréirpéatique [103]. Afin de réduire
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cette extension, Goubau a proposé de recouvrir le fil métedld’une fine couche diélec-
trique ou d’augmenter la rugosité de ce fil. En vue d’applicest aux lignes de trans-
mission, il a montré que la propagation d’ondes a des frémpgesupérieures a 100MHz
était possible dans ces nouvelles configurations. Lesipdhes qualités de ce mode de
propagation sont ses faibles pertes, une propagation-G&hgj et une extension spatiale
d’autant plus faible que la fréequence d’investigation éstée. Son étude détaillée a plus
haute fréquence a été menée par King et Wiltse en 1962 [1Qlittivement, I'onde
propagée autour du fil est une onde de surface de type plagongymésultant de I'oscil-
lation locale des électrons a la surface du métal.

En raison du confinement de 'onde augmentant avec la frégu#mvestigation et de
ses propriétés attrayantes en terme de dispersion et diiosn le fil métallique unique
s’est révélé comme une structure guidante trés adaptéeeatresgeraHertz. Wang et
Mittleman I'ont démontré en 2004 [105] avec I'expériencégantée en Figure 2.2.

Scanning optical
delay lin

genenrsens ] Femtosecond laser
y, ﬁ i
Fibre : :
= coupler
[S
O <
c
]
xTHz transmitter, 5
]
>
X .
N I . Fib Simulation
Input coupler Y z lore
’/ coupler -10 -5 0 5 10
o
/ X position (mm)
Waveguide THz receiver
Movable stage Movable stage

Fig. 2.2 — Gauche : Protocole expérimental pour le test dedpggation THz sur fil
unique. Droite : Extension du champ autour du fil expérimenmant et en simulation
[105].

2 Lignes de Goubau planaires

L'intégration de ces lignes de Goubau sur substrats plesarété proposé au sein
de I'équipe M2T [106, 107, 108]. Les lignes de Goubau plasagsont donc des fils mé-
talliques uniques déposés sur un substrat isolant. Ellssgoent 'avantage de pouvoir
étre excitées de maniére efficace grace a un Analyseur deRéseiriel. Dans le cas
présent, les lignes de Goubau planaires sont réaliséespdépdt d’or sur un substrat
de verre (Pyrex Borosilicate). L'or est choisi en raison déoste conductivité aux fré-
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quences THzd#2.5.10’S/m & 300GHz [109]). L'utilisation de verre Borosilicate ()
en tant que substrat s’explique par sa transparence et ges geélectriqgues hautes fré-
quences relativement faibles (t&#5.10~2 & 300GHz [109]). L'allure simulée du champ
électromagnétique autour de la ligne est donnée en Fig8re 2.

E-field H-field

//

(b)

Fig. 2.3 — Allure du champ électromagnétique autour de lzelige Goubau [108].

Le confinement de I'onde autour du fil est de 10 @, en fonction de la largeur
de la ligne [110]. Pour une ligne d’'une largeur gend et d’'une épaisseur de 500nm, les
pertes & 100GHz sont de l'ordre de 2dB/mm et 'impédance &ahel 'ordre de 250
Q. Expérimentalement, le mode de propagation sur la ligne aié&u est quasi-TEM
et est excité par un Analyseur de Réseau Vectoriel (ARR")des pointes coplanaires
d'impédance caractéristique @0Une transition coplanaire/Goubau est donc nécessaire
pour I'excitation. Elle a ainsi été précédemment réalikés.pertes par réflexion qu’'elle
engendre sont inférieures a -10dB et les pertes en propagaint de I'ordre de 2.5dB
(avec deux transitions) [111]. La structure compléte cosdgpade la ligne de Goubau et
des deux transitions est présentée en Figure 2.4.

1T mm
I

Goubau line

Coplanar/Goubau
transition

Fig. 2.4 — Ligne de Goubau et transitions Coplanaire/Goubau
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B Circuit microfluidique

Le circuit microfluidique est réalisé grace a des murs deisit. L'utilisation du si-
licium s’explique par le fait qu’il puisse étre précisemegnavé de maniére profonde et
anisotropique [112] et qu’il présente des faibles pertews dabande THz (tad#5.10~4
a 400GHz [109]). De plus il pourra, a terme, étre le supportideggration de fonc-
tions électroniques en vue du développement de laboratsinepuce completement au-
tonomes. La profondeur des microcanaux est deub8@our réaliser la connexion avec
des capillaires de 1%0m de diametre extérieur. Le circuit microfluidique est cosgo
d’'un canal principal qui mene les échantillons a un canal deure de 50m de large.
Une telle configuration permet de combiner une arrivée mgas échantillons et un dé-
bit faible dans la zone de mesure (de résistance hydrauigpérieure) afin d’éviter des
contraintes excessives sur les échantillons mesuréslgspar exemple). La Figure 2.5
démontre ce principe, par la simulation de I'écoulementsdarcircuit microfluidique
avec le logiciel COMSO® Multiphysics.

Velocity field
(x0.1mm/s)

HZ

1.5

5 vmax = 0.16mm/s 1
==

1 2 3 X (mm)

4 Vmax = 0.028mm/s

Fig. 2.5 — Simulation de I'écoulement dans le circuit miarmfique

La faisabilité de la fabrication du microsystéme préserdégalémontrée dans le tra-
vail de these de Monsieur Anthony Treizebré. Le procédén@aogique alors développé
est présenté dans la section suivante.
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Il Ancien procedé de fabrication du BIoOMEMS THz [99]

A Description

L'ancien procédé utilisé pour la réalisation du BioMEMS THuramence par le dé-
pot des lignes électromagnétiques d’or (400nm) sur un gt quartz de 350m par
évaporation et procédé lift off [113]. Une fine couche dentitgd50nm) sert de couche
d’accroche de I'or sur le quartz (Figure 2.6).

1. Dépot de résine 2. Evaporation de titane (40nm) 3. Lift off
AZnLOF 2020 diluée (1um) et d'or (500nm)

Photolithographie

Quartz

Fig. 2.6 — Dépot des lignes électromagnétiques sur quartz

Un substrat de silicium de 3%0n d’épaisseur est ensuite travaillé pour réaliser la
composante microfluidique du dispositif. La face arriéresdbstrat est profondément
gravée (18@xm) par une attaque ionique (Deep Reactive lon Etching : DRI&Géaté
dit "Bosch" [112], [114]) afin de former les microcanaux. Ladavant du substrat est
gravée chimiquement a I'hydroxyde de potassium KOH afin @iodes microcanaux
(Figure 2.7).

Les deux substrats ainsi obtenus sont ensuite collés laredhermocompression a
I'aide du polymere CYCLOTENE 3022-46 (BCB 3022-46 de Dow Chemsi€Gdmpany)
chauffé a 160C sous 1 bar pendant une heure. Le BCB a été choisi en raison Bméap
rité, de sa capacité a étre gravé par plasma et de ses pmritée$ dans le domaine THz
[115]. Le substrat complet (comprenant 8 dispositifs) esuée découpé afin de séparer
les différents dispositifs qui sont ensuite individuelerhet manuellement fermeés par un
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capot de pyrex de 1%0n grace a un collage BCB a 10 (figure 2.8).

1. Dépét de nitrure de silicium 2. Photolithographies (résine AZ9260 10um)
(200nm par CVD) Gravure du nitrure par plasma CF4/02

3. DRIE face arriere

Attaque chimique KOH face avant

| |

Fig. 2.7 — Procédé technologique sur substrat de silicium

1. Dép6t de BCB (2pum) 2. Collage par thermocompression

Découpe et collage du capot

| S a—— |

Fig. 2.8 — Collage, découpe et pose des capots

Grace au microsysteme ainsi réalise, des premiéres mesurésau, I'éthanol ou
des protéines comme la lactoferrine ont été réaliséess B¢ montré la capacité du
BioMEMS a les différencier [99]. De plus, le suivi en tempslrdene réaction enzy-
matique au sein de ce dispositif a été réalisé [116]. Cepénbiainiention de mesures
plus quantitatives est rendue difficile par certaines &tions du processus de fabrication
technologiques.

B Limites du procédé technologique

1 Collage BCB

Tout d’abord, des fuites apparaissent parfois au niveauidrooanal central de me-
sure. Ceci peut s’expliquer notamment par les paramétreolhge Silicium/Quartz
par BCB avec une température inférieure a“Z5@limitation de la colleuse Logitech
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1WBS1). Les propriétés en température du BCB sont représentdaguge 2.9. Le dé-
pot de um de BCB3022-46 [115] sur le quartz s’effectue a la tournettesulE@, un
pré-recuit a 95C pendant 5 minutes permet I'évaporation des solvants. e la
température ambiante, le film de BCB déposé est solide. Poectedr le collage, on
superpose manuellement les substrats de quartz et dersilipuis le tout est chauffé a
130°C pendant 1 heure sous 1 bar. En se reportant a la Figure 2v@jtajue dans ces
conditions le BCB est en phase liquide lors de toute la phaseltdge. Une fois les sub-
strats collés revenus a température ambiante, le BCB n’egpaytiellement polymérisé
(#30%). Cette faible polymérisation le rend réactif a diyasduits utilisés ensuite dans
le procédé technologique comme l'acétone ou le KOH, erdrdiles fuites constatées.
De plus, sans polymérisation compléte, le collage est séder: un nouveau recuit des
substrats a une température de I'ordre de°C2&nd le BCB de nouveau liquide et peut
entrainer un décollement. La polymérisation compléterévarsible du BCB apparait
donc comme indispensable. Pour cela, une heure de collag€’ & 2st nécessaire, ce
qui implique un changement de colleuse.

