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INTRODUCTION 

Ces travaux de thèse ont pour objectif de montrer la faisabilité d'une plateforme de 

détection de phycotoxines par ondes acoustiques, et plus particulièrement par ondes de Love, 

en milieu liquide. Ils ont été soutenus par des cofinancements de la Région Aquitaine et du 

Fonds Européen de DEveloppement Régional (FEDER) dans le cadre du projet ASCOBAR 

(Apport SCientifique à la problématique Ostréicole du Bassin d'ARcachon, 2007-2009), suivi 

du projet OSQUAR (OStréiculture et QUalité du milieu: approche dynamique du bassin 

d'ARcachon, 2009-2011). Ils représentent un plan de grande envergure, pluridisciplinaire, 

regroupant des laboratoires scientifiques aussi bien que des organismes professionnels. Ils ont 

eu pour but d'établir une carte globale des causes et conséquences des événements propres au 

Bassin d'Arcachon sur son écosystème.  

Pour dresser cette vision, le projet, porté par B. Sautour du Laboratoire EPOC 

(Université Bordeaux 1), a été divisé en plusieurs "volets", chacun spécifique d'une question 

scientifique tout en s'inscrivant dans cet ensemble. Ainsi, un volet intitulé "Apports Marins" a 

été consacré à l'étude de l'impact des conditions climatiques et maritimes sur l'apport en 

biotoxines dans le bassin. Un autre volet, "Apports Continentaux", a visé les pollutions 

provenant des terres pour y détecter des contaminants biologiques. Le volet "L'huître dans son 

environnement" a eu pour objet d'étude, l'observation des huîtres dans un milieu contrôlé pour 

mieux comprendre leur comportement lors d'une perturbation du leur milieu. Le volet 

"Observations" a, quant à lui, permis de poursuivre le travail passé effectué dans la collecte 

d'informations tout en développant de nouveaux outils de gestion à l'aide des nouvelles 

données. Enfin, un dernier volet intitulé "Microcapteurs", dans lequel se situent nos travaux, 

repose sur un consortium de trois laboratoires de l'Université de Bordeaux, associés pour 

montrer la faisabilité d'une détection spécifique de phycotoxines par un capteur à ondes 

acoustique. 

Le premier laboratoire partenaire est l'Institut des Sciences Moléculaires (ISM, CNRS 

UMR 5255, Université Bordeaux 1). Au-delà des fonctionnalisations chimiques de surface, le 

rôle principal de l'ISM fut de concevoir et de synthétiser une molécule, appelée mimotope, 

mimant la formule chimique de la toxine à détecter par notre capteur. Ce travail important et 
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déterminant a été réalisé dans le cadre des travaux de la thèse d'Etienne Baco, soutenue en 

mai 2011.  

Le deuxième partenaire au sein du consortium est le Laboratoire d'Immunologie et de 

Parasitologie (LIP, UFR Sciences Pharmaceutiques, Université Victor Segalen Bordeaux 2), 

spécialisé dans le domaine de la biologie. Son rôle a été de proposer et valider les protocoles 

biologiques, notamment dans le cadre des travaux de post-doctorat de Maria Mamani-

Matsuda. C'est également dans ses locaux que les expériences de détection avec les capteurs 

ont été effectuées. 

Enfin, le laboratoire de l'Intégration du Matériau au Système (IMS, CNRS UMR 5218, 

IPB, Université Bordeaux 1) a apporté son expertise dans le domaine des capteurs et 

technologies des microsystèmes. C'est dans ce laboratoire d'électronique que les capteurs, 

associant dispositifs à ondes acoustiques de surface et puces microfluidiques, ont été conçus, 

en partie réalisés, puis caractérisés, que l'instrumentation des tests à venir a été élaborée et que 

les conditions expérimentales ont été simulées. Les moyens de la plateforme technologique 

TAMIS1 du laboratoire, notamment une salle blanche, étaient aussi à disposition, offrant des 

technologies nécessaires au développement de la plateforme de détection. Des étapes 

classiques de réalisations de technologies sur silicium ont été mises en œuvre au LAAS-

CNRS (Toulouse, UMR 8001) dans le cadre d'un projet du Réseau Technologique de Base 

(RTB – Novatech). Une étape de la réalisation du moule de la puce microfluidique a 

également été réalisée au Laboratoire du Futur (LOF, laboratoire mixte Rhodia / CNRS / 

Université Bordeaux 1, UMR 5258).  

La proximité géographique de nos trois laboratoires a permis une synergie et une 

grande réactivité indispensables à l'aboutissement d'un tel projet.  
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Le premier chapitre de ce mémoire portera sur les biotoxines maritimes et permettra 

d'introduire le sujet par rapport à la problématique posée par le projet ASCOBAR. Il s'agira 

ici de se familiariser avec le vocabulaire propre de l'ostréiculture et de comprendre les rouages 

que forment les réglementations et les différents acteurs de ce domaine. La première partie 

décrira de manière non exhaustive les phytoplanctons ainsi que leur rôle dans l'écosystème. Il 

y sera également abordé les types d'empoisonnement provoqués par leur phycotoxines. La 

réglementation et le contexte économique seront ensuite abordés, avec une description 

succincte des organismes en charge de ces domaines. Un état de l'art sur les méthodes 

classiques de détection et d'analyse des biotoxines maritimes viendra clore ce premier chapitre. 

Le deuxième chapitre introduira les notions de capteurs et de biocapteurs, en 

particulier ceux consacrés à la détection d'agents pathogènes. En deuxième partie, nous nous 

focaliserons sur les ondes acoustiques, leurs propriétés, les différents types d'ondes existants, 

et sur leur utilisation en tant que méthodes de biodétection. Une approche théorique sur la 

microfluidique qui sera intégrée à la plateforme sera détaillée à la fin de ce chapitre. Il 

résumera les éléments théoriques à prendre en compte pour la conception de la plateforme en 

vue du chapitre suivant.  

Le troisième chapitre présentera la plateforme de détection à ondes acoustiques dans 

sa globalité. Une première partie détaillera la conception et le développement du matériel 

utilisé ainsi que les simulations et expériences effectuées en validation. Les étapes de 

fabrication de la puce microfluidique par moulage seront également mentionnées. La seconde 

partie portera sur l'impact des améliorations apportées sur les performances des capteurs 

acoustiques. Leurs caractéristiques en présence d'un milieu liquide et avec des fluides 

complexes y seront aussi reportées. La fonctionnalisation de la surface des capteurs et la 

quantification du nombre d'anticorps greffés seront brièvement abordées. Une présentation du 

banc de test conclura ce chapitre dédié à la partie "matériel" de la thèse. 

Enfin, le quatrième et dernier chapitre exposera les expériences de détection de deux 

phycotoxines de familles différentes ainsi que l'explication de leur protocole spécifique. Une 

interprétation des résultats et le calcul du seuil de détection de la plateforme seront également 

proposés, avant de conclure et d'ouvrir des perspectives sur ces travaux.  
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Chapitre I – Biotoxines Maritimes: 

Description, Réglementation & Détection 
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INTRODUCTION 

Ce premier chapitre vise à poser les bases du problème conchylicole présent dans le 

Bassin d'Arcachon et plus généralement dans le monde. Il n'est nullement question de faire la 

synthèse des documents produits par l'ensemble des agences, centres de surveillance et autres 

laboratoires, mais d'introduire le sujet en exposant son intérêt et sa complexité.  

Partie I.1 – Phytoplanctons et Phycotoxines 

I.1.A) Description et rôle des phytoplanctons dans l'écosystème 

Le phytoplancton constitue la partie végétale du plancton en opposition avec le 

zooplancton qui correspond à la partie animale. Comme tout végétal, il est autotrophe, c'est-à-

dire qu'il produit lui-même son énergie à l'aide des nutriments environnants, de certains gaz 

dissous et, bien sûr, de la lumière pour la photosynthèse. Les phytoplanctons eucaryotes ont 

leur chlorophylle dans des chloroplastes située dans le cytoplasme de la cellule. Pour les 

procaryotes, comme les cyanobactéries, elle est confinée dans la membrane externe [Cav00].  

Le phytoplancton a joué un rôle important dans la création de l'atmosphère en 

transformant le dioxyde de carbone dissous dans l'eau en oxygène, dans les premiers instants 

de l'apparition de la vie sur Terre. Aujourd'hui encore, il constitue un poumon insoupçonné de 

la planète, à l'instar des forêts vierges d'Amazonie.  

Il constitue également la principale source alimentaire des huîtres et des mollusques en 

général. Pour s'en nourrir, les huîtres filtrent une masse d'eau correspondant jusqu'à "1500 fois 

le poids de nourriture retenu" [Rob05]. Cette capacité à filtrer l'eau de leur environnement en 

font des capteurs naturels, ou bio-accumulateurs, retenant métaux lourds et autres polluants 

dans leurs glandes digestives jusqu'à de très fortes concentrations sans provoquer leur mort.  
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Les naissains, jeunes huîtres tout juste fixées sur leur support, se nourrissent de 

nanoplanctons, de 4 à 20 µm de longueur. Un déficit en nanoplancton, dû aux herbicides 

utilisés en été, à du zooplancton prédateur ou une température aquatique basse, a un effet 

négatif sur le captage (étape de fixation des naissains) [Aub04].  

Une prolifération excessive de phytoplancton est appelée efflorescence algale 

("bloom" en Anglais). Ces efflorescences algales sont connues de l'Homme depuis l'Antiquité. 

Il y a trois types d'efflorescence algale à différencier.  

La première provoque un changement de couleur de l'eau sans grande conséquence 

bien que le manque d'oxygène puisse nuire à certains animaux marins de petite taille. G.H. 

Hallegreff fait le parallèle entre l'événement biblique de la première des dix plaies d'Egypte 

("…et toutes les eaux du fleuve [le Nil] furent changées en sang. Les poissons qui étaient dans 

le fleuve périrent, le fleuve se corrompit, les Égyptiens ne pouvaient plus boire l’eau du 

fleuve…", Exode 7, 20-21), et un épisode de prolifération d'algues rouges très concentrées 

entraînant l'asphyxie des poissons et des invertébrés [Hal95].  

La deuxième, qui concerne plus particulièrement l'Homme, est à base de 

phytoplanctons ou bactéries contenant des toxines dangereuses pour l'Homme s'il consomme 

les fruits de mers contaminés. La première efflorescence algale de ce type, reconnue en 1978, 

fut reportée en 1793 par le Capitaine George Vancouver dans l'actuel Canada [Hal95].  

Enfin, le troisième type correspond à des micro-algues s'attaquant spécifiquement aux 

poissons et petits invertébrés [Hal95]. Par exemple, des maladies et la mort chez certains 

animaux peuvent être entraînées par une présence en masse de cyanobactéries [Cod05].  
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La prolifération de micro-algues apparaît sous certaines conditions de salinité d'eau, de 

température, de lumière et de concentration en nutriments. En plus de ces paramètres 

environnementaux, les efflorescences algales sont aussi dépendantes de facteurs biochimiques 

tels que la synthèse de métabolites et autres inhibiteurs / activateurs du cycle cellulaire du 

phytoplancton. L'aspect le plus important concerne les nutriments ; plus il y en a, plus le 

nombre de cellules par litre sera grand. Cependant, la production de toxines augmente 

typiquement lorsqu'il y a pénurie de nutriment (phosphate et silice), ce qui correspondrait à 

une réponse au stress [Cem06].  

Le phytoplancton est présent sur l'ensemble du globe. La classe des diatomées est la 

plus représentée (Fig. I-1), en quantité, suivie par celle des dinoflagellés (Fig. I-2). Les 

cyanobactéries sont aussi regroupées avec les phytoplanctons en raison de leur capacité de 

photosynthèse. Ensemble, ces phytoplanctons représentent près de 3000 espèces différentes 

recensées au début du XXième siècle [Per08], parmi lesquelles seules quelques unes sont 

productrices de toxines (environ 6%) [Mar06].  

Fig. I-1: Différentes diatomées. De gauche à droite et de haut en bas:  

Cerataulina pelagica (50-90µm x Ø20-50µm), Chaetoceros eibenii (Ø30µm),  

Coscinodiscus granii (Ø195µm), Pseudo-nitzschia multiseries (102µm x Ø5µm). 

Photographies extraites du Guide des Diatomées de M. Loir [Loi04]. 
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Fig. I-2: Exemples de dinoflagellés. De gauche à droite et de haut en bas:  

Karenia (Gymnodinium) brevis (Ø15µm), Dinophysis acuta (Ø70µm),  

Gambierdiscus toxicus (Ø80µm), Alexandrium cohorticula (Ø60µm). 

Photographies extraites de "Marine and Estuarine Harmful Algal Blooms" de J. Landsberg et al. [Lan05]. 