350

Solid

300

250

Temperature (°C)

200

150 T T T T T T

3.6 Sec 36 Sec 6 Min lhr 10hr 100hr
Time

Fig. 2.9 — Etat du BCB en fonction du temps et de la températureasat [115]

Le collage Silicium/Quartz actuel s’effectue entre le $tdigle quartz "pleine plaque”
et un substrat de silicium ouvert par endroits (microcahaDx lors du collage, la pres-
sion effective sur la zone de collage est fonction de la pyessxercée par les parois de
la colleuse ET de la surface non gravée du silicium. De marniés simplifiée, si la pres-
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sion configurée pour la colleuse est de 1 bar et que la moitgubtstrat de silicium est
graveée, la pression effective sur la zone de collage esbddré de 2 bars. Ainsi, le para-
metre "pression"” dans I'étape de collage est dépendant dmtadjrie des microcanaux.
A chague modification de celle-ci, I'étape de collage estdbrecalibrer. Placer I'étape
de collage en amont de I'étape de gravure des microcanawsl€ailicium permettrait
un procédé technologique plus souple.

2 Gravure KOH du silicium

L'attaque au KOH utilisée pour I'ouverture des microcanandommage les micro-
canaux creusés par la gravure DRIE. En effet, lorsque un paoad est ouvert, le KOH
peut s’y insérer et graver le microcanal. Ainsi, la largeumgicrocanal de mesure peut
fluctuer selon le temps de résidence du KOH en sontskmlargeur du microcanal de
mesure est donc sujette a une incertitude et introduit une@oroductibilité des mesures
entre différents BlIoOMEMS.

3 Suppression des étapes manuelles

Le collage Silicium/Quartz s’effectue suite a un alignemennanuel sur plaque chauf-
fante. En effet, la colleuse Logitech 1WBS1 utilisée lors de cettpetae permet pas
d’alignement au microsope. Cependant, en vue de contr@ers@ment la zone de me-
sure sondée par I'onde THz, un alignement précis des foretiticrofluidiques et élec-
tromagnétiques est préférable. Par exemple, dans la pxgpde la mesure sur cellule
unique, I'alignement de la ligne de Goubau avec la struaniceofluidique d'immobili-
sation cellulaire est indispensable.

Le collage des capots s’effectue manuellement sur plaque akféante aprés la dé-
coupe. Une telle étape est peu compatible avec la volonté de rétksréailles des
BioMEMS (le capot devient alors trop petit pour le coller malhement), n'assure pas
systématiqguement un bon collage (pression manuelle sur le@BIGile d’'une pince) et
est trés gourmande en temps (proportionnel au nombre de B#B/& non au nombre
de substrats).

ILors de I'étape d’ouverture, on attend que tous les mictésyss du substrat soient ouverts avant de le
retirer du bain KOH. Ainsi, les premiers microcanaux ouséaignent plus longtemps que les autres dans
le KOH.
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Augmenter la sensibilité des mesures
O ‘ pertes EM
intégration wesp ‘ dimensions
@ parallélisation > 4

¥ | N\

|
|
|
technologique | interdispositifs
|
|
|
|

efficacité reproductibilité
éviter fuites suppression ¢tape KOH

par réticulation
du BCB

suppression étapes manuelles

@® optimiser le design du dispositif

9 alignement lors du collage

—) souplesse du procédé technologique

collage pleine plaque Si/Quartz
(avant gravure des microcanaux)

Fig. 2.10 — Modifications technologiques nécessaires adlimmation de la sensibilité des
mesures

Les limitations précédentes, résumées en Figure 2.10,imsita@nduit le travail de
redéfinition du procédé technologique.
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[Il Modifications lors de la fabrication du BIoMEMS

Cette section explique pas a pas la redéfinition du procétié@admyique pour la réa-
lisation du BioMEMS THz. Une vue d’ensemble et un résumé dagest sont présentés
dans I'Annexe. Lors du développement de ce nouveau pratptobtention d'un dis-
positif versatile a été un leitmovtiv sous-jacent. En effetprocédé de fabrication a été
pensé de maniére a ce que les fonctions microfluidiques er@eagnétiques puissent
étre modifiées a souhait, sans changement de parameétresltagues de fabrication.
Pour y parvenir, une modification profonde du procédé estmeonncernant le collage
quartz/silicium qui s’effectuera dorénavant "pleine plgwn tel aménagement permet
également une réduction sensible de la taille des micr@syespar augmentation de la
résolution des motifs graveés.

A Reéduction de la taille des microsystemes

| ax 1 =2 1 &2 1 g2 § o2 | s 8 Zo |
[ 2= [T == J 20 ¥ a& § &5 | == § &% |

[ 3¢ 1 &5 8 $¢ ¢ g5 F 22 1 25 0 S5 |
T gy bl st T e 1T g 1 gmerg 1

B N e e e 2
e | e o A N
L e L e L ye 1 oo 1 gp B e 1 e 1 se B Sz | |

Fig. 2.11 — Masques pour BioMEMS THz permettant une intégnadie 23 dispositifs
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De nouveaux masques ont été réalisés pour diminuer les giomsncaractéristiques
du dispositif et sont présentés en Figure 2.11. Il est démisrpossible de réaliser 23 Bio-
MEMS sur une méme puce, au lieu de 8. La longueur des ligndartaipes est diminuée,
passant de 6mm a 1.3mm. La taille d’un dispositif passe den1&M9mm a 7.2mm x
16mm, rendant difficile la pose manuelle du capot. De plisssiefaces des murs de si-
licium sont diminuées par rapport au masque préecédenti,Agssfuites au niveau des
collages sont plus probables et ceux-ci doivent donc étléfirgs.

B Collage Quartz/Silicium

Le premier collage & étudier est le collage quAsiicium. Lobjectif est d’effectuer
le collage avec polymérisation compléte du BCB et avant laugeades microcanaux.
Avant celui-ci, les guides électromagnétiques doiverda @&posées sur le quartz. Pour
cela, le procédé est similaire a celui précédemment dépélofpres un nettoyage du
substrat de quartz a I'acétone et I'iso-propanol, un redeib minutes a 20C est ef-
fectué. Il permet la déshydratation du substrat et améliadbérence des futurs dépbts.
Ensuite, de 'THMDS (pour HexaMethyIDiSilazane) est cdagé sur le substrat en tant
gue promoteur d’adhérence. Les parametres détaillés teétape sont donnés en Table
2.1. La résine AZnLoF2020 diluée (AZnLof2020/Propyleng/¢dl Monomethyl Ether
Acetate PGMEA - 50/50) est ensuite déposée par centrifuyat recuite pour obtenir
une épaisseur de 1/8m. Le substrat est ensuite exposé aux radiations AJ¥ 325nm),
recuit et révélé grace au développeur AZ326MIF pour graveésine non exposée. Les
produits HMDS, AZnLof2020, PGMEA et AZ326MIF proviennerg dMicroChemicals
[117]. Le profil de résine obtenu (de type "casquette") estt@dapprocédé Lift Off. Une
évaporation de titane (50nm, pour I'adhérence), d’or (400et d’aluminiunt (50nm) est
ensuite réalisée. Le Remover 1165 (de Shipley Company, LLG)@st utilisé pour gra-
ver toute la résine. Les lignes de Goubau ainsi réaliséespeétre observées en Figure
2.18. Le procédé précédemment décrit est trés similairéuadécrit en Figure 2.6 avec
le dépot supplémentaire d’aluminium. Grace a 'aligneur@®/BA6 de SussMicrotec uti-
lisé pour la photolithographie, la résolution des motifscélomagnétiques peut atteindre

2ou verre/silicium, le choix du verre n’est pas essentiekdancas, c’est son épaisseur qui importe. En
effet, elle impose une fréquence de coupure haute a la prtipaglectromagnétique par la création de
modes de substrats aux hautes fréquences. Plus I'épaikssubstrat de verre (ou quartz) sera faible, plus
cette fréquence sera importante. Ces considérationstaarates objets du Chapitre 4 de ce manuscrit.
3Le dép6t d’aluminium, non réalisé dans I'ancien procédBriegique, sera justifié par la suite.
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1um. Dans le cas présent, des lignes gerbde large ont été réalisées.