I.1.B) Phycotoxines et types d'empoisonnement par consommation de 

chair de coquillages 

Les phycotoxines sont des toxines produites par le phytoplancton. Celles qui sont 

responsables d'empoisonnement chez l'Homme sont des endotoxines; elles ne sont libérées 

que lorsque l'organisme producteur est détruit [Mar06].  

I.1.B.1. Ciguatera (CFP) 

L'intoxication alimentaire la plus connue (depuis le début du XVIième siècle) concerne 

un empoisonnement par consommation de poissons, et plus particulièrement des récifs 

coralliens [FAO04]. Elle est appelée CFP (pour Ciguatera Fish Poisoning) et est causée par la 
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ciguatera, toxine qui s'accumule chez les poissons prédateurs chassant de plus petits poissons 

eux-mêmes contaminés. Ce n'est donc pas un empoisonnement par consommation de chair de 

coquillage à proprement parler, bien que la toxine responsable soit produite par du 

phytoplancton. Elle entraîne des troubles cardio-vasculaires et neurologiques et surtout des 

démangeaisons spécifiques de cet empoisonnement.  

Fig. I-3: Formule chimique de la Ciguatera, phycotoxine causant la CFP. 

Le phytoplancton responsable est le dinoflagellé Gambierdiscus toxicus bien que 

d'autres phytoplanctons puissent produire des variantes de la toxine. Les symptômes peuvent 

apparaître après seulement 30 minutes et durer jusqu'à plusieurs mois. Néanmoins, dans la 

plupart des cas, les premiers signes apparaissent généralement entre 24 et 48 heures après 

l'ingestion.  

I.1.B.2. Saxitoxine (PSP) 

La première efflorescence algale de l'ère moderne (1793) contenait une phycotoxine 

provoquant un empoisonnement de type PSP (pour Paralytic Shellfish Poisoning) [Ifr06p]. La 

toxine alors responsable était mortelle pour une concentration de seulement 500µg pour 100g 

de chair de coquillages (5 ppm) [Hal95]. Une paralysie progressive de la victime survient peu 

de temps après la consommation des fruits de mers empoisonnés (entre 5 et 30 minutes). 

Engourdissement des lèvres, contraction de la gorge, crampe d'estomac, font partie des 

symptômes. Une surconsommation peut entraîner la mort par paralysie des muscles 

respiratoires [Ifr06p].  
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La forme principale de la phycotoxine responsable, la Brevetoxine (Fig. I-5), a été 

retrouvée dans le dinoflagellé du genre Karenia (aussi appelé Gymnodium) d'espèce brevis. 

D'autres dérivées de la toxine ont été observées dans d'autres espèces d'autres genres.  

I.1.B.4. Acide okadaïque (DSP) 

Des phycotoxines responsables d'empoisonnement de type DSP (pour Diarrheic 

Shellfish Poisoning) ont été découvertes pour la première fois en 1960 aux Pays-Bas [Ifr06d]. 

Un empoisonnement de type DSP provoque la diarrhée ainsi que des nausées et des 

vomissements 30 minutes à 12 heures après ingestion de la chair de coquillage contaminé. 

Dans 70% des cas, ces symptômes apparaissent en moins de 4 heures.  

Fig. I-6: Formule chimique de l'acide okadaïque, principale phycotoxine causant la DSP. 

Cette toxine (Fig. I-6), ses dérivés (les dinophysistoxines, DTXs), peuvent être 

produites par les espèces acuminata, acuta, caudata, sacculus du dinoflagellé Dinophysis. 

Certaines autres phycotoxines, les pectenotoxines (PTXs), sont transformées chimiquement à 

l'intérieur des mollusques et n'entraînent plus d'intoxication. D'autres phycotoxines, rattachées 

à la DSP à leur découverte et appelées les yessotoxines (YTXs), s'attaquent plutôt aux 

muscles cardiaques ou au foie sans provoquer de diarrhées. D'autre encore, réunissant les 

symptômes neurologiques de la DSP, sont appelées azaspiracides (AZAs). 
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I.1.C) Récapitulatif et chronologie des symptômes 

L'augmentation du nombre d'observations d'efflorescences algales toxiques au cours 

des trente dernières années s'explique par plusieurs facteurs. En premier lieu vient 

"l'accroissement de l'intérêt scientifique suscité par les espèces toxiques" suivi de 

"l'augmentation de l'utilisation des eaux côtières pour l'aquaculture" [Hal95]. La dégradation 

des milieux aquatiques par l'activité humaine couplée ou non à des conditions climatiques 

exceptionnelles, et le transport involontaire de toxines par voie maritimes (dans les réservoirs 

à eaux des bateaux) ou routières (déplacement de stocks de coquillages contaminés) ont aussi 

joué un rôle. Il est d'ailleurs reporté dès 1989 que l'activité humaine aurait une incidence sur 

le développement d'algues toxiques [Hal95].  

La prévision d'une efflorescence algale productrice de toxines est souvent impossible à 

ce jour par la complexité des paramètres mis en jeu. Les nutriments nécessaires à la 

production de phycotoxines varient selon le type. Il apparaît aussi que leur productivité est 

liée au stress physiologique dû à l'absence de nutriment. Le taux de nutriment présent dans le 

milieu ne permet cependant pas de conclure à une efflorescence algale toxique. Des études 

mesurant la teneur en nutriments à l'intérieur du phytoplancton seraient nécessaires afin de 

compléter la connaissance des mécanismes mis en jeu en vue d'apporter les bonnes 

conclusions quant aux épisodes phycotoxiques [Gra06].  

Les espèces phytoplanctoniques sont difficilement identifiables et seules certaines sont 

toxiques [Ifr06a]. De plus, les toxines étant ingérées par les coquillages, elles peuvent être 

modifiées chimiquement. Ainsi, une analyse des moules, généralement accumulatrices de 

toxines, s'est révélée négative à l'acide domoïque alors que sa présence était prouvée [Sch00]. 

Une recombinaison peut également survenir comme pour les toxines de type PSP [Ifr06p]. 
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Les Hommes ne sont pas les seuls touchés par les empoisonnements par phycotoxines 

(jusqu'en 1995, 2000 cas par an dont 15% mortel) [Hal95]. Les gros animaux ingurgitant 

beaucoup de poissons ou de plancton peuvent aussi y être sujets [Hal95]. Des lions de mers 

ont été retrouvés morts empoisonnés vraisemblablement après avoir mangé des poissons 

planctonivores lors d'une efflorescence algale de Pseudo-Nitzschia australis (produisant de 

l'acide domoïque) [Sch00].  

La Fig. I-8 illustre les risques d'apparition des symptômes d'un empoisonnement par 

consommation de chair de coquillages en fonction du temps écoulé après le repas.  

Fig. I-8: Chronologie des apparitions des symptômes selon le type d'empoisonnement. 

La problématique des micro-algues toxiques est complexe et son étude nécessite des 

experts dans de multiples domaines. Le but final à atteindre est et restera la prédiction 

d'apparition de ces micro-algues; les principaux éléments influant sur l'apparition et/ou le 

développement d'une efflorescence algale étant les conditions climatiques, la prolifération de 

phytoplancton est aussi "prévisible que la météo" [Hal95]. Le traitement statistique des 

données accumulées sur le phytoplancton a mis en évidence la nécessité d'une étude poussée, 

avec de nouvelles données, des conditions météorologiques et océaniques sur les 

efflorescences algales [Gai03].  
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Partie I.2 – Contexte économique de la problématique conchylicole 

Le problème du phytoplancton toxique est un problème mondial touchant tous les pays 

côtiers. Les cas les plus graves d'empoisonnement ont eu lieu à l'extérieur de la France 

métropolitaine, comme en 1927 aux États-Unis ou en 1987 au Canada [Ifr06p, Ifr06d].  

De nos jours, le nombre de cas mortels a diminué grâce aux centres de surveillance nationaux.  

Cette partie du mémoire n'abordera que succinctement les enjeux face à cette 

problématique, en se positionnant sur le plan national, et plus particulièrement sur le Bassin 

d'Arcachon. 

I.2.A) Enjeux économiques du Bassin d'Arcachon 

Le Bassin d'Arcachon constitue un enjeu écologique et économique très important 

pour la région Aquitaine. L'aspect écologique s'observe sur une immense étendue d'eau de 

plus de 15 milles hectares regroupant une faune et une flore aquatiques à préserver. Sur ses 

terres se situent des forêts qui contribuent à leur tour à l'équilibre de l'écosystème. Cette zone 

est propice à la conchyliculture et à la pêche. D'un point de vue ostréicole, le Bassin 

d'Arcachon est notamment le principal fournisseur de naissains en France [Aub04]. Ce cadre 

accueillant attire également des plaisanciers tout au long de l'année. L'ensemble de ces 

activités ont des répercussions directes sur l'environnement local surtout lors de la période 

estivale, de juin à septembre, lorsque la fréquentation est à son maximum. 

En 1970 eut lieu la dernière épidémie où un virus décima l'huître Crassostrea angulata

d'origine portugaise, présente alors partout en France et en Europe [Com76]. L'implantation 

dans le bassin de l'huître creuse japonaise résistante au virus, la Crassostrea gigas, permit de 

sauver l'ostréiculture française.  

Le captage des naissains, première étape dans l'élevage des huîtres qui consiste en la 

fixation des larves d'huîtres sur les tuiles, connaît une décroissance inquiétante depuis 1998 
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[Aub04]. Ce faible captage a été imputé aux basses températures océaniques survenues lors 

des étés 1998, 2002, 2005 et 2007 [Mau07].  

En plus de ces soucis de production, les interdictions de ventes d'huîtres avaient 

fortement entaché la réputation de ces coquillages. En 2006, un budget de 1,35 millions 

d'euros fut débloqué par M. Bussereau, alors ministre de l'agriculture et de la pêche, pour une 

publicité nationale afin de restaurer leur image [Off06].  

Ces exemples de crises de natures très différentes illustrent bien la complexité des 

enjeux dans le Bassin d'Arcachon. 

I.2.B) Hiérarchie des organismes de surveillance 

Il existe de nombreux organismes, en France, s'occupant de la problématique 

phytoplanctonique: administrations, ministères (reformés régulièrement), organisations ou 

syndicats. Les laboratoires d'analyses peuvent y être rattachés ou bien être indépendants bien 

que tous soient plus ou moins directement sous la tutelle de l'État.  

Au-dessus de tous se trouve l'Europe, qui réglemente, commissionne et dirige 

certaines de ces institutions. Les normes appliquées sont élaborées en fonction de ce qui 

existe déjà au niveau mondial et en particulier par ce qui est défini par la Food and Drug 

Administration (FDA). Les tests de détection effectués par les laboratoires sont mis en place 

par le laboratoire communautaire de référence (LCR); il a une autorité européenne sur le 

domaine pour lequel il a été accrédité. Pour l'analyse des biotoxines marines, c'est le 

laboratoire de Vigo situé en Espagne (Laboratorio del Ministero de Sanidad y Consumo). Il 

transmet alors ses recommandations aux laboratoires nationaux de référence (LNR) de chaque 

pays. Il est bien sûr également le LNR espagnol [Pui06]. En France, c'est l'Agence Nationale 

de SEcurité Sanitaire (ANSES) qui joue le rôle de LNR pour les biotoxines marines. Le LCR 

en microbiologie, The Centre for Environment, Fisheries and Aquaculture Science, CEFAS, 

UK, conjointement au service d'hygiène alimentaire du Food Standards Agency, FSA, 
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propose de nouvelles réglementations, améliorant les "systèmes d'informations 

géographiques" et permettant "une approche multicritères de l'évaluation des risques" [Off06].  

Les ministères de la Santé et des Solidarités, de l'Agriculture et de la Pêche, de 

l'Economie, des Finances et de l'Industrie peuvent alors saisir l'ANSES pour demande d'avis 

sur les conditions d'exploitation ostréicole. En plus des suivis de phytoplanctons et de 

phycotoxines, la surveillance de la croissance de bactéries pathogènes ainsi que la veille pour 

l'apparition de nouvelles espèces font aussi partie des attributions de l'agence [Afs06].  

L'Institut Français de Recherche pour l'Exploitation de la MER (IFREMER) a mis en 

place deux réseaux de surveillance: le REseau de surveillance MIcrobiologique (REMI) et le 

REseau de surveillance du PHYtoplancton et des phycotoxines (REPHY, créé en 1984) 

[Afs06]. Par les moyens qu'ils mettent en œuvre, ils font autorité dans leur domaine et 

effectuent eux-mêmes l'échantillonnage et l'analyse des eaux côtières. En effet, les 

laboratoires d'IFREMER se situent sur tout le littoral français.  