Centrifugation dHMDS  Recuit de déshydratation : 5min & 2@(plaque)
Vitesse = 2500rpm
Acceleration = 1000rpm/s

Durée = 20s
Centrifugation Vit. = 2500rpm
d’AZnLof2020 Acc. =1000rpm/s

Durée = 20s

Recuit : 1min a 118C (plaque)
Epaisseur 1.5um
Exposition UV Longueur d’onde = 325nm
Durée = 4.8s
Puissance = 11mWw/cm
Recuit = 1min at 110C (plaque)
Développement = AZ326MIF pendant 55s
Evaporation de métaux Ti; 50nm
Au; 400nm
Al; 50nm
Lift Off Remover 1165
Température = 7C
Durée = 8h

Tab. 2.1 — Procédé lift-off pour dépot de lignes de Goubau

Une fois les lignes électromagnétiques déposées, il faueoler au collage du sub-
strat de silicium, d’épaisseur 20t et support des futurs murs des microcanaux. Un
promoteur d’adhérence du BCB, ’AP3000 (de Dow Chemicals) egiafd (voir Table
2.2 pour les parameétres détaillés) déposé. Il est cendridug000 tours/min pendant 20
secondes a la tournette. Ensuite, le BCB est déposé et cgataf@000 tours/min pen-
dant 40 secondes. Durant ces 40 secondes, du T1100 (de Dowdabhesst déposé sur
la circonférence du substrat afin d’y enlever le BCB et d’éviet bourrelet néfaste lors
de la phase de collage : c’est I'étape de détourage (FigliEg.2.e tout est ensuite recuit
a 110C pendant 30 minutes sur plaque chauffante sous diazoteppomettre I'évacua-
tion des solvants. Une épaisseur ge2de BCB est alors mesurée sur le substrat grace
au profilometre.

Pour effectuer le collage, un substrat de silicium de 2@0d’épaisseur est ensuite
nettoye et déposeé sur le substrat de quartz. Le tout eséidaés 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 & 110C sous N
Epaisseur 2um
Collage silicium/verre Durée = 1h
Température = 25C
Pression de collage = 2 bars

Tab. 2.2 — Procédé de collage du silicium

der" qui permet notamment d’atteindre la température déQ%@rs du collage. A cette
température, le BCB est complétement polymérisé si il estpmnidant 1h environ (Fi-
gure 2.9). Le collage s’effectue donc pendant 1h &5 sous une pression de 2 bars
(Figure 2.12). La descente de température est limité€@ par heure, sous pression de 2
bars, afin de libérer au maximum les contraintes engende¥eerollage a température
élevée.

1h
-50°C/h

250°C +

150°C P =2 bars
30°C - —_——_——=—— =

15 25 40 t (min)

Fig. 2.12 — Parametres du collage Silicium/Quartz par BCB

Pour réaliser le collage, la colleuse réalise par défauidie @n son sein. C’est pour-
quoi lors des premiers tests de collage est apparu le prebitntdégazage du BCB, se
concrétisant par I'apparition de bulles sur la zone de geli@gigure 2.13). Pour y remé-
dier, le collage s’effectue désormais a pression ambidniesphérique.

La Figure 2.14 présente des vues au microscope électroaigatayage du collage.
Ony apercoit nettement les substrats de quartz et de siljgaparés par une fine couche
de BCB (um).

61/ 203

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
METROLOGIE THZ DES LIQUIDES PAR MICROSYSTEME

Fig. 2.13 — Probléme de dégazage du BCB lors du collage sous vide

Silicon

BCB |
2.08 pm

Glass

EHT = 0.70 kV Signal A=ESB  Signal= 1.000 WD= 43mm .
Mag= 167KX  SignalB=Inlens Mixing=Off StageatT= 02° MFEHIH—

Fig. 2.14 — Observation du collage silicium/verre au micope électronique a balayage.

C Gravure des microcanaux

La Figure 2.15 présente I'état d’avancement du procédéntdabique apres le col-
lage. Il reste désormais a effectuer la gravure profondendesocanaux. Le diametre
extérieur des capillaires connectés au BIOMEMS est detfrbAinsi, la profondeur des
microcanaux doit étre supérieure a cette valeur. C'est pmirdg substrat de silicium
collé a été choisi avec une épaisseur de 20

1. Dépot de BCB (2um) 2. Détourage T1100 3. Collage par thermocompression
|
m g ———

Fig. 2.15 — Avancement du procédé technologique apres legeol
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1 Lagravure du silicium par DRIE : le procédé Bosch

Afin de graver de maniére profonde et anisotropique les réraux dans silicium, le
procédé Bosch standard est utilisé. Il est constitué d’'uneession d’étapes de gravure
(par gaz SE) et de passivation (§Fg). Comme dépeint dans la Figure 2.16, les étapes de
passivation permettent de protéger les faces latéralearmhl ors de I'étape de gravure
afin que celle-ci ne s’effectue que dans le sens de la profwiiti&8]. Les parameétres ex-
périmentaux de cette étape sont détaillés dans la Table&\8tesse de gravure obtenue
dans ces conditions est dg@h/min.

Gk i Photoresist Scallop
SFe
m M Rz 3
e -»Y
Qe -
AR R
YyYvvyy
Silicon
@ ®)

)

Fig. 2.16 — Procédé Bosch pour la gravure profonde du silica)rtape de passivation.
b) Etape de gravure. c) Tranchées obtenues. d) Zoom sur lpanumettre en évidence
la rugosité liée a la succession des étapes de passivatiergeavure [118].

2 Gravure profonde DRIE des microcanaux

La gravure des microcanaux nécessite une étape de photphibhie afin de réaliser
un masque en résine sur le substrat avant la gravure. Ce masigc@mposé d’une fine
couche d’aluminium (100nm) surmontée d’'une couche épdissésine AZ9260 (1m,
de MicroChemicals). La présence d’aluminium permet I'obtande flancs de gravure
plus nets alors que I'importante épaisseur de résine patenédire face a I'agressivité
de la gravure. L'aluminium est déposé par un procédé de psiaition cathodique (les
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parametres détaillés sont donnés en Table 2.3). Celui-cistera faire bombarder une
cible d’aluminium grace a I'excitation d’un plasma d’argtes projections d’aluminium
sont ensuite recueillies sur le substrat sous forme d’'udtdép résine AZ9260 est dépo-
sée a la tournette puis recuite. S’en suit I'exposition aikgduis la révélation. La base
(AZ351B, de MicroChemicals) utilisée pour révéler la résiampet également la gravure
de I'aluminium. Le tout est ensuite mis a TM®pendant 1h afin de durcir la résine et de
la rendre plus résistante a I'attaque DRIE.

Dépot 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 a 118C (plaque)
Epaisseurs 10um
Exposition UV Longueur d’onde = 325nm
Durée = 20s
Puissance = 11mW/cm
Développement AZ351B $D(1 :2) durant 4min
Recuit : 1h at 118C (four)
Gravure profonde du silicium Plasmas @Fg (Passivation) -Sg(Gravure)
Débit C4Fg = 100sccm
Durée de passivation = 2.2s
Puissance de passivation RIE/ICP = 20W/1500W
Débit Sk = 450sccm
Durée de gravure = 3s
Puissance de gravure RIE/ICP = 50W/2200W
Durée totale = 45min
Profondeur de gravure 180um
Gravure plasma du BCB Plasma CHO,
Débit CF, = 20sccm
Débit O, = 20sccm
Puissance = 200W
Pression = 50mTorr
Durée totale = 7min
Profondeur de gravure =2n

Tab. 2.3 — Gravure des microcanaux
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Le substrat est ensuite inséré dans le bati de DRIE de la &8 (Surface Tech-
nology Systems), aprés un report sur substrat de silicianf plors de la gravure, il faut
minimiser I'échauffement de la résine pour gu’elle resfieate en tant que masque. Au-
trement dit, il faut permettre une bonne évacuation de l&ecihau substrat. Pour cela, on
refroidit le porte-substrat du bati a -XD. Cependant, le silicium a graver étant collé sur
du quartz (mauvais conducteur thermique) lui méme reponténs substrat de silicium
planvia une graisse, I'évacuation thermique par le porte-subsstade mauvaise qualité.
Ce probléme a été contourné en gravant le silicium par pas delies afin de permettre
un refroidissement suffisant de la résine. L'avancementrdoéulé technologique est ré-
sume en figure 2.17.

1. Dépot Al et AZ9260 2. Gravure DRIE du silicium

Photolithographie

Fig. 2.17 — Etapes pour la gravure des microcanaux par DRIE.

En pratique, I'épaisseur du substrat de silicium initigd@incollé n’est pas totale-
ment homogéne et la gravure pour I'amincissement non plirsiAors de la gravure
des microcanaux, certains microcanaux (moins profond#) gavés entierement avant
d’autres. Ainsi la gravure SF6 de DRIE peut attaquer le BCB ettéedlement les motifs
en or au-dessous. Pour protéger I'or, une fine couche d’ailumi (50nm) est déposée
au-dessus lors de la phase d’évaporation de I'or juste &difttoff. Les résultats expé-
rimentaux de I'étape de gravure des microcanaux sont p&sen figure 2.18, avec des
motifs de résonateurs sur les lignes de Goubau, au centraidexanaux.

3 Gravure du BCB

Pour permettre I'accés aux lignes coplanaires, le BCB restafibnd des microca-

rrrrr

gravure doit donc s’effectuetia une gravure plasma [115], [119]. Les lignes de Goubau
situées en-dessous du BCB sont protégées de la gravure du BC8 gedt d’alumi-

4En effet, I'étape de collage précédente s’accompagne deaiates menant & une légére courbure du
substrat. Afin d’assurer la fixation dans le bati de gravdigain, il est nécessaire de reporter I'échantillon
a graver sur un substrat de silicium plan.
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Fig. 2.18 — Vue du BioMEMS apres la gravure des microcanauiopdE

nium préceédemment évoqué. Une gravure plasmg@Fdu BCB est utilisée avec un
mélange aux proportions identiques de ces deux gaz, ce qunnisa a priori la vitesse
de gravure [120]. Chimiquement, la présence de fluor permeddaure du squelette du
polymére BCB par création de sites réactifs. Ces sites sonitemstaqués par I'oxygéne
pour former des composés volatils, permettant ainsi laugeagtu polymére (Figure 2.19).
Le bombardement ionique RIE catalyse ces deux phénoménesneetpun gain en ani-
sotropie de la gravure [121].

. F
F O 9]
Fig. 2.19 — Gravure du BCB polymérisé par plasma/Cg [121]

La gravure du BCB est alors réalisée avec les parameétresdigans la Table 2.3. La
vitesse de gravure mesurée du BCB est de I'ordre derfd 8ar minute, ce qui est cohérent
avec les articles précédemment cités. L'aluminium n’est grave et permet donc une
bonne protection pour les lignes de Goubau. Pour vérifietejBEB a été completement
enlevé, une mesure au profilométre des lignes de Goubauestiuéke. En I'absence de
BCB on observe une marche qui correspond a I'épaisseur denkadig Goubau (Titane
+ Or + Aluminium). En revanche, s'’il reste du BCB, sa propriét@@marité estompe le
caractére abrupt de la marche et la ligne de Goubau deviasimgeant indiscernable au
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profilomeétre. Une fois le BCB completement gravé, les masgeeésine et d’aluminium
sont dissous respectivement dans I'acétone et la base &Z351

D Collage des capots par "découpe differentielle”

L'étape de gravure des microcanaux étant terminée, il feadguler a leur fermeture.
Pour maintenir I'originalité du procédé de fabrication dicmsysteme microfluidique, a
savoir une realisation pleine plaque compatible avec lesguies microélectroniques, une
nouvelle voie a été imaginée. L'idée est de coller un subdéraerre au-dessus du substrat
complet, de découper partiellement le substrat collé pibérdr 'accés aux lignes de
Goubau et enfin, de découper totalement le substrat afin deesdps dispositifs.

1 Collage du substrat de verre

Le collage d’'un substrat de verre de 3 pouces s’effectuegpar@me procédé BCB
gue le collage "Quartz/Silicium". La seule différence estiaspion de collage qui est
ici de 1 bar au lieu de 2, afin de tenir compte de la surface grde§ microcanaux de
silicium.

2 Découpes partielle et totale des BioMEMS

Pour réaliser les découpes partielle et totale des disigosih masque (Figure 2.20) a
été créé sur lequel des lignes en trait continu montrent les endmit$e substrat doit
étre completement découpé (séparation des différentedligp). Les traits pointillés
montrent les zones ou seul le capot de verre supérieur deidétoupé (découpe par-
tielle pour I'acces aux microcanaux et aux lignes métadig)uCette différenciation entre
deux découpes est rendue possible en réglant le paramégtrefdadeur de découpe de
la scie "référence". La réalisation des lignes pour le guidbgka découpe est présentée
en Figure 2.21. Le resumé des étapes technologiques meladisiécoupe differentielle”
des dispositifs est donné en Figure 2.22.

Une fois toutes ces étapes réalisées, le BioOMEMS THz estmeasdisponible. L'ob-
servation au microscope électronique du dispositif eshderen Figure 2.23. La structure
de type "sandwich" peut y étre observée. L'épaisseur mesigrégm de BCB sur le ca-
pot peut étre surprenante compte-tenu des attendus. Elle s’explique par le fait que le

5Ces motifs apparaiteront sur la face arriére du quartz &igré coté des lignes de Goubau).
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Fig. 2.21 — Lignes pleines et pointillés pour la découpe

deuxieme collage s’effectue entre le verre et un substratlideim gravé : le BCB sous
pression a tendance a rejoindre les zones sans siliciurdédesphase de collage.

Le récapitulatif des étapes est présenté en Annexe. Il redestnavant qu’a connec-
ter des capillaires (diamétre internepit, diametre externe 150n) aux microcanaux.
La colle Araldite 2012(résine + durcisseur d’Huntsman)utisée a cet effet et permet
I'obtention du BioMEMS. Celui-ci doit ensuite subir les testgrofluidiques et électro-
magnétiques afin d’étre validé et de permettre les mesuresposés d’intérét biolo-

gique.
68 / 203

© 2013 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
PARTIE 2. DESCRIPTION, CONCEPTION ET TESTS DU BIOMEMS THZ

1. Collage du verre pour le capot

!ﬁ F------ : k \\ lignes pointillées pour la découpe partielle
1 — —

1
L“"' —== —\\ = W N B ligne pleine pour la découpe totale

1 dispositif unique,
e i représenté sur les figures précédentes

3. Découpe totale finale

T . e

A\ A\ A\ A\

Fig. 2.22 — Procédé de "découpe différentielle"

20 um EHT = 1.00 kv Signal A= InLens Signal= 1.000 WD= 53mm
Mag= 191X Signal B = InLens  Mixing = Off StageatT= 0.0° MFEHIH—

Fig. 2.23 — Vision d’'une tranche du microsysteme au micrps@ectronique a balayage.

69 / 203

©2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Simon Laurette, Lille 1, 2012
METROLOGIE THZ DES LIQUIDES PAR MICROSYSTEME

IV Test et validation du dispositif

Afin de garantir la pertinence des mesures effectuées aiolMEMS, celui-ci doit
étre soumis aux contrdles expliqués dans la suite.

A Aspect microfluidique

1 Controle qualitatif de I'écoulement

La premiere vérification microfluidique consiste a injecéefaide d’une seringue, de
I'eau au sein du dispositif. A I'oeil nu, on vérifie si le fluidst évacué par les capillaires
de sortie. Au microscope, on vérifie si le fluide s’écoule dange la structure micro-
fluidique et si il n’y a pas de fuites au niveau des collagebgsat/substrat au BCB et
capillaire/dispositif a la colle Araldite). Avec le proa&technologique détaillé précédem-
ment, on observe une quasi-totalité des dispositifs fonoelle.

2 Pression supportée au sein du dispositif

Pour tester la robustesse du dispositif, des tests de pnesdans les microcanaux sont
nécessaires. Aprés un rappel sur I'écoulement d’'un fluidse@iu de microcanaux, des
tests a débit ou pression imposés seront présentés.

Ecoulement laminaire dans un microcanal

L’écoulement d’un liquide est caractérisé par trois chan&asvitessel(—l\/lf, sa pres-
sion p(M) et sa masse volumiqye(M) définis en tout point [122]. Avec I'hypothése
supplémentaire d’un liquide incompressible, on obtierg g(M) = p valeur constante.
Dans ce cas, les parameétres de I'écoulement sont déterpanéss résolution de I'équa-
tion de Navier Stokes qui est I'expression du principe fondatal de la dynamique sur
une particule de fluide :

P (gqt (7.3)7) = —ﬁp+ p@+nﬁ (2.1)
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avecn la viscosité dynamique du fluide & le champ de pesanteur. Cette équation
stipule que la variation de la vitesse d’'une particule dedfiLau cours de son déplace-
ment (membre de gauche) est reliée aux forces exercéeslsimeimbre de droite) :
différence de pression, poids et force de viscosité. Elleassede que rarement des solu-
tions analytiques, c’est pourquoi il est important d’enlégales termes négligeables afin
d’effectuer des approximations. Dans le cas de la micrafjuil la force de pesanteur
volumiquep g devient négligeable devant les forces de pression et desiiécDe plus,
seul le régime permanent dans lequel les débits sont ésaléitudié dans le cas présent,
rendant ainsi nulle la dérivée par rapport au temps. L'égongP.1) devient alors :

p(V.0)V= —Op + nAvV 2.2)
——— N——— ——
convection pression viscosité

Pour comparer le caractére "convectif" de I'écoulement aactare "diffusif" lié aux
forces de viscosité, le nombre de Reynolds est introduit @ jpiar (2.2) :

__convection  pvL

®~ diffusion ~ n 2:3)

ouv est la norme caractéristique de la vitesse et L une longueactéristiqgue de I'écou-
lement (largeur de canal). Dans notre cas, pour I'eau, |Esiks caractéristiques sont
répertoriées dans le tableau 2.4.

Débit D 0.1uL/min
L 100um
v D/L?=2.10""*m/s
n 1.107° Pa.s
P 1.10°kg/m®
Oe 210%«1

Tab. 2.4 — Calcul du nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds obtenu étant largement inférieur 2%t &8 phénomeéne de
diffusion lié a la viscosité qui est predominant. Autremeitf I'écoulement de l'eau a
I’échelle microfluidique est de type visqueux, comme searaiti d’une huile a I'échelle
"habituelle” du décimetre (Figure 2.24). La quasi-absereeahvection donne a un tel
écoulement des propriétés particulieres :

— absence de tourbillons et de turbulences;

— inertie du fluide faible ;
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— mélange de deux fluides difficile ;
— homogénéisation des vitesses par le phénomene de diffusio
— lignes de champ clairement définies.