Depuis 1998, le dispositif de surveillance français est composé des laboratoires du 

REPHY et de ceux de la Direction Générale de l'Alimentation (DGAL). Ils contrôlent 

respectivement, les zones de production en bord des côtes, sous la houlette d'Ifremer-Nantes 

(laboratoire expert phycotoxines) et de la Direction des Pêches Maritimes et de l'Aquaculture 

(DPMA), et les coquillages sur les marchés territoriaux [Afs06]. Le laboratoire IFREMER 

d'Arcachon assure également le suivi de la reproduction des huîtres du Bassin d'Arcachon 

[Mau07].  

C'est le COmité FRançais d'ACcréditation (COFRAC) qui autorise les laboratoires à 

effectuer les tests d'analyses [Pui06]. Olivier Cunin de la DGAL, fait remarquer qu'il est 

difficile de répondre au nombre d'analyses demandées (500 sur l'année 2004 et 2005). Sachant 

qu'elles doivent être effectuées sur les trois types de toxines (DSP, PSP et ASP), cela fait plus 

de 1500 tests prévus par an. Il a aussi attiré l'attention sur le fait que le LNR n'a confirmé 

qu'un seul résultat non conforme sur 10 en 2005 pour la DSP [Rep06]. Cependant les 

laboratoires, accrédités ou en cours d'accréditation, ont aussi un rôle de vigilance et peuvent 
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faire remonter au LCR leur remarques ou suggestions quant aux protocoles de détection ou 

sur certains échantillons.  

La prévention d'un risque d'efflorescence algale nécessite une approche 

pluridisciplinaire, comme le concluent Landsberg et al. [Lan05]. Pour répondre à l'attente des 

commerçants, des élus et des organismes sanitaires, le Comité National de la Conchyliculture 

(CNC), la DPMA, la DGAL et l'IFREMER se sont regroupés pour former le Comité 

d'Orientation Scientifique et Technique et d'Evaluation (COSTE) [Rep06]. Le bureau du 

comité, constitué de professionnels, d'administratifs et d'experts scientifiques, est composé de 

12 membres dont un fait partie de la Direction Générale "Santé et protection des 

consommateurs" au niveau européen [Cos06]. Le COSTE a défini trois axes d'envergure 

nationale, alloués aux instances d'autorité. Ainsi le thème "Santé des Consommateurs" est 

géré par l'ANSES. L'IFREMER est chargé de la "Filière de Production" avec les centres 

techniques, ainsi que du thème "Environnement". Le Comité National de la Conchyliculture 

est présent sur les trois.  

Fig. I-9: Organigramme simplifié des acteurs sur la problématique des biotoxines marines.  

Les projets ASCOBAR (Apport SCientifique à la problématique Ostréicole du Bassin 

d'ARcachon) et OSQUAR (OStréiculture et QUalité du milieu approche dynamique du bassin 
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d'ARcachon), ont été menés par le consortium du Réseau de Recherche Littorale Aquitain 

(RRLA). Il regroupe des scientifiques publics et privés, des professionnels, des organismes, 

des administrations et des politiques. Ainsi tous les aspects de la problématique sont étudiés et 

mis en commun de façon novatrice. Les moyens matériels déjà à disposition des équipes 

scientifiques ont énormément facilité le déroulement des projets [RRLA09].  

I.2.C) Evolution des normes de contrôles et projets de réglementation 

Les normes sanitaires visent à assurer un équilibre entre les risques "Producteur" et les 

risques "Consommateur", comme l'a schématisé Benoit Beliaeff, coordinateur scientifique à 

IFREMER [Rep06]. Pour le consommateur, le risque est défini comme une contamination 

avérée sans qu'elle ne soit décelée par les indicateurs phytoplanctoniques [Afs06]. Pour le 

producteur, à l'inverse, c'est qu'il subisse une interdiction de vente alors que sa marchandise 

est sans danger pour l'Homme. La définition même des seuils de salubrité reste floue et très 

générale. Par exemple, les jeunes enfants et les personnes âgées sont plus vulnérables aux 

empoisonnements de type ASP [Ifr06a] et un coquillage qui ne provoque pas 

d'empoisonnement pour une personne n'est pas pour autant non-contaminé. Une notion plus 

juste serait de rapporter la quantité de phycotoxines au poids du consommateur. Cette 

approche a été réalisée par Hubert Grossel (IFREMER Nantes), Françoise Marco-Miralles 

(IFREMER Toulon) et Sophie Trotereau (LNR, ANSES Maisons Alfort) en définissant le 

seuil de salubrité de la phycotoxine responsable du syndrome ciguaterique (en µg) à une 

portion de poisson de 250 g pour un individu de 60 kg (µg/g/kg) [Rep06].  

Sur le littoral français, la présence de trois types de toxines a été répertoriée entre 1995 

et 2005: la DSP, la PSP et l'ASP. Sur le Bassin d'Arcachon, la DSP et la PSP touchent les 

huîtres et les moules [Rep06]. L'ASP n'y est pas reportée bien que le seuil d'alerte pour la 

concentration cellulaire en Pseudo-Nitzschia (phytoplancton producteur d'acide domoïque) 

soit régulièrement atteint dans le bassin [Ifr06]. Catherine Belin de l'IFREMER, indique une 

évolution majeure, en 2006, dans la stratégie de surveillance du réseau REPHY pour le Bassin 
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d'Arcachon. Il s'agit de la surveillance systématique des toxines de types PSP, c'est-à-dire, la 

pratique régulière de tests de la souris quelle que soit la concentration phytoplanctonique 

même hors période à risques [Rep06]. Ces "périodes à risques" sont revues annuellement.  

Djahne Montabord de la DPMA, souligne la nécessité d'adapter les échantillonnages 

en fonction des zones et des périodes à risques [Rep06]. Toutefois, l'ANSES a supprimé la 

dénomination de "zone à risque" dans le Bassin d'Arcachon, de par "l'absence de pertinence 

d'une telle démarche" [Afs06].  

L'incompréhension règne chez les ostréiculteurs. L'observation de 24 heures pour le 

test de la souris est remise en cause et plus généralement le test lui-même à cause de son 

protocole trop invasif. Les réponses positives aux toxines telles que les yessotoxines et les 

pecténotoxines, dont la toxicité chez l'Homme n'a pas encore été observée, ne devraient pas 

être prises en compte [Off06]. Virginie Hossen, du Laboratoire National de Référence, rejoint 

les producteurs sur ce point. Elle rapporte des différences entre la réglementation à appliquer 

et les résultats obtenus "par la consultation d'expert" au sujet des seuils sanitaires "trop 

sévères" et du fait que "le bioessai sur souris n'est pas adapté à chacune des toxines" [Rep06]. 

L'Association des Producteurs de Moules En Galice, OPMEGA, a également montré "les 

limites de la gestion réglementaire des problèmes liés aux toxines marines" [Off06]. 

La Direction Générale des Affaires Maritimes et de la Pêche de la Commission 

Européenne a encouragé l'"investissement dans la recherche appliquée au développement du 

secteur de la pêche et de l'aquaculture". Toutefois, les ostréiculteurs veulent accélérer les 

choses et sollicitent la Commission Européenne et le gouvernement français à "réagir 

promptement" [Off06].  

En 2009, après une énième interdiction de commercialisation, 165 établissements 

producteurs ont été visés par une opération de contrôle suite à l'arrêté du 22 juillet. En deux 

jours, 37 infractions on été relevées dont 24 en dépit d'un refus d'obtempérer [AFP09]. Les 

ostréiculteurs contrevenant aux arrêtés préfectoraux d'interdictions de vente d'huîtres se sont 

exposés à une contravention de 11 euros à 38 euros [LeP09]. Pour permettre la 

commercialisation de coquillages lors d'arrêté, la Section Régionale Conchylicole (SRC) du 
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Bassin d'Arcachon et le Préfet de Gironde ont proposé un protocole de décontamination à 

l'aide de bassins. Toutefois, l'ANSES met en doute l'efficacité d'une telle procédure, le 

système de "zone refuge" n'étant pas adaptable au Bassin d'Arcachon du fait de l'irrecevabilité 

de la sectorisation. [Afs06].  

Olivier Laban, membre du bureau de la Section Régionale Conchylicole (SRC) 

Arcachon-Aquitaine, a réaffirmé son point de vue concernant la mise en place d'un "nouveau 

test de référence au niveau de la réglementation européenne" [AFP09]. Samedi 2 janvier 2010, 

le ministère de l'Agriculture remplace officiellement le test de la souris par le test chimique, 

effectué sur les prélèvements du 18 janvier 2010 [LeP10].  
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Partie I.3 – Détections et Analyses des risques maritimes 

I.3.A) Surveillance des cellules phytoplanctoniques 

La surveillance des espèces phytoplanctoniques se fait de trois façons différentes selon 

les espèces visées. Les "flores totales" suivent l'évolution sur toute l'année de toutes les 

espèces dans leur ensemble. Les "flores partielles indicatrices" visent certaines espèces 

toxiques pour l'homme ainsi que celles à haute concentration tandis que les "flores partielles 

toxiques" comptabilisent toutes les espèces à potentiel toxique [Afs06].  

Les équipements d'échantillonnage de phytoplanctons ont évolué du simple filet au 

système de pompe à tuyaux souples, en passant par l'échantillonneur en tube. Tous les trois 

sont toujours d'actualité. En plus de la récolte de planctons, certains systèmes sont couplés à 

des capteurs de température et de salinité pour les mesurer et les renseigner avec la 

profondeur d'échantillonnage dans la colonne d'eau. Les relevés de températures peuvent être 

effectués par satellite mais uniquement à des fins de contrôles car seule la surface de l'eau est 

observable, ce qui ne prend pas en compte les mouvements marins sous-jacents [Hal95]. Des 

prélèvements d'eau de mer complémentaires sont souvent effectués par les marins, précise 

Ronan Le Goff d'IFREMER Port en Bessin. Elle est alors analysée en termes de température 

et de salinité, ainsi que pour son taux d'oxygénation, sa turbidité et sa concentration en sels 

nutritifs. La "chlorophylle a" est aussi utilisée comme indicateur de présence 

phytoplanctonique, souligne Anne Grouhel d'IFREMER Nantes, et peut être observée par 

imagerie satellite (Francis Gohin, IFREMER Brest) [Rep06]. 

L'équipe de Chantal Compère d'IFREMER Brest a développé un biocapteur détectant, 

à l'aide d'une QCM (Quartz Crystal Microbalance) et d'anticorps spécifiques, les protéines 

propres à chaque espèce phytoplanctonique [Rep06]. Une version avec des brins d'ADN, 

immobilisés à la surface d'une des électrodes de la QCM, a également été développée par 

cette équipe [Bus09]. Le dénombrement de phytoplanctons peut également être effectué avec 

une électrode à ARN, dont la séquence est complémentaire d'une protéine de la membrane 

d'une espèce. L'équipe de D.I. Greenfield et al. a conçu un robot submersible, embarquant 
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cette électrode. L'énumération de cellules de pseudo-nitzschia est concordante avec les tests 

effectués en laboratoire pour des concentrations supérieures à 2,5 x104 cellules par litre 

[Gre06, Gre08]. La détection des cyanobactéries se fait à l'aide d'un test ELISA bien qu'il ne 

soit pas possible de déterminer la toxicité d'une efflorescence sur seulement quelques colonies 

bactériennes [Cod05].  

La surabondance de planctons toxiques entraîne un empoisonnement des coquillages. 

Cependant, les épisodes de contamination révélés par le test de la souris ne sont pas toujours 

corrélés avec une présence excessive de phytoplanctons responsables ou même 

potentiellement responsables. Cela signifie que le dénombrement de phytoplancton est pris à 

défaut et ne peut suffire comme indicateur d'alerte [Afs06]. De plus, l'échantillonnage 

phytoplanctonique ne peut quantifier que trois des quatre étapes décrites par Steidinger (1983) 

sur l'efflorescence algale: la croissance, la concentration et la dispersion. La première, 

l'initiation, nécessite des analyses physiologiques poussées sur tous les paramètres 

précédemment énoncés [Hal95].  

I.3.B) Méthodes d'analyses des phycotoxines 

Jusqu'en 2010, une réponse positive inexpliquée du test sur souris déclenchait une 

recherche de toxines par mesures chimiques. C'est ainsi qu'ont été identifiés de nouveaux 

dérivés de phycotoxines produits par certaines espèces jusqu'alors ignorées de par leur faible 

concentration lors des recensements [Pui06].  

I.3.B.1. Analyses Biologiques 

Les tests d'analyses biologiques sont effectués sur des animaux, soit vivants (in vivo), 

soit sur un de leurs organes préalablement disséqué ou bien cloné (in vitro) [Dol96]. Les 

conclusions des tests in vivo se font sur l'observation du comportement des animaux, ce qui 

demande une attention constante et un personnel qualifié. Les analyses in vitro nécessitent 
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quant à elles, la reconstitution des conditions biologiques, comme l'apport des nutriments aux 

cellules [Ker02]. 