Laminar flow Re < 0.1

Recirculation zone
vortex

Laminar flow Re < 50

Alternate vertices

Transition flow Re = 100 (Von Karmann)

[123]

L

Fig. 2.25 — Conduit modele pour I'étude de I'écoulement

Dans le cas d’'un conduit cylindrique horizontal d’axe z dgoraR et de longueur L
(figure 2.25), les invariances géométriques impliquentlgaechamps de pression et de
vitesse sont de la forme/(—l\/lf =V,(r,2)U; etp(M) = p(r,2). Lutilisation de tels champs
dans I'équation (2.2) de Navier Stokes avec convectior gigmle a 0 donre[122]

p(r,2) = p(2) (2.4)

8]l faut également écrire en plus I'équation de conservalieta masse.
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_ _r2
(p(O) pi;>L><R2 2) 5

Ainsi, le champ de vitesse de I'écoulement est paraboliques da section de I'écoule-
ment (Figure 2.26).

p(0) . ______________ § _____________________

Fig. 2.26 — Profil parabolique des vitesses - Ecoulementaina

Vz(1,2) = Vy(r) =

Lintégration de I'équation (2.5) sur la section du condué&ne a la "loi de Poiseuille”
reliant le débitD dans le conduit & la chute de presslgm= p(0) — p(L) en son sein :

8nL
_Np

Ap s

(2.6)
L'analogie entre cette expression et la loi d’Ohm de I'decnétique AV = Ri) améne a
la définition de la résistance hydraulique :

Ry = @7)
La différence de pression entre le début et la fin d’'un mianatast donc analogue a
une différence de potentiel qui met en mouvement le fluidei{deintensité) a travers
une résistance hydraulique d’autant plus élevée que lasitgcdu liquide est grande. En
pratique, on peut soit imposer le débit dans les microcaadiade de pousse-seringues
("source de courant") soit imposer la pression a I'entrée desnanaux par un généra-
teur de pression ("source de tension"), la sortie du micrdédaat a pression atmosphé-

rique (air libre).

Test en pression du microcanal
Pour caractériser la robustesse en pression du collagestlesprésenté Figure 2.27
est mené.

Un capillaire de longueuk, est connectée a la sortie du dispositif alors qu’un de
longueurl; est connectée a son entrée. Le débit volumique est fixé pauksp-seringue
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P P~ Bss D
}_E. * B
BioMEMS
<> - >
L, L,

Fig. 2.27 — Expérience de test en pression du dispositif

"Harvard Apparatus PHD 2000". Des seringues en acier inoledsdnt utilisées afin
d’éviter toute déformation. L'objectif est de déterminerdiébit maximaD accepté dans
le microsysteme sans apparition de fuites (dans cette ewafign donnée). La mesure de
ce débit permet de déterminer la pression maxirRgladmissible dans le microsystéme,
grace a la loi de Poiseuille :

8nLs,

Ry

ou Ry, est la resistance hydraulique du capillaire de sortigeton rayon interne est
la viscosité de I'eau. Les valeurs des différents parametirgsi que celle de la pression
maximale correspondante sont répertoriées dans la Tdble 2.

Ry = P+ Re,D = R+

D (2.8)

Ri=R 37.5um
L1 10cm
) 30cm
D 600uL/min
Ps— P 38 bars

Tab. 2.5 — Calcul de la surpression admissible dans le mistese

Avec un débit maximal de 6Q0./min dans la configuration du test, la surpression ac-
ceptée dans le microsysteme est de 38bars. Quatre mi&omsbnt été testés et donnent
une distribution de la surpression maximale de 37-barsar. Cette valeur montre que le
BioMEMS peut étre utilisé dans des conditions "standard" sgpsirition de fuites. En
effet, considérant un débit deulL/min etL; = L, = 20cm, la surpression dans le disposi-
tif est inférieure a 1 bar 37 bars. Le procédé technologique précédemment développé
meéne donc a un microsystéme robuste, malgré la finesse dds migtrofluidiques, qui
pourrait par conséquent étre également utilisé pour ddEappns en synthése chimique.
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B Aspect électromagnétique

Des mesures sont ensuite menées pour valider la propagdéicinomagnétique de
I'onde sur la ligne de Goubau et son interaction avec le digyirésent dans les microca-
naux. En utilisant I’Analyseur de Réseau Vectoriel Agileb18XF, les parametres com-
plexes de réflexion et transmission du dispositif sont mésjusque 110GHz. Le module
de S, (transmission) est représenté en Figure 2.28 en préseareetd’eau dans les
microcanaux. En premiére remarque, la propagation ded@stl démontrée sur la ligne
de Goubau avec une transmission de -12dB environ a 100Gldzdrntes a vide sont la
somme des pertes au niveau des transitions coplanaired@pdbs pertes intrinseques
a la ligne de Goubau, de I'absorption des murs de siliciumueB@B. L'augmentation
des pertes avec la fréquence peut étre expliquée par lagatia d’une partie de I'onde
dans le substrat (mode de substrat). Ce phénoméne peutjétéeviers des plus hautes
fréquences en utilisant un substrat de verre plus fin.

o Air
-1 0 Water|

-11 -

S,, (dB)

=13

14

50 60 70 80 90 100
Frequency (GHz)

Fig. 2.28 — Test électromagnétique du dispositif

Quand de I'eau est injectée dans les microcanaux gette largeur, le valeur du pa-
rametre de transmission chute d’environ 1.5dB. Cela est dficittaabsorption de I'eau
dans la bande THz [65] et montre g8g est sensible au fluide présent dans le micro-
canal et donc que l'interaction entre I'onde et I'échaatilla bien lieu. En conséquence
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le BioMEMS fabriqué pourra bien étre utilisé afin de carast@rdifférents échantillons
biologiques dans les parties suivantes.

C Aspect Thermique

Pour réaliser une spectroscopie de biomolécules avec Iosy&teme, I'absorption
des échantillons est mesurée en fonction de la fréquence. int de vue énergétique,
les molécules en solution absorbent une partie de la puisshnsignal incident qu’elles
dissipent en agitation thermique. Cette agitation se ttg@uwiune augmentation locale de
la température du fluide autour de la sonde de Goubau. Oralastéristiques électro-
magnétiques d’un fluide varient avec sa température et dimteraction avec le champ
électrique esa priori modifiée par 'augmentation de température. Il est doncssiee
de maitriser cette augmentation afin de s’assurer que legresesbtenues ne sont pas
biaisées. L'objet de cette section est de déterminer koddrgrandeur de 'augmentation
en température du fluide autour de la sonde de Goubau.

1 Puissance dissipée dans le liquide a sonder

Grace au logiciel de simulation CST Microwave Studio, la gmaphie des pertes au
sein du liquide (de I'eau dans le microcanal dans le cas ptgest observée en Figure
2.29 pour une fréquence de 100GHz. En extrayant la puisssra@bée par I'eau en
fonction de la distancea la ligne de Goubau, le graphigpér) est obtenu.

L'évolution est de type "exponentielle décroissante” etsgance volumique absor-
bée au sein du liquide peut s’écrire :

p(r) = Aexp(—r/ro) (2.9)

avecr la distance du point considéré a la ligne de Goulygicaractérise I'extension
spatiale de la répartition de puissance et la simulatiomped’évaluerrg ~ 7um. A
dépend de la puissance du signal incident. Lors des mesamsssance incidenf@ est
fixée a—10dBm, soit 0.1mW. Sachant que le microcanal posséde uraildrg- 50um et
que I'absorption de I'eau & 100GHz est de I'ordrecde 60cnT L, la puissance absorbée
par le liquide est :

Pabs= P (1—exp(—al)) ~ 2.6.1072 mwW (2.10)
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Puissance volumique
(x 10> W/im®)

\ 3

0 5,10 15 20 25 30
0 r (um)
Fig. 2.29 — Puissance dissipée dans le liquide au sein dwaoaical. Résultats de simula-
tions CST.
Le calcul de cette puissance permet de déternfvear considérant que :
Pie= | AdT/0dV = L. / rAe"/fodr 2.11)
canal 0

dou:

A— Pabs/(m-r%) _ Pabs

=2 = 2 ~34.10° Wim® (2.12)
Jo xedx  mirg

2 Equation de la chaleur dans la configuration microfluidique

L'expression de la puissance volumique dissipée au seinichooanal (équation 2.9)
étant désormais totalement déterminée, il convient detdigautiélévation de température
gu’elle engendre. Pour cela, I'équation de la chaleur damsitrocanal est établie en
régime permanent par un bilan d’énergie thermique. On dénsila portion de fluide
représentée sur la Figure 2.30 comprise eng& + dr et les coordonnées suivantes :

O<z<lL (2.13)

O<b<m (2.14)

A I'équilibre, la somme des flux thermiques entrant dansecettnche 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 desdeus ¢(r) ;

le transfert thermique provenant du fluide situé au-dedsus-dr : —@(r +dr);
le transfert thermique a travers le substrat de verre,:;

le transfert thermique a travers les murs en siliciuag;.

SoitT(r) I'élévation de température dans la tranche enetr +dr. Les flux thermiques
peuvent s’exprimer de la maniére suivante :

@(r)=—AmL.OT(r) (2.15)
@ :AVTH(r).Ldr (2.16)
o = A 2 (2.17)

Isi
oU A, Ay et Agj sont respectivement les conductivités thermiques de l'éawerre et du

silicium. Hy, est I'épaisseur du substrat de verrdgtla largeur des murs de silicium.
L'équilibre thermique donne ainsi I'équation vérifiée partémpérature en régime per-

manent :
d(rdT .
/\nL—< dr)—2 A ) 1) 4+ mep(r) =0 (2.18)
dr Hy Isi

Le premier terme représente la transmission de proche emgre la chaleur par dif-
fusion dans I'eau, le second I'évacuation thermique a tealeverre et le silicium. Le
dernier quantifie la production locale d’énergie par I'omgdente.
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3 Résolution de I'équation de la chaleur

La résolution analytigue de I'équation sous Maple menargsatdmps de calcul de
plusieurs jours, une résolution numérique a été choisle.dst realisée avec les condi-
tions aux limites suivantés

T(e0) =0 (2.19)
dT
ar(r=0=0 (2.20)

Les valeurs des paramétres utilisés lors des calculs songgs dans la Table 2.6.

P, (MW) 0.1
ro (um) 7
AWmik=1) | 06
A (Wm Tk [ 1.2
Asi (W.m~1.K=1) | 149

L (um) 50
Hy (um) 700
lsi (Hm) 200

Tab. 2.6 — Parametres pour le calcul de I'élévation de teatpér dans le microcanal

Dans ces conditions, la résolution de I'équation 2.18 dd"énelution de la tempéra-
ture représentée en Figure 2.31. L'élévation de températtmotable sur une zone située
a une distance inférieure a gt de la ligne de Goubau. Sa valeur maximale est rencon-
trée a proximité de la ligne & Oum) et vautT (0) = 0.052K. Ainsi, dans des conditions
d’utilisation nominales du microsystéeme, 'augmentatieria température du liquide par
I'onde électromagnétique pourra étre négligée.

La possibilité d’'une augmentation de température peuti @&iss un atout lors des
campagnes de mesure si I'on souhaite controler et modifipa@@metre afin d’étudier la
réponse d’'un systéme biologique. Par exemple, la confasmadtune protéine, et donc
son comportement diélectrique THz, varie avec la températdesurer une protéine a
différentes températures au sein d’un microsystéeme esit@inchallenge pour améliorer
la compréhension de son comportement dynamique. Pour gmiarplacer le microsys-

’La premiére condition porte @n= . Or, lorsquer = 200um, une partie du fluide est en contact avec
le capot en verre du microsystéme, de conductivité supérigelle de I'eau. L'évacuation thermique en
pratique s’effectuera donc de meilleure maniére que cedigéiisée ici.L’élévation de température qui sera
déterminée majorera donc la valeur réelle.
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r (pm)

Fig. 2.31 — Elévation de température dans le microcanal mctitm der

téme sur un tapis chauffant régulé est une option. Une aptir@nopourrait étre d’utiliser
le chauffage induit par la sonde THz. Pour cela, il est istgaat d’étudier I'influence des
parametres expérimentaux sur I'élévation de températms k& microcanal.

4 Influence des parametres expérimentaux

Puissance incidentd’

Une premiére idée pour faire varier 'augmentation de tewaipée est de varier la
puissance de I'onde incidenf La linéarité de I'équation 2.18 implique que la multipli-
cation dep(r) par un facteuk se traduit immédiatement par une multiplication pate
I'élévation de température dans le microcampét.) étant directement proportionnePéet
donc aR, I'élévation de température dans le microsysteme est ptiopoelle aR. Pour
s’en convaincre, le calcul a été mené pour 3 valeurB d€able 2.7) et une situation de
proportionnalité est observée.

P(mW)| 01] 1] 10
T(0) (K) [ 0.052| 0.52| 5.2

Tab. 2.7 — Influence de la puissance incidente sur I'élénatetempérature

Epaisseur de verreH,
AugmenterP revient a modifier la puissance thermique créée dans le ozngd.
Un autre voie pour varier la température est de modifier E&ation thermique de cette
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puissance. Celle-ci a notamment ligia le substrat de verre et les murs de silicium,
c’est pourquoi I'influence dél, est dans un premier temps étudiée et est représentée en
Figure 2.32. La diminution de I'épaisseur de verre s’accagme d'une meilleure dissi-
pation thermique et d’une diminuation de la températureimabe dans le microcanal.
Cependant, la plage de variation @¢€0) avecH, est plutot faiblé (<0.01K) et H, ne
semble pas étre un paramétre pertinent pour contréler lpéeture dans le microcanal.

De plus, I'épaisseur du verre est également corrélée a s&pcé de modes de substrats
indésirables : sa modification a des conséquences non ealglas sur la propagation
électromagnétique.

0,0514

0,048]

T(0) (K)

0,0451

0 200 400 600
H_v (um)

Fig. 2.32 — Elévation de température dans le microcanal ectifmn deH,. B = 0.1mW.

Epaisseur des murd;

La Figure 2.33 montre l'influence de la variation de I'épaigsdes murs sur I'éléva-
tion de température. Bien que l'influence soit supérieurella observée pour le verre,
la variation de température reste en valeur absolue plaiidief En valeur relative, elle
peut cependant facilement étre doublée. Ainsi la variatmhépaisseur des murs combi-
née, par exemple, a la variation de la puissance incidentegibse révéler utile pour le
contrble de la température.

8Ceci s'explique par le fait que le verre est un mauvais cotedmchermique par rapport au silicium,
comme les valeurs de conductivité le montrent. Des calaui€tg effectués en supprimant dans I'équa-
tion 2.18 le terme lié au silicium ou celui au verre et il agpaclairement que I'évacuation thermique a
massivement lieu a travers les microcanaux de silicium.
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0 2 4 6 & 10
I, (mm)

Fig. 2.33 — Elévation de température dans le microcanal eetifn dels;. B = 0.1mW.

Largeur du canal L

Etant donné que la dissipation thermique s’effectue majoeimentvia les murs de
silicium, augmenter la largeur du canal pourrait étre uraégie pour accroitre la tempé-
rature dans le microcanal. Linfluence Hesur I'échauffement est représentée en Figure
2.34. Encore une fois, un effet existe, mais est plutot éadnl valeur absolue.

T(0) (K)

100 200 300
L (um)

Fig. 2.34 — Elévation de température dans le microcanal eetifin deL. P = 0.1mW.
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Synthese

Des degrés de liberté existent pour faire varier, plus onmsensiblement, la tempé-
rature au sein du microcanal. L'action la plus significatteasiste a augmenter la puis-
sance de I'onde incidente. Une fois cette puissance chalsie outils de réglage plus
fins comme la modification de la largeur des canaux peuvenuétisés. La Figure 2.35
montre comment la température au sein du microcanal poétraimodulée. La largeur
de silicium sur la ligne de Goubau étant différente dans éaxdas, et le silicium pos-
sédant une absorption non nulle, des précautions devrpendant étre prises quant a
la comparaison des résultats fournis par les deux lignesn®mwe, il s’agit de vérifier
au préalable quelles sont les puissances incidentes fessaiec I’Analyseur de Réseau
VectorieP.

Isi1 =200um —— = } T(0)=5.2K

Isi2 = 500pm T(0)=12.5K

Fig. 2.35 — Géométrie des microcanaux pour mesurer |'édlmamliquide a différentes
températures.

5 Conclusion

Il est possible d’évaluer 'élévation de température an skei microcanal et de dé-
montrer qu’elle est négligeable dans des conditions de maemminales. Ce résultat est
conforme a la capacité des microsystemes fluidiques, deepes faibles dimensions, a
évacuer efficacement I'énergie thermique. A titre de comipan, I'élévation de tempé-
rature dans les mémes conditions dans un milieu "bulk" sgeadt4K environ (contraire-
ment a 0.052 K ici). Cependant, sous certaines conditiossnilble possible de controler

9Dans le cas présent, cette puissance est limitée & 0.1m¥¥.thetefois imaginable d'utiliser d’autres
sources pour lesquelles la puissance incidente pourraiaggmentée ou modulée.
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et de rendre non négligeable la température dans le micbgedcte aux paramétres géo-
métriques et expérimentaux.

Tous les résultats présentés ici sont fortement dépendamtedeéle utilisé pour par-
venir a I'équation 2.18. Des mesuiiessitu de température par caméra thermique seraient
les bienvenues afin de vérifier les affirmations ici avancees.
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Conclusion

Les précédents tests ont montré la robustesse et la séésthil microsysteme au
liquide présent dans les microcanaux. En effet, une swjmesle 37 bars peut étre sup-
portée par le collage et une différence de 1.5dB est notée kenbiveau de transmission
a vide du dispositif et celui du dispositif rempli d’eau.

Le procédé technologique développé est basé sur un asgEnvelae/silicium/verre.
De tels matériaux permettent une conception préecidgim) des microcanaux de par la
gravure profonde DRIE du silicium. Cette précision est clecgour les mesures THz
car I'absorption de I'échantillon augmente de maniére arptielle avec la largeur des
microcanaux.