L'analyse de référence pour toutes les toxines est celle de la souris. Une solution 

liquide à analyser est injectée par voie intrapéritonéale dans trois souris. L'extraction de cette 

solution, à partir de la chair de coquillages sélectionnés, se fait par méthode chimique 

approuvée par AOAC International (Association of Analytical Communities). Si au moins 

deux souris sur trois meurent, la réponse est positive. Le temps d'observation dépend de la 

phycotoxine à analyser (cf. Fig. I-8).  

L'une des premières utilisations du test de la souris comme dispositif de surveillance 

remonte à 1944 [Hal95]. Ce test biologique sur souris était sujet à une ambiguïté de 

réglementation; il était autorisé par la Commission Européenne (qui gère les intérêts de 

l'Union) de par son utilisation mondiale, mais sans être approuvé par le Comité Européen à 

cause de l'implication de sacrifices d'animaux, en opposition avec la réglementation 

européenne du Conseil de l'Union Européenne [Afs06, CE03, LeP10]. D'autres méthodes 

d'analyses peuvent être utilisées en fonction du type de toxines à détecter. Le test sur les rats 

permet d'identifier la présence de phycotoxines de type DSP, tout comme les tests sur puces 

d'eau (Fig. I-10a), sur lapins ou encore sur nourrissons de souris. La brevetoxine (NSP) peut 

être détectée avec le test sur poissons [FAO04].  

Les tests in vitro ont permis la détection d'autres types de toxines. La présence de la 

saxitoxine (PSP), la brevetoxine (NSP) ou de l'acide domoïque (ASP) induisent une réponse 

spécifique lors de l'analyse des tranches d'hippocampes de rats (Fig. I-10b) [Ker99, Saw07]. 

Le blocage de canaux sodiques [Jel92], l'analyse cytotoxique [Tub96] ou celle de l'accroche 

de récepteurs nerveux [Dol94] (et par marquage radioactif [And01]) sont autant de méthodes 

alternatives.  
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(a)  (b)  
Fig. I-10: (a) Photo d'une puce d'eau (Daphnia magna femelle). (b) Schéma pour l'analyse d'une tranche d'hippocampe de rats. 

Le principal inconvénient des tests biologiques, d'après l'agence écossaise Fisheries 

Research Services (FRS), outre le sacrifice d'animaux, est qu'ils ne constituent pas "une 

méthode fiable" et sont difficilement automatisables. "Toute la communauté scientifique 

s'accorde pour constater que les méthodes biologiques ne sont pas adaptées à toutes les classes 

de toxines" [Off06]. 

I.3.B.2. Analyses Biochimiques 

Le principe des analyses biochimiques repose sur les réactions chimiques du Vivant.  

La plus répandue est celle dite de l'ELISA (pour Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) qui base sa réponse sur la formation de complexes antigènes / anticorps où l'antigène 

est la phycotoxine en question. La formation de ce complexe est relevée avec un anticorps 

secondaire couplé à une enzyme induisant un changement de colorimétrie en présence de son 

substrat. La fabrication de l'anticorps spécifique se fait principalement par couplage de la 

toxine à une protéine de BSA (Bovine Serum Albumin, cf. IV.2.A.1) puis de l'injection de 

cette molécule dans un lapin (ou dans une souris [Kaw99]). La réponse immunitaire de 

l'animal se traduit par la fabrication des dits anticorps (IgG, ImmunoGlobuline de type G). La 

méthode de détection généralement retenue est la compétition entre la toxine présente dans les 

extraits de coquillage et la toxine préalablement immobilisée sur la plaque de micro-titration 

(Fig. I-11). Un contrôle "blanc" est effectué sans la présence des toxines extraites. Ainsi, plus 

la concentration en toxine extraite est importante, plus les sites affins des anticorps 
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spécifiques sont occupés, et moins ils peuvent se fixer sur les toxines immobilisées. La 

présence de la toxine extraite se traduit alors par une décroissance colorimétrique du conjugué 

de la peroxydase couplé à l'IgG anti-lapin (produit par une chèvre) utilisé pour la révélation 

des complexes.  

Fig. I-11: Protocole simplifié d'un test ELISA pour compétition directe: a. mesure, b. contrôle "blanc". 

Ce test est plus sensible que la chromatographie en phase liquide, d'autant plus que la 

phase de purification de cette dernière peut enlever une partie des phycotoxines avant la 

détection. Les toxines de type PSP peuvent être détectées à des concentrations inférieures à 

80 µg / 100 g de chair de coquillages et les ASP sont détectables jusqu'à 40ng d'acide 

domoïque par gramme (0,04 ppm) avec des anticorps monoclonaux et à 0,01 ppm avec des 

anticorps polyclonaux. La brevetoxine (NSP) peut être décelée à 2,5 µg/100 g de chair 

(0,025 ppm) [FAO04]. 

Cependant, le principal défaut du test ELISA est sa non-spécificité vis-à-vis d'isomères 

très proches (et parfois non toxiques). Ainsi, la présence des dérivés d'acide okadaïque (AO) 

entraîne une sous-estimation du test ELISA sur l'AO. Le test pour la DSP peut aussi être mis 

en défaut si la toxine est sous sa forme ester. De plus, des réactions croisées entre les 
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anticorps et les différentes variantes d'une phycotoxine peuvent apparaître selon les tests 

utilisés.  

Une variante du test ELISA, le RIA (pour Radio Immuno Assay), utilise des isotopes, 

émettant des radiations, pour quantifier le nombre de formation de complexe. Ceci permet une 

mesure directe sans le passage de l'anticorps secondaire, ainsi qu'un très bon seuil de détection 

(0,2 pg AO / ml d'extrait de coquillages) [FAO04]. Toutefois, la difficulté de créer l'isotope 

(un hydrogène est remplacé par un tritium [3H] [Dol94]) et les appareils de mesure peu 

conventionnels ont été un frein pour le développement de cette technique.  

Fig. I-12: Schéma explicatif simplifié d'un test RIA: a. mesure, b: contrôle. 

Un test spécifique aux toxines de type DSP, l'analyse des phosphatases acides, se base 

sur l'inhibition des enzymes phosphatase en leur présence. Avec des enzymes marquées 

(radioactives) le seuil de détection peut atteindre 2 ng AO / g de chair de coquillages [Tub96]. 

De manière générale, les techniques avec des marquages radioactifs ont un seuil de détection 

plus bas mais sont moins développées par rapport aux analyses colorimétriques ou 

fluorimétriques.  

Pour conclure, les tests immunologiques sont basés sur la reconnaissance structurelle 

des phycotoxines et non sur leur toxicité propre. Ils sont donc sujets aux faux, -positifs et  

-négatifs, et leur réponse n'est représentative de la toxicité que d'une partie de l'échantillon 
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[Dol94]. Les techniques biochimiques conservent quelques lacunes des techniques 

biologiques: la difficulté à détecter de manière reproductible les faibles concentrations de 

toxines et le fait que les analyses restent dépendantes de l'utilisateur dans la plupart des cas.  

I.3.B.3. Analyses Chimiques 

Les analyses chimiques permettent de couvrir l'ensemble des phycotoxines jusqu'à 

différencier les différents isomères d'une même famille. Elles sont plus sélectives que les 

autres méthodes et peuvent quantifier des échantillons à faibles concentrations en toxines. 

Elles sont de plus en plus couplées entre elles pour augmenter le rapport signal sur bruit, le 

bruit étant dû aux autres molécules chimiques qui perturbent l'analyse. Dans ce cas, une 

technique, généralement une chromatographie, permet de purifier l'échantillon qui est ensuite 

analysé.  

La chromatographie en phase liquide est la plus utilisée. Le principe est de séparer les 

phycotoxines du reste de l'échantillon par interactions ioniques entre la phase mobile 

(l'échantillon) et la phase stationnaire. Cependant, cette technique peut difficilement séparer 

une phycotoxine de type PSP de ses dérivés [FAO04]. Pour les toxines de type DSP, la limite 

basse de détection correspond à 100 ng d'acide okadaïque par gramme de chair, soit 0,1 ppm, 

en dessous de la limite de 0,2 ppm de la législation [FAO04]. 

La chromatographie en couches minces se distingue par sa phase stationnaire 

composée d'un gel de silice utilisant l'effet d'absorption par capillarité sur la solution. Cette 

méthode permet de détecter 1 µg de phycotoxines de type DSP dans 5 g de chair de 

coquillages [FAO04], et 10 µg d'acide domoïque par gramme pour les phycotoxines ASP 

(10 ppm contre 20 ppm) avec une détection de fluorescence par UV et un pré-nettoyage 

[Qui98]. La détection par fluorescence avec une pré-séparation par chromatographie liquide 

permet de quantifier des concentrations en phycotoxines de type PSP de 0,3 µg pour 100 g de 

glandes digestives (0.003 ppm) [Amz99]. C'est l'oxydation des toxines de type PSP qui 

produit une fluorescence mesurable avec une sensibilité accrue par rapport au test souris. 

Toutefois, un même échantillon doit être analysé plusieurs fois afin de réduire les erreurs de 
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répétitivité et un grand soin doit être apporté lors du nettoyage du dispositif d'analyse entre 

chaque mesure [FAO04]. Un test en kit d'immuno-chromatographie en flux latéral est 

disponible commercialement pour la mesure sur terrain. La réponse est positive à partir de 7 à 

60 µg de saxitoxine (équivalent) pour 100g de chair de coquillage [And01]. 

La Chromatographie en phase Liquide à Haute Performance (HPLC), surtout couplée 

à une détection par absorption UV (HPLC/UV), a permis la détection de phycotoxines à des 

seuils bien plus bas. Ainsi, les phycotoxines de type ASP sont quantifiables à des 

concentrations très basses: 1 µg / g sans prélavage de l'échantillon et de 20 à 30 ng / g avec 

prélavage [And01]. Les toxines de type DSP sont détectées à 0,4 µg / g de glandes digestives 

grâce à la détection fluorimétrique post HPLC (HPLC-FD) [And01].  

Les techniques basées sur une chromatographie visent à séparer les molécules entre 

elles pour quantification. Mais pour connaître la toxicité globale d'un échantillon, la 

concentration de chaque molécule doit être pondérée par sa toxicité propre [Dol94]. Ceci est 

possible à l'aide d'un seul système d'analyse: la Chromatographie en phase Liquide couplée à 

un Spectromètre de Masse (LC-MS/MS). C'est une méthode d'analyse de molécules qui se 

décompose en trois phases. Premièrement, une chromatographie en phase liquide permet de 

séparer les molécules contenues dans une solution en fonction de leur hydrophobicité (LC). 

Ensuite, les molécules arrivant en séquence sont ionisées pour une analyse spectrale de leur 

masse par effet magnétique (-MS). Enfin, ces molécules sont fragmentées en plus petites 

parties et ré-analysées pour connaître la composition de la molécule initiale (/MS). Ce second 

passage au spectromètre de masse améliore la qualification de la molécule analysée.  

Cette méthode peut détecter 0,4µg d'ASP par gramme de chair (0,4 ppm) et 1 ng de 

DSP par gramme (0,001 ppm) [And01]. Sa grande sélectivité est limitée par la base de 

données internes du système qui permet la reconnaissance des molécules analysées par 

comparaison [Afs06].  
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Parmi les méthodes existantes mais peu répandues, l'électrophorèse ne nécessite que 

quelques nanolitres pour effectuer la détection (1,5 µg de saxitoxine par ml). Le matériel 

utilisé n'est pas présent dans les laboratoires d'analyses usuels et un équipement de détection 

supplémentaire est également nécessaire [FAO04]. Une variante de cette technique ajoute une 

séparation par chromatographie (capillarité) simultanément à la séparation par courant 

électrique; on parle alors de MEKC (Micellar Electrokinetic Chromatography). Combinée à 

une détection par UV (MEKC-UV), elle permet de mesurer 10 ng d'acide okadaïque par chair 

de coquillage [Bou97]. Une méthode alternative pour les toxines lipophiles (DSP) analyse le 

temps d'absorption et de désorption des phycotoxines dans un polymère poreux [Fux08].  

Ainsi, les techniques d'analyses chimiques nécessitent une ou plusieurs étapes de 

lavage et de séparation des toxines de l'extrait de coquillages. Ces étapes permettent de 

diminuer le bruit de fond chimique mais peuvent polluer l'échantillon à leur tour. De ce fait, 

les méthodes de détection présentant un seuil de détection voisin du seuil de salubrité restent 

des outils de contrôle. Il est à noter que l'équipe d'Olson et al. a mis point un instrument de 

mesure sous-marin permettant l'échantillonnage et l'analyse des phytoplanctons directement 

dans leur environnement, faisant un pas de plus vers la prévention des risques 

phytoplanctoniques [Ols07].  