De plus, la versatilité du procédé technologique doit éiseudée. La ou la plupart
des procédés consistent a coller un substrat de siliciurgnanéé sur un substrat de verre
[124, 125], le collage du silicium sur le verre s’effectueA¥ANT sa gravure et consti-
tue l'originalité du procédé de fabrication. Cet ordre clmlogique permet une forte in-
dépendance entre les conceptions des circuits électrartiqge et microfluidique. L'un
ou l'autre peut étre modifié sans changer les paramétresabégé technologique. Par
exemple, des microcanaux de quelques micrometres de latyeipt étre realisés. Il est
également possible de concevoir des fonctions électroétiagies avanceées sur la ligne
de Goubau. La Figure 2.18-bas/droite montre par exempl&gration d’un résonateur
dans un microcanal [126]. La conception de fonctions éettignétiques est également
permise : dans la suite de ce travail, des modifications delarde microcanaux seront
présentées afin d’effectuer des mesures différentielleptitnisation effectuée a permis
le dépbt d’un brevet [101].

Ainsi, la grande liberté concernant les conceptions deefigle Goubau ou des mi-
crocanaux permettront par la suite d'augmenter la capagpérimentale de mesure du
BioMEMS THz. Dans la partie suivante, le BIOMEMS simple (samsctions avancées)
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est utilisé afin de réaliser des mesures d’absorption suméémnges simples eau/alcool.
Sa capacité a sonder I'hydratation de molécules dissoatagpsésentée.
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Partie 3

Etude de I'hydratation de molécules par
BIoMEMS THz

12 r(A)

ey - W)
ey I x - ™
= .
1/ x=0, N ;
> . A5 —x=04 o Q.
0 P water ; <

T B 9
Frequency (Hz) 10"

Le dispositif précédent est utilisé dans cette partie pawescription d’'un modeéle
mélange eau/alcool. La capacité de la spectroscopie subd@Hs le microsystemelg
caractériser la couche d’hydratation de I'alcool est dénéen ainsi que son avantageix
couplage avec des techniques quantitatives de chimiamétaiméthodologie dévelog-
pée est ensuite appliquée sur des protéines en solution.
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Introduction

Présente dans plus de 70% du corps humain, I'eau est uneutebies plus fami-
lieres. Au point méme, parfois, d’en oublier qu’elle présettes particularités physiques
d’'une singularité extréme, responsables de son rdle pd&pant dans les processus du
vivant [127]. Parmi elles, il est utile de citer :

— laprésence des trois phases (solide, liquide, gaz) dartodditions de température
et de pression ambiantes;;
la densité de la glace inférieure a celle de I'eau liquide ;
sa capacité calorifique élevée;
la dissolution de nombreuses especes chimiques en son sein

La principale cause de tels comportements réside en paig llagencement des mo-
lécules d’eau, polaires, formant entre elles un réseaundignee de liaisons de faible
énergie appelées liaisons hydrogene et présentées ea Pattorsqu’'une espece chi-
mique hydrosoluble (sucre, alcool, cristal ionique, preggest insérée dans une solution
aqueuse, ses molécules se voient encerclées par des rasld@au formant ainsi une
couche d’hydratation. Celle-ci résulte de I'interactiotrerie moment dipolaire de I'eau
et les charges (globales ou surfaciques) de la moléculeudesd_es propriétés de I'eau de
la couche d’hydratation different de celles de I'eau "volgua". Par exemple, des me-
sures et simulations ont déja mis en évidence des diffésadedurées de vie des liaisons
hydrogéne entre I'eau d’hydratation et I'eau volumique][ZZependant, la caractérisa-
tion de la couche d’hydratation n’est encore que parcelkison rble dans les processus
biologiques dynamiques est non éclairci. Il semble néanmétabli que la dynamique
de la couche d’hydratation conditionne la fonctionnaliéepiotéines, au travers de leur
conformation notamment [30].

Alors que I'analyse de la relaxation diélectrique des étilhams aqueux par les ondes
électromagnétiques radio- et hyper-fréquences (jusqakyges dizaines de GHz) sonde

1’eau présente seule en solution, sans interaction aveawtne molécule.
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les oscillations de la polarisation collective des molésw’eau [128] et que I'analyse par
spectrocopie infra-rouge sonde les mouvements individdes molécules d’eau [67], la
zone intermédiaire des ondes THz permet de sonder direotdesevibrations du réseau
de liaisons hydrogéne (Figure 3.1) [129].

RF - pwaves THz IR - Raman

44 o R

X+
R
/@4\ ,@‘\ p?ﬁ ________ - X

Collective z Intramolecular
dipol:fu’ H-bonds bend and strech
relaxation
network
vibrations

Fig. 3.1 — Analyse des échantillons aqueux par les ondes THz

La spectroscopie THz est donc un nouvel outil pour la carizetigon directe des
couches d’hydratation de biomolécules. La partie qui somime comment le BloOMEMS
THz permet la détermination de propriétés d’absorptioreetalume de la couche d’hy-
dratation de I'éthanol.
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| Hydratation de I'éthanol sondée par BIoMEMS THz

A Protocole expérimental

Electromagnetic
circuit

Microfluidic circuit

Fig. 3.2 — Systéme expérimental pour la mesure sub-THz gidriétation

Le microsysteme est ici utilisé pour réaliser des mesunedesisolutions éthanol/eau
de rapports volumiques différents dans la gamme de frégusnbTHz de 0.05THz a
0.11THz. Les rapports volumiques= Vg,/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 dizsblutions a injecter dans
le microsystéme. Les solutions sont injectées dans un @lé@egoire afin d’éviter tout
biais dans les mesures. Pour chaque solution injectéeatamptres [S] complexes de la
ligne de Goubau sont mesurés grace a un analyseur de résagatiel€VNA) réalisant
la moyenne de 30 points de mesure pour chaque fréquencadRBd?). Entre chaque
injection, la solution de référence "eau déionisée" estiagafin de vérifier la stabilité
et la reproductibilité entre chaque mesure.

Le module du paramétre de transmissi®n est présenté en Figure 3.3 pour diffé-
rents rapports volumiques d’éthanol et en fonction de lquedce. Il montre que le Bio-
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Fig. 3.3 — Mesures brutes du module du parametre de trariemiSg pour différentes
solutions eau/éthanot,étant le rapport volumique d’éthanol [130].

MEMS est capable de détecter la concentration en éthanatiaude la solution mixte
eau/éthanol.

B Extraction de I'absorption

Pour analyser plus finement ces mesures, I'extraction tsdigotion de la solution
présente dans le microcanal de mesure est nécessairenrigtbs o d’'un échantillon est
définie par le rapport entre la puissance de I'onde électyoétigue sortante de I'échan-
tillon sondél et la puissance incidentg:

Il_o = Aexp(—ad) (3.1)
ou d est la longueur de I'échantillon traversée par 'onde (lgdar du microcanal de
mesure dans le cas présent)fetine constante au cours de la mesure. On remarquera
gue l'absorptiona est trés élevée et que la décroissance du signal transnuisaakam-
gueurd est exponentielle, ce qui rend la spectroscopie THz en uniiguide difficile
d’acceés dans des configurations expérimentales classigegsolutions apportées a ce
verrou ont été I'utilisation de sources THz de puissance@géls [20] (augmenté) ou la
diminution du volume des échantillons sondEg5, 95, 131, 132]. Dans ce cas, la va-
leur ded doit étre précisément établie du fait de la sensibilité exmbielle des mesures
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a ses variations. C’est la raison pour laquelle I'utilisatite microcanaux a été ici choisie.

La mesure des paramétri@ dans le plan des pointes de I'analyseur de réseau donne
les informations suivantes :

P
1S11)? = B 1S1)2 = (3.2)

ou P est la puissance envoyée par I'analyseur de rédgda,puissance réfléchie dans
le plan des pointes €& la puissance récupérée en sortie, aprés propagation sgnéa |
de Goubau et a travers I'échantillon. Un bilan des puissadoaneP: = B + Ps+ Pyps+
Pray OU Paps €st la puissance absorbée au sein du disposiBigla puissance rayonnée
(non guidée : modes de substrats ou rayonnement dans lLaiguissance rayonnée est
négligée pour le moment, l'influence des modes de substatiscutée par la suite. La
puissance absorbée au sein du dispositif est modélisédagola suivante :

Pabs= (Pe—PR) —Ps=1lg—1 = lg(1— Aexp(—ad)) (3.3)

ou A prend en compte I'absorption des lignes électromagnéigqtiées pertes liées a la
transition coplanaire/Goubau etne correspond qu’a I'absorption au sein de la solution
présente dans les microcanaux. Une telle modélisatioridemesque les pertes de propa-
gation au sein de la ligne de Goubau et lors de la transitinohles mémes quelque soit le
liquide au sein du microcanal et est discutable. En effdg Bguide dans le microcanal
change, la variation de son indice de réfraction aux frégegfHz va modifier les puis-
sances réfléchies aux interfaces mur de silicium/liquidefte silicium. En conséquence
les puissances absorbées par les lignes de propagatioanpesavier si I'onde réfléchie
varie. Cependant, ces variations sont supposées ici néblegeafin d’extraire I'absorp-
tion. La suite montrera que les valeurs d’absorption mesusént cohérentes avec celles
rencontrées dans la littérature.

Si toutefois I'on voulait remonter de maniére plus précidaldsorption de I'échan-
tillon, il faudrait mettre en oeuvre une stratégie pour mesles parametres [S] non plus
dans le plan des pointes mais au niveau des interfaces muliciengliquide/mur de
silicium. Des méthodes existent pour réaliser cela loragedpagation sur lignes copla-
naires [133]. Leur adaptation sur ligne de Goubau seratdisqlus loin dans ce mémoire.
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En combinant les équations (3.3) et (3.2), on obtient :

S

Aexp(—ad) = ISP

(3.4)
ou A est déterminé par une mesure du dispositif vide dans lequslipposex = 0. On
obtient alors :

|S2a°
A (1— |311|2>

ad=—In (3.5)

d étant le méme a chaque mesure, on peut détermipep,o de chaque solution, cor-
respondant a I'absorption de la solution normalisée pgradg celle de I'eau.

C Absorption des solutions éthanol/eau a 95GHz

L'absorption normalisée des différentes solutions étliaan a 95 GHz est représen-
tée en Figure 3.4. Les résultats de mesure sont similairesxaabtenus par Khurgiet
al. [19], sans l'utilisation de microsystémes, et confirmerntddpacité du microsysteme a
réaliser la spectroscopie d’échantillons liquides. Larvation de la courbe expérimentale
montre que I'augmentation de la concentration d’étharedd@mpagne d’'une chute de
I'absorption de la solution. Ce résultat s’explique par feéédence d’absorption, a 95 GHz,
entre I'eau ¢ 80cnT?) et I'éthanol ¢ 20cnTt) [16]. Ainsi, en remplagant progressive-
ment les molécules d’eau, I'éthanol moins absorbant dmurera faire chuter I'absorption
totale de la solution. Cependant, la diminution observédaguré€ 3.4 devrait étre linéaire
avec la concentration, conformément a la loi de Beer Lamieprésentée en pointillés
rouges. Pour comprendre 'écart observe, des simulationlyeamique moléculaire ont
été entreprises grace a une collaboration avec Frédérauaffl et Adrien Lerbret de
I'Unité des Matériaux et Transformations (UMET) de I'Unigéé de Lille 1.

D Etudes en dynamigue moléculaire

Le principe de I'étude en dynamique moléculaire (MD) estideuter le comporte-
ment et les interactions entre les molécules d’eau et cgliesanol afin d’en étudier les
mouvements respectifs. A cet effet, un champ de force neatélies interactions inter
et intramoléculaires est utilisé. Il prend en compte lesidles, élongations et rotations
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1 . . + Measured absorption
& P == Measurements fit
0.8 \ ° ® o B Linear Beer law
' b, o4 & » ¢ Simulated absorption (MD)

' --= Low ethanol concentration fit

0 L i | | 4

50 40 30 20
Cc (mol/L)
water

Fig. 3.4 — Absorption normalisée de la solution en fonctienalconcentration molaire
en eau, a 95 GHz. Résultats de mesure et de simulation.

internes des molécules, les interactions électrostatjcpiasi que les forces de Van der

Waals entre les différents atomes :
12 6
() (%) ] eo
rij rij

J/

diq;j
V(?) = Zvintramoleculaires + Z 47_[;0]”]_ +_Z 4gjj
~~ i<) i<

Mouvements internes  ~——— ~
Electrostatique Van der Waals

ou g; etq; représentent les charges électriques réparties au seatatass etjj la
distance entre deux atomes. Les forces de Van der Waals &orited par le potentiel
de Lennard-Jones (Figure 3.6-droite), &p et gij sont des parametres empiriques. Ce
champ déterminé, les équations du mouvement de Newtonrdégtées numeériquement
(équation 3.7) et les nouvelles positions des atomes ditées Le champ de force est
ensuite recalculé et l'itération reprend pour calculer ugement des atomes au cours
du temps (Figure 3.5).

2013 -

d r.gt) _ _dVLr_}) (3.7)
dt ari(t)

Le mouvement des molécules connu, il est possible de déterf@bsorption de la

solution a une fréquence particuliere. Pour cela, le mordgataire total de la solution
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Equations de Newton Champ de force
’ Détermination ' Nou.\t/ .elles ’ Détermination
de V(1) posthions de V(r+dr) .
r+dr
: 1 —>>
t t+dt t+ 2dt Temps

Fig. 3.5 — Processus itératif pour la détermination du mmerg des molécules par dy-
namique moléculaire

—

M(t) est calculé (en sommant les dipoles de chaque molécule)atistion au cours du

temps est évaluée par sa fonction d’autocorrélagigi (t) qui représente la probabilité
— . — . Ve

queM(tp) (to est un instant quelconque) Mty +t) soient égaux :

—_—

am(t) = MOML) (3.8)

(M(0) )
A partir de cette fonction, les fréquences de vibration c@ristiques de I'échantillon
peuvent étre déterminées. C’est pourquoi la transforméeulédf gy (w) de la fonction
d’autocorrélation est directement reliée a la permitiibmplexe de I'échantillon par la
formule :

—2
g(w)=¢—je" =g+ %(1+]@WM(@)) (3.9)

ouV est le volume de I'échantillorkg la constante de Boltzmann Etla température en
Kelvin. En pratique le calcul de la transformée de Fougigin (w) nécessite I'obtention
d’'une fonction d’autocorrélation trés lisse, impliquamnt moyennage important lors de
son calcul. Les temps de mouvement simulés atteignent déwrslurées supérieures a
10ns, ce qui rend les temps de calcul tres longs. Une techrégtialors d’utiliser un
modeéle de Debyenm (t) = Aexp(—t/T) (ici d’'ordre 1) dont les parametréset T sont
ajustés pour correspondre aux points obtenus lors de ldation (voir Figure 3.7). Le
calcul de la transformée de Fourier peut alors étre effemtadytiquement. Quang( w)
est obtenu, I'absorption et I'indice de réfraction de lausoh sont données par :

a(w) = aéi(ij))) (3.10)
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1/2

n(w)

£'(00) +1/¢'(@)°+&"(w)?
= > (3.11)

Des simulations en dynamique moléculaire ont ainsi ét&rfé®s pour les solutions
eau/éthanol. Le modeéle utilisé pour I'eau est le TIP4P/2B0gure 3.6-gauche), qui est
I'un des meilleurs actuellement pour reproduire correetenta plupart des propriétés de
'eau comme son diagramme de phase et sa densité. Ce modetmrgsisé de 4 sites
rigides : un pour I'atome d’oxygene O, deux pour les atomégdfogene H et un sans
masse, M pour modéliser le moment multipolaire de la mo&didau. Des charges élec-
trostatiques ponctuelles sont positionnées sur les atbhe¢sur le site M.

Fig. 3.6 — Gauche : Modéle T14P/2005 a 4 sites rigides pouokdétisation de la molé-
cule d’eau - Droite : Potentiel de Lennard Jones pour lesant®ns de Van der Waals

Les molécules d’éthanol sont décrites par le champ de foRiIeESgOptimized Poten-
tial for Liquid Solutions) dans lequel la molécule d’éthhast considérée comme com-
pletement flexible. Ses mouvements intramoléculaires mmuatelisés par des potentiels
harmoniques. La Figure 3.7 montre les résultats obtenusipsicalculs de la fonction
d’autocorrélation du moment dipolaire total pour difféesnfractions massiques d’étha-
nol. Pour chacune, le modéle de Debye retenu est égalenpeéseate.

L'absorption de chacune des solutions peut ensuite étegrdigtée et est représentée
sur la Figure 3.4. L'écart a la loi linéaire de Beer-Lambettoemfirmé et les simulations
sont d’un bon accord avec les mesures expérimentales. Boyarendre I'évolution non-
linéaire de I'absorption en fonction de la concentratiogs tphotos" de la solution ont
été extraites des simulations pour différentes concéotiat!’éthanol (Figure 3.8).

Ces clichés montrent I'interaction entre la molécule d’ati&t ses molécules d’eau
voisines par le biais de liaisons hydrogene, variable ewctiom des concentrations en
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Fig. 3.7 — Fonctions d’autocorrélation de solutions edatédl calculées pour différentes
fractions massiques d’éthanol. Approximation par un medel Debye. Simulations réa-
lisées par A. Lerbret et F. Affouard de 'TUMET.
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Fig. 3.8 — "Photos" instantanées de solutions eau/éthantitéetites concentration=
Neth/ (Notal)- Mise en évidence de la couche d’hydratation.

" Ethanol

éthanol. Il s’en suit que le modéle linéaire de Beer Lambeécddemment présenté et
qui néglige I'interaction entre les espéces en solutiorperenet pas de modéliser le me-
lange a ces fréquences. Le spectre THz posséde en effetdidig@ede sonder direc-
tement les interactions. C’est donc I'hydratation de I'éthigl’interaction ethanol/eau)
qui est responsable de I'écart a la loi de Beer-Lambert. Eet,dfeau d’hydratation,
dont le comportement est perturbé par la molécule d’éthimnaie la couche d’hydrata-
tion de I'éthanol. Aux faibles concentrations d’éthangly( > 50mol/L), chaque molé-
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cule d’éthanol est entourée de sa couche d’hydratatiorr@rojaugmentation du nombre
de molécules d’éthanol s’accompagne d’'une augmentatmpoptionnelle de molécules
d’eau d’hydratation, d’ou I'évolution linéaire, aux bassmncentrations en éthan<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>