I.3.C) Comparaison avec le test "idéal" 

Le but de toute analyse est de pouvoir exprimer de manière certaine la présence ou 

non de phycotoxines. Comme l'a expliqué Dominique Le Gal d'IFREMER Concarneau, à 

l'aide d'un tableau regroupant les concentrations en phycotoxines de différentes espèces d'un 

même genre de phytoplancton, "la toxicité des coquillages peut aussi bien provenir d'un 

bloom1 majeur à espèces faiblement toxiques" que "d'un bloom mineur à espèces hautement 
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toxiques" [Rep06]. De ce fait, les méthodes d'analyses ont privilégié la détection des 

phycotoxines directement plutôt que celle des phytoplanctons.  

Le test le plus répandu est sans conteste celui de la souris, seul reconnu jusqu'en 2010. 

Toutefois, il présente quelques inconvénients et des méthodes alternatives sont apparues, en 

satisfaisant un certain "niveau d'exigence attendu" comme l'a souhaité le UK Home Office 

[Off06].  

Une étude comparative nationale entre le test biologique sur souris et un test chimique 

(LC-MS/MS) a été effectuée en 2005 sur 255 échantillons de la période 2002-2004 [Afs06].  

Fig. I-13: Schéma comparant le test souris au test chimique (LC-MS/MS). 

En considérant le test chimique comme référence, 20% des tests souris surestimeraient 

la présence de toxines et 7,5% la sous-estimeraient. Pour le Bassin d'Arcachon, 34 des 35 

échantillons n'ont pas concordé. Cet immense écart entre ces deux méthodes peut s'expliquer 

en partie par la nature de leur système de détection (Fig. I-13); le bio-essai est global tandis 

que le test chimique est focalisé sur des molécules identifiées [Afs06]. Sophie Krys du LNR 

et à l'ANSES de Maisons-Alfort souligne aussi le fait que la compétence de l'analyste 

influence grandement la qualité du test de la souris [Rep06]. Le tableau Fig. I-14 regroupe les 

principaux types de méthodes d'analyses en les comparant par critères de choix au test "idéal". 

Les cases en vert et rouge indiquent si la valeur du critère est compatible ou non, 

respectivement, avec la réponse attendue idéalement.  
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Fig. I-14: Tableau comparatif des performances des méthodes d'analyse. Source ANSES [Afs06r]. 



!"##! !"#$%&$'#(%&)*+"%,-./%&0&-($%1&+2-#1"34#%1&$%&5-6%&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

)-#.&*+&$7"%2"3-(&$%&)892-"-:3(%1&$+(1&*%&;+113(&$'<.2+28-($

=+>%&AH&

La DL50 définit une concentration seuil de dose létale entraînant la mort de 50% des 

sujets (des souris).  

De l'avis de l'ANSES lors de la saisine de 2006, le test LC-MS/MS a les avantages 

d'une grande spécificité, rapidité, fiabilité, un seuil de détection bas, et une qualité de réponse 

qualitative et quantitative. Ses points faibles sont le coût élevé d'une analyse, la haute 

qualification des opérateurs et la nécessité absolue d'avoir l'empreinte de la toxine à détecter 

dans la base de données. Son utilisation pour des tests de routine est donc à écarter [Afs06]. 

Pour une méthode donnée, il faut préciser l'efficacité de la méthode d'extraction ou le 

taux de transfert dans l'organisme pour les analyses sur fluides physiologiques, en préférant 

une sous-estimation. Les limites de détection, exprimées en concentration par volume 

d'extraits de coquillages ou de liquides physiologiques, ou en équivalence de chair de 

coquillages, sont à prendre avec précaution, surtout pour les tests avec un seuil limite très 

proche de celui de la salubrité. Sans une description complète de la méthode d'extraction 

choisie, il est impossible de savoir si le seuil spécifié correspond à la réelle concentration 

contenue dans les coquillages et si la méthode peut supporter la réalité du terrain.  
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BILAN 

Nous avons vu que le phytoplancton est indispensable à la nutrition des huîtres qui 

joue un rôle important de filtrage pour l'écosystème marin. Les conditions de production des 

phycotoxines sont encore mal connues; une efflorescence algale n'est pas toujours signe 

annonciateur d'un futur empoisonnement des coquillages, qui peuvent survenir en période de 

calme. Un genre de phytoplancton ne peut pas être incriminé car seules certaines espèces sont 

toxiques et il existe une multitude de genres de phytoplanctons avec plusieurs milliers 

d'espèces différentes. De plus, il est difficile de corréler la présence d'une espèce avec un type 

d'empoisonnement particulier. Les phycotoxines aussi sont très variées; il existe souvent 5 à 

10 géométries différentes d'une toxine, appartenant alors à une même famille. Les symptômes 

non plus, lorsqu'ils sont observés, ne sont pas faciles à mettre en relation avec la présence de 

toxines dans les coquillages. Devant cette complexité, les organismes sanitaires responsables 

multiplient les contrôles et les rapports de situations. Le commerce des ostréiculteurs, 

entreprises familiales pour la plupart, est complètement dépendant des résultats de tests 

d'analyses. La succession ininterrompue d'arrêtés préfectoraux au fil des ans a poussé certains 

à se mettre dans l'illégalité, créant une situation d'urgence.  

Les moyens de détection pour la prévention d'intoxication par consommation de chair 

de coquillages sont nombreux et de natures diverses. Chaque méthode a fait l'objet 

d'améliorations au cours du temps afin de diminuer leurs défauts intrinsèques. Leurs 

caractéristiques sont évaluées en termes de sensibilité de détection, de facilité d'utilisation et 

de coût.  

Les tests biologiques ont un long historique d'utilisation au niveau mondial mais leur 

mise en place peut s'avérer complexe. L'utilisation d'animaux vivants nécessite une attention 

particulière et les tests les impliquant tendent à être diminués. Les analyses biologiques in 

vitro réduisent l'utilisation d'animaux et certaines techniques n'en ont plus besoin. Malgré tout, 

les résultats aléatoires de ces tests font qu'ils doivent être effectués plusieurs fois en plus d'être 

difficilement automatisables et donc très dépendant du manipulateur.  
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Les analyses chimiques sont très performantes mais nécessitent un lourd équipement 

pour pouvoir être utilisées en routine. Leur principal inconvénient tient du fait qu'elles ne 

peuvent détecter que ce qu'elles cherchent, à partir d'une base de données connues. 

Les méthodes de détections biochimiques représentent un bon compromis, alliant une 

bonne sensibilité, la possibilité d'automisation et un équipement peu coûteux.  

C'est à cette dernière catégorie qu'appartiennent les biocapteurs. Ainsi, la plateforme 

de détection à ondes acoustiques de Love développée dans le cadre de nos travaux, vise à 

réunir la sélectivité d'une bioanalyse et un système facilement intégrable à un système 

électronique. Toutefois, un certain nombre de paramètres, de conditions expérimentales, 

doivent être pris en compte pour avoir une détection propre et un résultat significatif.  
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Chapitre II – Du Phénomène Biologique  

au Signal Physique 
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INTRODUCTION 

Après une introduction des biocapteurs volontairement succincte dans la mesure où ce 

sujet est largement traité dans de nombreux ouvrages, nous présenterons plus en détails le 

principe du dispositif à ondes acoustiques et les mécanismes de transduction mis en jeu. Cela 

nous amènera notamment à analyser plus particulièrement l'impact de l'effet de masse, le 

transport des espèces et les conditions microfluidiques à prendre en compte pour les favoriser. 

Les éventuelles perturbations extérieures, influençant la réponse du capteur, seront également 

abordées.  

Partie II.1 – Les Biocapteurs 

II.1.A) Introduction générale et intérêts des biocapteurs 

Les capteurs, et plus particulièrement les biocapteurs, représentent potentiellement le 

meilleur compromis entre sensibilité de détection et efforts de mise en œuvre. La détection, de 

type biologique, se fait via un récepteur, par exemple un anticorps permettant une accroche 

spécifique de la molécule cible. Cette accroche est alors transformée en un signal électrique 

interprétable à l'aide d'un transducteur. Le signal brut est ensuite traité et analysé pour en 

extraire l'information: accroche de l'analyte, quantité détectée, etc… (Fig. II-1).  
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Fig. II-1: Schéma de principe d'un capteur générique. 

La nature du transducteur définira le nom du capteur. Ils existent ainsi des capteurs 

ampérométriques ou potentiométriques (électrochimiques), et d'autres plus complexes 

utilisant des excitants photoniques, acoustiques ou encore magnétiques. Une classification 

courante retient les capteurs électrochimiques, piézoélectriques, optiques, mécaniques, et 

thermiques [Ivn99]. La partie "récepteur" du capteur a pour but d'immobiliser l'analyte qui 

doit être mesuré avec une certaine sélectivité. Si l'analyte en question n'est pas une particule 

physique (cellule, bactérie, molécule chimique) mais un phénomène physique, celui-ci 

stimulera le capteur directement au niveau du transducteur (capteur d'effort, photodiode). 

II.1.B) Détection d'agents pathogènes 

Les biocapteurs ont suscité l'intérêt devant la demande grandissante de tests 

biologiques. La détection, qualitative et quantitative, d'agents pathogènes, microbiologiques 

ou viraux, a longtemps reposé sur des processus de cultures, de microscopies, de tests en 

plaques ou encore de PCR (Polymerase Chain Reaction). Ces méthodes longues et 

fastidieuses pouvaient durer jusqu'à une semaine sans fournir de résultats suffisants en termes 

de spécificité ou de sensibilité [Roc09].  
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La reconnaissance immunologique représente une méthode efficace et fondée sur un 

principe générique pour détecter spécifiquement les agents pathogènes [Iqb00]. La formation 

de complexes antigéniques peut être visualisée indirectement par luminescence lorsque la 

présence de nanoparticules empêche la fluorescence dans leur voisinage immédiat [Ach10]. 

La détection de microcystines, des peptides produits par les cyanobactéries, a été réalisée par 

SPR (Surface Plasmon Resonance). L'immobilisation des anticorps à la surface de la couche 

d'or se fait alors via une couche SAM (Self Assembled Monolayer) [Her10]. Un biocapteur, 

de type micro-poutre mise en résonance (mesure sous air), utilise une couche nutritive pour 

faire croître des bactéries E. coli. La mesure de cette croissance, par variation de masse, se fait 

à une sensibilité de ~50 pg.Hz-1, soit à une centaine de bactéries près en une heure de temps 

[Gfe04].  

En 1987 fut fabriqué le premier biocapteur avec ondes élastiques de surface en milieu 

liquide, la composante de l'onde étant transverse horizontale [Mor87]. Les ondes de Love ont 

pour la première fois été utilisées à des fins de biodétection en 1992 grâce à leur sensibilité à 

l'effet de masse dans un milieu liquide [Kov92, Giz92]. En 2004, un biocapteur à ondes de 

Love en tantalate de lithium a permis la détection de la bactérie Bacillus anthracis [Bra04]. 

L'utilisation de puces microfluidiques en polymère conjointement aux biocapteurs à ondes 

acoustiques permet la réduction du temps de réponse ainsi que l'économie des produits 

d'analyses [Lan06].  

L'ajout d'un circuit microfluidique, se généralisant, a par exemple été envisagé sur une 

micro-poutre pour la biodétection de cellules cancéreuses [Von10].  

Partie II.2 – Capteur à ondes acoustiques 

Un capteur à ondes acoustiques remplace la partie "transducteur" du schéma de 

principe (Fig. II-1) par une ligne à retard à travers laquelle les ondes vont se propager. 

L'accrochage de l'analyte sur la partie "récepteur" ne provoque pas la génération des ondes 
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mais leur perturbation. Selon le type d'onde produit, leur sensibilité gravimétrique fait des 

capteurs à ondes acoustiques des candidats potentiels à la réalisation d'un biocapteur. 

II.2.A) Origines des ondes acoustiques  

Les ondes acoustiques ont d'abord été observées lors de tremblements de terre. En 

effet, lorsqu'un séisme se déclenche, il engendre différents types d'ondes acoustiques avec des 

caractéristiques propres. Si la longueur d'onde λ de l'onde acoustique est très grande devant 

les distances interatomiques, le milieu apparaît alors comme continu [Die74]. Les plus rapides 

sont les ondes de volume (BAW, pour Bulk Acoustic Wave), entraînant de la matière avec 

elles. L'onde sismique de type P (primaire) est la première ressentie lors d'un tremblement de 

terre car la plus rapide (jusqu'à 6000 m.s-1). C'est une onde longitudinale; la compression de la 

matière se fait dans la direction de propagation de l'onde. Les ondes de type S (secondaire) 

sont des ondes transverses, cisaillant le volume perpendiculairement à leur direction, et se 

déplaçant à vitesse plus faible, à environ 3600 m.s-1 dans la croute terrestre [EOST11].  

Fig. II-2: Représentation schématique du mouvement des particules dans un solide lors de la propagation d'une onde de 

Rayleigh dans celui-ci (vue en coupe dans le plan sagittal). 

Ce sont les ondes acoustiques de surface, SAW, dont l'énergie est confinée à 

l'interaction matériau / milieu, qui sont le plus utilisées pour la réalisation d'un capteur. La 

première, découverte par John William Strutt Lord Rayleigh en 1885, est appelée "onde de 

Rayleigh". Elle est caractérisée par un mouvement local rétro-elliptique dans le plan sagittal, 
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localisé en surface sur une épaisseur de l'ordre de 0,1 λ, comme représenté Fig. II-2 [Rus99]. 

L'intérêt de cette onde réside dans sa très grande sensibilité, liée au confinement de l'énergie à 

proximité de la surface de détection [Ben98]. 

Le second type d'onde le plus utilisé aujourd'hui dans l'élaboration d'un capteur à 

ondes acoustiques est une onde dite de Love en hommage à son découvreur Augustus Edward 

Hough Love en 1911 (Fig. II-3). Le principal intérêt de cette onde est sa contrainte de 

cisaillement transverse horizontal permettant son utilisation dans un milieu liquide. Pour la 

reproduire artificiellement, la présence d'une couche "guidante" en surface est nécessaire, 

confinant l'énergie, et procure une bonne sensibilité au capteur. Cette onde est encore appelée 

onde de surface transverse horizontale guidée (ou guided SH-SAW).  

Fig. II-3: Schéma du mouvement des particules dans un solide lors du passage d'une onde de Love [Bra11]. 

Il existe d'autres types d'ondes acoustiques impliquant des contraintes transverses 

(STW, Shear Transverse Wave), des contraintes horizontales de surface comme l'onde de 

Bleustein-Gulyaev (SH-SAW, Shear Horizontal SAW), ou encore des ondes se propageant en 

mode de plaque (sur les deux faces opposées d'un substrat). Leur manque de robustesse et / ou 

leur sensibilité moindre ont rebuté leur utilisation [Zim02] même si les avancées en 

microtechnologie permettraient d'envisager, aujourd'hui, l'intérêt de certains modes de Lamb 

[Zho11].  
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II.2.B) Génération d'une onde acoustique 

Avant d'envisager la propagation d'ondes acoustiques comme moyen de détection, il 

faut tout d'abord être en mesure de la générer de manière reproductible avec un dispositif 

planaire utilisant, de préférence, les moyens de fabrication collectifs de la micro-électronique 

et compatible avec un dispositif "de surface". Selon l'application finale, la ligne à retard, telle 

qu'elle est parfois désignée, comportera plus ou moins d'éléments décrits ci-dessous. 

II.2.B.1. Le substrat piézoélectrique 

Une onde acoustique correspond à un déplacement mécanique. La technologie étant 

basée sur l'électricité, la génération d'une onde acoustique met en jeu la propriété 

piézoélectrique de certains matériaux. Cette propriété n'apparaît que s'il existe un moment 

dipolaire électrique dans le matériau excité. De plus ce matériau doit posséder des propriétés 

élastiques suffisantes pour permettre la propagation de l'onde acoustique ainsi générée.  

Les caractéristiques élastiques du matériau sont regroupées dans la matrice des 

rigidités, indiquant son comportement en déformation dans un espace tridimensionnel, les 

paramètres piézoélectriques sont résumés dans la matrice piézoélectrique. Ces deux matrices, 

complétées par le tenseur des permittivités et la densité du matériau, caractérisent 

complètement le matériau volumique, dans un repère cristallographique donné. Pour notre 

application, nous considérons une surface et une direction de propagation repérées par les 

angles d'Euler. Dans ce repère, le paramètre e33 de la matrice de piézoélectricité doit être non 

nul pour permettre la génération d'une onde par l'application d'un champ électrique parallèle à 

x3 [Die74]. La constante diélectrique ε du substrat piézoélectrique (pour le quartz, εr = ε/εvide = 

~4) nécessite une attention particulière pour les capteurs destinés à être utilisés en milieu 

liquide; une différence trop grande avec celle du liquide (pour l'eau, εr = ~80) peut provoquer 

des courts-circuits dans le champ électrique des IDTs (cf. III.2.A) [Rup08]. Il faudra donc 

prendre des précautions particulières pour protéger les IDTs et leur voisinage du fluide.  

Les matériaux les plus utilisés remplissant ces critères sont le quartz, le niobate, le 

tantalate de lithium et récemment le langasite [Thi06]. Le cristal considéré est découpé pour 
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former des substrats (wafer en Anglais) selon un axe cristallographique permettant la future 

génération de l'onde telle qu'elle est souhaitée. Un matériau sera préféré à un autre en fonction 

du dispositif final: coefficient de couplage, stabilité en température, sensibilité.  

L'étude des comportements de ces différents matériaux a été réalisée plusieurs fois par 

le passé, aussi bien au sein du laboratoire IMS-Bordeaux que dans des laboratoires extérieurs; 

ils ne seront pas abordés ici. 

II.2.B.2. Le transducteur interdigital (IDT) 

La transformation de l'énergie électrique en énergie mécanique se fait par effet 

piézoélectrique inverse à l'aide d'un transducteur interdigital. Ce transducteur se présente sous 

la forme de deux électrodes en forme de peigne interdigité à la surface du substrat. La 

distance centre-à-centre entre deux doigts simples d'une même électrode p définira la 

longueur d'onde λ de l'onde acoustique qui sera générée (cf. Fig. III‒1).  

Pour certaines fréquences dites constructives, où les ondes générés par chaque paire 

de doigts se superposent en cohérence de phase, une onde se propage, à une certaine vitesse, 

dans ou en surface du matériau, en fonction de sa nature. Un autre IDT, généralement de 

même géométrie, est placé plus loin sur le chemin de propagation (faisceau acoustique), sur le 

substrat, dans l'alignement du premier. Ce dernier permet de retransformer l'énergie 

mécanique de l'onde transmise en énergie électrique par effet piézoélectrique direct. 

L'ensemble constitue ainsi un dispositif appelé "ligne à retard".  

De nombreuses géométries d'IDT et de matériaux les composant (or, titane, 

aluminium) ont été envisagés afin d'augmenter les performances de transduction et de réduire 

les perturbations acoustiques. D'un point de vue réalisation, les IDTs sont déposés dans le 

cadre d'un projet du RTB (LAAS – CNRS, Toulouse), en utilisant les technologies de 

photolithographie de la microélectronique par évaporation de métal selon la technique du 

"lift-off" [Wol86].  
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II.2.B.3. La couche guidante 

Pour générer une onde de Love, une couche guidante, réalisée dans un matériau non 

nécessairement cristallin, doit être déposée sur le substrat et les IDTs. Cette couche guidante 

doit posséder des caractéristiques compatibles, d'une part, avec le substrat sélectionné, et 

d'autre part, avec la propagation d'une onde de Love. Ainsi, le matériau choisi répond à des 

critères d'élasticité, de densité et de continuité inter-matériau et suppose notamment une 

vitesse d'onde de volume transverse dans ce matériau inférieure à celle dans le substrat 

[Du96]. Après dépôt sur l'ensemble du substrat, sur une épaisseur typiquement de quelques 

microns, les contacts électriques sont dégagés par une étape de photolithographie suivie d'une 

étape de gravure.  

Notons que de nouveaux matériaux font leur apparition: méso-poreux, sol-gel, à 

empreintes moléculaires. Leurs caractéristiques prometteuses sont étudiées, afin de considérer 

ces matériaux comme candidats potentiels, tant pour la couche guidante, que pour la couche 

sensible qui constituera le récepteur du dispositif de détection. Ils ne permettent pas, à ce jour, 

une utilisation dans notre projet de détection par ondes acoustiques.  

II.2.C) La ligne à retard et son conditionnement électronique 

En théorie, lorsque l'IDT d'entrée est excité à la fréquence de synchronisme fs de 

période Ts, les vibrations engendrées s'ajoutent constructivement faisant correspondre la 

longueur d'onde de l'onde acoustique λ, à la périodicité spatiale p définie par les IDTs. La 

fréquence de synchronisme apparaît alors comme: fs = vs / λ, vs étant la vitesse de propagation 

de l'onde acoustique [Roc09].  
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Fig. II-4: Schéma d'un capteur à ondes acoustiques et des principaux phénomènes pouvant influencer sa réponse. 

L'utilisation d'une ligne à retard à ondes acoustiques en tant que capteur repose sur le 

principe de perturbation de cette onde. Cette perturbation peut être de natures différentes (Fig. 

II-4). Le moyen le plus efficace de la modifier est d'altérer son matériau de propagation. Les 

ondes de Love étant des ondes se propageant en surface, les capteurs seront plus sensibles aux 

phénomènes surfaciques. Un capteur à ondes acoustiques ne fournit pas de réponse absolue; 

elle est relative à l'état précédent du capteur. Elle correspond typiquement à une variation de 

vitesse de phase, induite par les perturbations. Dans notre cas, la réponse est traduite en une 

variation de fréquence par le montage de la ligne à retard dans une boucle de rétroaction, 

formant ainsi un oscillateur fonctionnant sur un point équiphase (Fig. II-5).  

Fig. II-5: Synoptique de l’architecture de la boucle d’oscillation pilotée par la ligne à retard. Les dispositifs BALUN en 

entrée et sortie de chaque ligne à retard permettent un signal différentiel. 
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Cette boucle d'oscillation comporte notamment un module de filtrage et 

d'amplification. L'amplification doit être suffisante pour compenser les pertes d'insertion 

initiales et celles dues aux modifications de surface du capteur. Toutefois, elle ne doit pas 

saturer le signal électrique car cela engendrerait l'apparition d'harmoniques. Le signal de 

sortie étant une fréquence, des pics dans le spectre fréquentiel proches du fondamental 

pourraient alors perturber les détections. Aussi, le réglage du gain sera ajusté de sorte à 

assurer un gain de boucle légèrement positif en présence du milieu liquide de référence. 

Partie II.3 – Phénomènes détectés par les capteurs acoustiques 

Une ligne à retard à ondes acoustiques possède donc une grande sensibilité envers 

plusieurs phénomènes physiques. Il devient alors important d'isoler certains d'entre eux pour 

privilégier ceux utiles en vue des prochaines expériences de détection.  

II.3.A) Evénements à accentuer 

II.3.A.1. Effet de masse 

Le phénomène à valoriser, et qui constitue la base de la détection par ondes 

acoustiques, est la sensibilité du capteur à l'effet de masse. La propagation de l'onde est 

perturbée proportionnellement à la masse (quantité) liée au capteur, par toute accroche 

supplémentaire à sa surface.  

Cet événement est aussi le plus délicat à mesurer de par le faible poids des molécules à 

détecter, leur concentration réduite pour satisfaire aux seuils sanitaires, et le fait que seule la 

surface du capteur est mise en jeu, elle-même limitée à une zone entre les IDTs (faisceau 

acoustique).  
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L'équation suivante exprime la sensibilité à l'effet de masse (!
!

" ) d'un dispositif à 

ondes de Love relativement à la vitesse de phase de l'onde [Kov92]: 

!!
"
!

!#

#!

$

!!
(Equ. II.1)

où !V et V0 expriment, respectivement, la variation de vitesse de phase et la vitesse de phase 

avant perturbation (en m.s-1), et ∆m la variation de masse (en kg) sur une surface A (en m2).  

Cette sensibilité théorique (équation II.1) peut être évaluée pour des modèles 

multicouches, en renseignant les paramètres des matériaux les constituant, par résolutions 

analytiques (cas simplifié), numériques ou par algorithmes dans les cas les plus complexes. Il 

faut cependant prendre des précautions sur la validité qualitative du modèle simulé. En effet, 

si le système Quartz-SiO2 est relativement bien connu, la couche biologique, la densité et la 

viscosité du fluide en surface, les propriétés aux interfaces (par exemple: rugosité, 

mouillabilité) et leur impact sur la sensibilité globale du capteur, sont plus difficiles à 

modéliser et souvent moins connus, et ce, d'autant plus aux fréquences de travail considérées.  

De plus, dans notre cas, la couche biologique est liée à la surface de la ligne à retard 

par une inter-couche chimique de liaison, constituée d'une monocouche auto-assemblée (SAM) 

composée de (3-glycidylpropyl) triméthoxysilane (GPTS) [Tsu99].  

Enfin, la sensibilité du capteur va également dépendre de la reproductibilité des 

différentes phases de sa réalisation; épaisseur et propriétés de la couche guidante, des 

fonctionnalisations de surface chimiques et biologiques, et propriétés aux différentes 

interfaces seront particulièrement importantes.  

Néanmoins, une modélisation, même simplifiée, permettra d'estimer des tendances 

pour la mise au point d'un capteur. De plus, il sera important dans tous les cas de maximiser la 

variation de masse surfacique immobilisée, à laquelle est directement reliée la sensibilité 

globale. Pour cela, deux paramètres sont à considérer et sont abordés dans les deux parties 

suivantes: le transport des espèces vers la surface sensible et la formation du complexe 

antigène / anticorps dans notre cas de reconnaissance par immunologie. 
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II.3.A.2. Transport des espèces et microfluidique 

Notre projet vise à montrer la faisabilité d'une détection spécifique de très petites 

molécules. Trois difficultés seront alors à surmonter: assurer un convoyage efficace de ces 

molécules vers la zone sensible du capteur, réaliser une accroche spécifique, et faire en sorte 

qu'elle provoque une réponse de notre capteur.  

La conception de la partie microfluidique de notre plateforme de détection permettra, 

dans un premier temps et en théorie, aux molécules d'intérêt d'atteindre aussi efficacement et 

complètement que possible la surface du capteur. L'accroche spécifique sera réalisée par des 

anticorps dirigés vers les molécules à détecter. Le capteur à ondes acoustiques de Love pourra 

alors transformer cette accroche en une réponse analysable par un ordinateur.  

Des travaux antérieurs au sein de l'équipe MDA (IMS), réalisés par Nicolas MOLL, 

avaient montré la faisabilité d'une biodétection par capteurs à ondes acoustiques de Love. Le 

protocole de détection hydrostatique utilisé alors posait cependant quelques problèmes; les 

courbes de détection étaient interrompues lors des phases de nettoyage de la cavité de dépôt et 

les temps de saturation étaient très longs (plusieurs heures par étape), ne permettant pas de 

différencier, aux faibles concentrations, une courbe de réponse d'une dérive fréquentielle. 

Parallèlement aux travaux d'Hakim TARBAGUE [Tar11], nous avons choisi d'utiliser la 

microfluidique pour amener les espèces sur le biocapteur. En plus de remédier aux défauts 

précédemment cités, la microfluidique permettrait une réduction des quantités utiles des 

solutions biologiques, un meilleur contrôle de leur convoyage sur la surface sensible du 

capteur et la possibilité d'une détection en continu.  

Avant de concevoir la partie microfluidique de la plateforme de détection, quelques 

notions s'imposent. Les bases de calcul pour connaître la quantité de matière accrochée sur un 

capteur surfacique (Xms) par microfluidique ont été posées par Todd M. Squires, Robert J. 
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Messinger et Scott R. Manalis [Squ08]. Ils démontrent que la capacité d'un biocapteur à 

apporter les molécules cibles à sa surface est aussi importante que la réaction chimique les 

liant.  

Leur système modélisé regroupe les paramètres du canal microfluidique et du flux le 

traversant (largeur, hauteur, vitesse du flux et débit), celle de la zone sensible (longueur, 

largeur, nombre de récepteurs par unité de surface), la concentration et la diffusion des 

molécules cibles, ainsi que les constantes de vitesse de réaction d'accrochage des molécules 

cibles sur leurs récepteurs et de leur séparation. 

Leur modèle permet de prédire le comportement d'une zone de déplétion, où la 

concentration en molécules cibles baisse à mesure que l'on s'approche de la surface sensible. 

Ceci crée un gradient de concentration attirant d'autres molécules vers la surface. 

L'écoulement, stationnaire, influe sur cette zone de déplétion. Bien adapté, il permet d'assurer 

la collecte de molécules la plus rapide; les molécules ont le temps d'atteindre la surface et leur 

concentration en amont est optimale [Squ08]. Cette efficacité permet de provoquer une 

meilleure réponse du capteur par l'accroche de molécules en surface. Si cette accroche n'était 

pas assez franche, elle pourrait alors être confondue avec un phénomène de dérive de la 

fréquence de synchronisme. 

Le comportement microfluidique du modèle est exprimé à l'aide d'un nombre de Péclet 

pour chaque molécule d'intérêt, faisant le rapport des forces de convections sur les forces de 

diffusion. Un premier, PeH, indique l'efficacité de collecte des molécules cibles à un débit 

donné et en considérant la largeur du canal microfluidique: 

"#% !
&

'"(#

(Equ. II.2)

où Q exprime le débit (m3.s-1), Dx le coefficient de diffusion de la molécule x dans le solvant 

considéré (m2.s-1) et Wc la largeur du canal microfluidique (m). Le coefficient de diffusion Dx, 
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propre à chaque molécule x, dépend de la viscosité du fluide et de la température comme le 

montre l'équation Einstein-Stokes:  

$) !
*$"+

,-"."/"
 (Equ. II.3) 

avec kb la constante de Boltzmann (1,381.10-23 J.°K-1), T la température en degré Kelvin (°K), 

η la viscosité dynamique (en Pa.s) et rx le rayon de la molécule x (en m). Cette relation n'est 

valable que dans les écoulements laminaires de Stokes, c'est-à-dire, pour un nombre de 

Reynolds, défini en suivant, inférieur à 1. 

En effet, le nombre de Reynolds, pressenti par George Gabriel Stokes en 1851 et 

formalisé en 1883 par Osborne Reynolds, indique la nature d'un écoulement fluidique en 

fonction de sa valeur. La formule pour le calculer est le rapport des forces inertielles par les 

forces visqueuses:  

%# !
012

.
(Equ. II.4) 

où ρ est la masse volumique du fluide considérée (kg.m-3), U la vitesse linéaire du fluide  

(m.s-1), L la longueur de la dimension caractéristique (m) et η la viscosité dynamique du fluide 

(Pa.s). En considérant l'eau comme fluide (ρ = 1000 kg.m-3, η = 10-3 Pa.s), des longueurs 

caractéristiques et des vitesses classiques de quelques dizaines de microns et de quelques 

millimètres par secondes respectivement, les nombres de Reynolds généralement rencontrés 

sont inférieurs à - ou proches de – la valeur de 1, correspondant à un écoulement laminaire.  

Le diagramme de phases permet de prédire si la collecte des molécules cibles sur la 

surface sensible sera totale ("Full collection") ou partielle (Fig. II-6). Il est obtenu en 

comparant le nombre de Péclet PeH et le rapport de la longueur de la surface sensible L (m) à 

la hauteur du canal microfluidique H (m) tel que: 
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λ !
2

%
 (Equ. II.5) 

Fig. II-6: Diagramme des phases indiquant le comportement de molécules cibles par rapport à la surface d'accroche en 

fonction du flux microfluidique [Squ08]. Les zones d'intérêt sont les zones de collecte totale (i) et de collecte partielle (ii).  

Les deux zones qui vont concerner ces travaux sont les zones (i) et (ii). Dans notre cas 

où L est très supérieur à H (λ est supérieur à 1), la limite de ces deux zones correspond à la 

droite d'équation PeH = λ.  

Lorsqu'il y a collecte partielle (zone ii), un autre nombre de Péclet doit être calculé:  

"#3 ! "λ
4
"#% ! (Equ. II.6)!

Ce nombre de Péclet, PeS, indique avec quelle efficacité la bande de déplétion située 

au-dessus de la surface du capteur sera renouvelée. La collecte des molécules cibles en 

surface du capteur sera d'autant plus importante que la zone de déplétion sera longue. Il faut 

alors PeS très supérieur à 1. Cette condition sera facilement validée dans notre cas où, comme 

mentionné plus haut, la surface sensible s'étale tout le long du canal microfluidique (L) et où 

la hauteur du canal lui est largement inférieure.  

Notre objectif, vis-à-vis de l'aspect faisabilité de notre projet, est donc se situer dans la 

zone (i) (PeH < λ) pour collecter un maximum de molécules d'intérêt. Il s'agira de faire un 
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compromis sur le débit, qui doit être assez élevé pour avoir un temps de détection réduit tout 

en permettant l'accroche des molécules d'intérêt à la surface du capteur et en évitant de les 

décrocher. 

Une fois pris en compte le transport des espèces à la surface du capteur, la quantité de 

masse effectivement accrochée dépend du nombre et de la qualité de la formation de 

complexes antigéniques (dans le cas d'une immobilisation par affinité antigène / anticorps). 

II.3.A.3. Formation de complexes biologiques antigène / anticorps 

La formation de complexe antigène / anticorps est le résultat d'une réaction biologique 

mettant en scène des interactions inter-molécules à plusieurs niveaux. En plus de satisfaire à 

une certaine affinité électrostatique entre moments multipolaires, qui plus est dans un milieu 

aqueux, la géométrie même du récepteur et de son ligand doivent correspondre telle la clef 

dans sa serrure, métaphore introduite par Emil Fisher, lauréat du prix Nobel de Chimie en 

1902 [Cra95].  

Le premier chapitre, "Principles of Biomolecular Recognition" (K. Kahn, K.W. 

Plaxco), de l'ouvrage "Recognition Receptors in Biosensors", édité par M. Zourob chez 

Springer, met en évidence l'aspect pluridimensionnel de l'accroche d'un analyte à son 

récepteur [Zou09]. Nous en reprenons ci-après les différents types d'interactions mis en jeu 

dans la formation des complexes biomoléculaires. 

L'attraction de deux molécules entre elles est réalisée par effet électrostatique. En 

fonction de la distance qui les sépare, tel ou tel phénomène sera prépondérant. L'interaction 

électrostatique du premier ordre par les charges permanentes et opposées de deux molécules 

permet l'attraction naturelle à la plus grande distance, si on néglige l'apport d'énergie 

extérieure (génération de champs magnétiques ou électriques, turbulences). Cette interaction 
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vaut surtout pour les atomes (ions). De leur accroche résulte une molécule avec, dans la 

plupart des cas, une neutralité électrique.  

Ces molécules neutres peuvent cependant créer une attraction à l'aide de l'énergie 

électrostatique du second ordre mettant en œuvre la polarisation des charges au sein de la 

molécule. Ici aussi, l'interaction sera plus ou moins forte selon la complexité de la molécule et 

de son moment polaire (mono-, bi-, voire quadripolaire). En effet, la force d'attraction est 

dépendante de l'orientation de ces molécules vis-à-vis l'une de l'autre et peut être affaiblie par 

la présence de moments polaires supplémentaires dans la molécule.  

La dispersion de London, formulée par le physicien Fritz Wolfgang London, considère 

l'attraction inter-atome selon sa polarisation instantanée au niveau même de son cortège 

d'électrons à un instant donné. A l'opposé, la répulsion stérique des nuages d'électrons ou 

principe d'exclusion de Pauli empêche deux électrons ayant le même spin d'occuper un même 

espace. Ces dernières interactions sont extrêmement faibles et ont pour rôle de finaliser 

l'approche des deux molécules.  

La formation de complexes antigéniques, qui seront utilisés dans nos travaux, met en 

œuvre tous ces mécanismes de rapprochement. Une fois l'antigène accroché à l'anticorps, un 

lien fort les unit, résultat d'une multiplicité de liaisons faibles à l'échelle atomique. Ce lien n'a 

cependant pas la robustesse d'une liaison covalente et le complexe peut être dissocié en 

appliquant une force au moins supérieure à celle du lien. Il apparaît alors une constante 

d'équilibre en fonction des constantes d'association kON, et de dissociation kOFF. Ainsi, le 

rapport entre ces deux constantes aura une influence importante sur l'immobilisation d'espèces 

cibles en surface du capteur, à la fois en termes de cinétique et d'amplitude, en régime 

stationnaire.  

De plus, la variation des phénomènes physiques (température, pression, champ 

électrique) peut également influencer ces interactions, les favorisant ou les empêchant. Si le 

fluide, liquide ou gazeux, véhiculant les molécules est dynamique, d'autres forces rentrent en 

jeu. Ainsi, les conditions extérieures seront à considérer et devront être favorables à la 

formation de complexes antigéniques.  
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II.3.A.4. Continuité de l'énergie jusqu'à l'interface matériau / milieu 

Un autre aspect important dans la réalisation d'un capteur composé de plusieurs 

couches est la notion de continuité de l'énergie. Le modèle de base classiquement utilisé est 

composé de deux couches, rigidement liées entre elles; le substrat et la couche guidante 

(II.3.A.1).  

Dans le cas du biocapteur, il faut prendre en compte comment l'énergie acoustique est 

transmise à la surface depuis le substrat en traversant donc, la couche guidante, la couche 

chimique de liaison et la couche des anticorps. La sensibilité va ainsi dépendre de la 

continuité des couches qui le composent, de leur constitution, et de la cohérence du réseau 

atomique de chaque couche, en volume et aux interfaces. Par exemple, l'organisation 

cristallographique du réseau du quartz permet une propagation de l'onde acoustique à une 

vitesse plus élevée que dans la couche guidante, pourtant de même composition atomique.  

Au cours des travaux de thèse de Duy Hai DINH, les rugosités des couches guidantes 

en SiO2 et des couches SAM, après fonctionnalisation sur capteur, ont été mesurées par 

microscope à force atomique (AFM). La rugosité de la couche superficielle des capteurs étant 

sensiblement la même avant et après greffage du GPTS (~5 nm RMS), et l'épaisseur de la 

couche chimique de liaison ne dépassant pas les 0,8 nm, il a été conclu que cette dernière était 

discontinue [Din07]. Cela signifie que la réponse du capteur aux perturbations en surface, 

dues à l'apport de masse, pourra être différente de celle attendue à partir du modèle idéalisé.  

Ensuite, le greffage des anticorps sur la couche de liaison se fait par réaction entre le 

groupe d'oxyde d'éthylène (C2H4O, fonction époxy) du GPTS et un groupe amine (NH2) de 

l'anticorps (Fig. II-7). Cette liaison est covalente; l'anticorps fait alors partie de la couche 

sensible au même titre qu'un atome fait partie d'une molécule.  
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Fig. II-7: Schéma de la réaction chimique entre le groupe d'oxyde d'éthylène du GPTS et un groupe amine d'un anticorps. 

Cependant, ce groupe amine est présent sur tous les acides aminés qui composent les 

anticorps et les protéines en général. Il est donc fort probable que les anticorps ne se lient pas 

à la couche chimique de manière orientée, mais plutôt en divers points de l'anticorps et 

étendus sur la surface (Fig. II-8) [Tar11]. La taille d'une immunoglobuline de type G (IgG) 

est comparable à la rugosité moyenne de la surface du capteur fonctionnalisé (Ra) [Din07].  

La combinaison de ces deux considérations induit que l'accès à un certain nombre de 

sites de reconnaissance antigénique (paratopes) pourrait être masqué, diminuant le nombre de 

sites disponibles et potentiellement la réponse du capteur.  

Fig. II-8: Représentations schématiques de la couche sensible du biocapteur. a. modèle idéalisé, b. représentation plus réaliste. 

Les anticorps (IgG, 20nm [Che00]) sont en rouge avec leurs sites de reconnaissance (paratopes) en vert.  

L'interprétation des résultats de biodétection se retrouve ainsi compromise par la 

variabilité de greffage de la couche sensible, conjuguée à celle du dépôt de la couche guidante 
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(cf. II.3.A.1). Aussi, nous serons amenés à proposer une normalisation des résultats afin de 

faciliter la comparaison inter-expériences (cf. chapitre IV).  

II.3.B) Perturbations extérieures 

Comme nous l'avons vu dans la partie des propriétés et caractéristiques des capteurs à 

ondes acoustiques (II.2.C), on parle de détection lorsqu'il y a une variation de fréquence. Cette 

variation étant relative, elle ne sera détectée que lorsque le phénomène à mesurer varie avec la 

plus grande amplitude. Un environnement stable, où la fréquence de synchronisme du 

système ne change pas, permettra la détection de plus petite variation. Pour cela, il faut 

s'affranchir de chaque élément perturbateur, soit en empêchant son interaction avec le capteur, 

soit en s'assurant que ses paramètres varient faiblement au cours d'une expérience de détection, 

soit encore, à défaut, en mesurant le paramètre correspondant de sorte à le compenser a 

posteriori.  

II.3.B.1. Densité et viscosité 

Une partie des études sur les capteurs à ondes acoustiques visent à caractériser des 

fluides plus ou moins complexes, gazeux ou liquides, en termes de densité et de viscosité 

[Rai10]. En effet, les ondes acoustiques comme les ondes de Love permettent une meilleure 

sensibilité aux phénomènes de surface, mais présentent toutefois une sensibilité au milieu 

environnant, dès l'instant où une partie de l'énergie est susceptible de s'y propager. 
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Fig. II-9: Schéma d'un capteur à ondes acoustiques équipé d'une puce polymère. La partie microfluidique permet un meilleur 

contrôle des perturbations dues aux variations de densité et de viscosité du fluide porteur (référence). 

Afin de limiter les variations de fréquences par changement de densité ou de viscosité, 

il a été retenu de présenter de manière continue et tout le long de l'expérience un même fluide 

par lequel transiteront les espèces et molécules à détecter. Ce contrôle du fluide sera réalisé à 

l'aide d'une puce microfluidique adaptée (Fig. II-9).  

II.3.B.2. Champs électromagnétiques 

Les champs électromagnétiques environnants peuvent également perturber la détection 

par ondes acoustiques directement au niveau des IDTs. En effet, leur structure est très proche 

de celle des antennes hautes fréquences et sont donc capables de recevoir des ondes 

électromagnétiques autour de fréquences dont la longueur d'onde est compatible avec la 

périodicité spatiale des doigts.  
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Fig. II-10: Schéma d'un capteur à ondes acoustiques équipé d'une puce microfluidique et d'une protection électromagnétique.  

L'ensemble constitue la cellule de test. 

Pour protéger le capteur à ondes acoustiques de ce phénomène, un blindage métallique 

l'entoure (Fig. II-10). Cette protection assure également l'assemblage (réversible) de la puce 

microfluidique avec le capteur, et maintient les connecteurs électriques à ressort, permettant 

leur contact sur le capteur. Le tout ainsi réalisé constitue la cellule de test.  

II.3.B.3. Autres perturbations 

Bien évidemment, toutes ces protections ne sont pas parfaites. Des emplacements sont 

nécessaires pour faire passer les tubes d'arrivées et de sorties, voire une fenêtre de 

visualisation de la puce microfluidique. Des câbles électriques relient le dispositif à 

l'électronique de conditionnement, elle-même reliée à l'électronique d'acquisition des signaux 

en fréquences. L'ensemble de ces éléments peuvent constituer des sources potentielles de 

parasites, par effet électromagnétique ou encore mécanique, un "choc vibratoire" étant 
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susceptible de perturber également l'onde acoustique elle-même. Notamment, les matériaux 

composant la ligne à retard à ondes acoustiques sont sensibles aux écarts de température.  

Cette sensibilité peut être corrigée à l'aide d'une référence par mesure en différentiel. 

Cependant, dans notre cas, il est important de stabiliser la température à la surface du capteur, 

d'autant plus qu'elle a un impact direct sur certains paramètres comme la conformation des 

anticorps et la diffusion des molécules [Zou09], et donc sur le potentiel de reconnaissance 

antigénique du capteur. C'est un bain de sable thermostaté qui maintiendra le dispositif de 

détection à température constante.  

  
Fig. II-11: Schéma de la cellule de test complète. Les perturbations extérieures sont limitées,  

de sorte à privilégier l'effet de masse lors de la détection. 
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BILAN 

La détection d'espèces biologiques en milieu liquide à l'aide d'un capteur à ondes 

acoustiques regroupe plusieurs domaines scientifiques. Le comportement d'une ligne à retard 

fait appel à la science de l'acoustique, de la piézoélectricité et de l'électronique. L'ajout d'une 

couche sensible composée d'anticorps et greffée en surface implique des connaissances en 

biologie, chimie et biochimie. La présence d'un milieu liquide contrôlé nécessite une approche 

microfluidique qui doit être prise en compte dans l'étude de l'accroche dynamique des 

molécules en surface du capteur.  

Chacun de ces domaines a été étudié, décrit, analysé, compris et partagé par les 

nombreux scientifiques qui les ont explorés durant plusieurs années. Prises séparément, ces 

découvertes ont déjà donné lieu à de nombreuses applications, aussi bien pour les expériences 

en laboratoire que pour l'industrie. Néanmoins, la combinaison et l'interfaçage de ces 

domaines scientifiques au sein d'un dispositif unique, fait apparaître des relations complexes 

non anticipées jusqu'alors. De plus, cette complexité s'accroît exponentiellement à mesure 

qu'un domaine est ajouté au système. Cette complexité n'empêche pas un système de 

fonctionner, même s'il n'est pas optimisé, mais peut s'avérer être un frein pour la 

compréhension du ou des nouveaux phénomènes résultants.  

Ce deuxième chapitre a donc permis de décrire les capteurs à ondes acoustiques et de 

montrer l'intérêt de leur utilisation pour la biodétection. Leurs qualités en termes de sensibilité, 

rapidité, coût par expérience, possibilité d'automatisation, permettent en effet de les 

considérer pour répondre aux exigences posées par la problématique conchylicole exposée 

dans le premier chapitre. Une fois ce choix établi, les paramètres propres de ce type de 

capteur, en application à notre projet, ont alors été rapportés. En effet, la détection des 

phycotoxines se fera en milieu liquide, dans lequel elles évoluent naturellement, et étant 

compatible avec l'utilisation d'anticorps. Ce moyen de réception doit permettre une 

reconnaissance spécifique d'un type de phycotoxines. Les ondes acoustiques, constituant la 

partie "transducteur" du schéma de principe d'un capteur générique (Fig. II-1), doivent être en 

mesure d'atteindre une profondeur de pénétration à proximité de la surface de l'ordre de la 
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dizaine de microns, en y présentant une sensibilité maximum. Ceci est possible avec les ondes 

de Love dont l'énergie est confinée près de la surface, avec une composante transverse 

horizontale.  

Afin d'exprimer uniquement les variations dues à l'immobilisation d'espèces en 

surface, les autres phénomènes influant sur la détection doivent être contrôlés. Les écarts de 

température, le bruit électromagnétique environnant, les vibrations, ainsi que les variations de 

densité et de viscosité même du fluide, seront réduits à un minimum. La cellule de test qui 

répond à ces conditions possèdera également une partie microfluidique, offrant à son tour ses 

avantages au système final.  

Bien que tous les paramètres déterminant la réponse du biocapteur n'aient pu être 

étudiés et optimisés, la conception de la plateforme de détection a été abordée, dans son 

ensemble, en considérant les différents domaines mis en jeu: mécaniques, électronique, 

fluidique, biologique… Aussi, ce chapitre nous a permis de proposer une introduction 

théorique aux applications numériques qui seront développées dans la suite. Les points 

critiques pour la conception de la plateforme ont également été mis en relief, ainsi que les 

paramètres à prendre en compte pour l'exploitation des résultats. 
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Chapitre III – Conception et développement de 

la plateforme à ondes acoustiques 
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INTRODUCTION 

Ce chapitre fait directement suite au chapitre II qui décrivait les principaux éléments 

de la plateforme de détection. Il vise à présenter l'utilisation de ces bases théoriques pour 

concevoir une plateforme à ondes acoustiques dédiée à notre objectif de détection rapide de 

très petites molécules présentes en faible concentration en milieu liquide salin.  

Nous aborderons ainsi l'architecture des lignes à retard à ondes de Love et celle de la 

puce microfluidique développée dans le cadre de cette étude. Une troisième partie sera 

consacrée à la caractérisation électrique des dispositifs à ondes de Love. La dernière partie 

décrit le banc de test ainsi que les étapes de validation préliminaires avant les expériences de 

détection qui seront exposées dans le chapitre IV. 

Partie III.1 – Géométrie des lignes à retard à ondes de Love 

Comme nous l'avons vu au chapitre II, les dispositifs à ondes de Love sont adaptés 

pour une utilisation en milieu liquide grâce à leur polarisation transverse horizontale. Ils 

offrent une sensibilité importante aux variations de surface par le guidage de l'énergie dans 

leur couche guidante, d'épaisseur contrôlée. Cette couche guidante assure de plus une 

protection partielle des électrodes.  

La ligne à retard à onde de Love développée lors de précédents travaux [Raz05] est 

composée d'un substrat piézoélectrique en quartz coupe AT (angles d'Euler: 0°; 121,5°; 90°), 

de transducteurs interdigitaux (IDTs) servant de ports d'entrées et de sorties pour la génération 

et la réception de l'onde, d'une couche guidante en SiO2, auxquels s'ajoute une couche 

immuno-sensible.  
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Fig. III-1: Géométrie d'une double ligne à retard à ondes de Love. (a) Plots d'entrées et / ou de sorties électriques des 

électrodes des IDTs. (b) Chemin de propagation acoustique (faisceau acoustique), distance centre-à-centre (Lcc): 8,4mm.  

(c) Espace inter-doigts des IDTs p: 40µm. Recouvrement des doigts w: 1,6mm. [Raz05]. 

Les IDTs sont constitués de 44 paires de doubles doigts de 5 µm espacés de 5 µm 

comme représenté sur la figure Fig. III-1 (p = 8 x 5 µm). Ils sont composés d'or et de titane 

(couche d'accroche), totalisant une épaisseur aux alentours de 200 nm, déposés par technique 

lift-off sur la surface polie du substrat piézoélectrique de quartz. Ce substrat est orienté pour 

une propagation perpendiculaire à l'axe cristallographique X générant ainsi des ondes pures 

avec une polarisation transverse horizontale.  

La couche guidante de SiO2, d'environ 4 µm, est déposée par technique PECVD1. La 

fréquence de synchronisme de la plateforme à ondes de Love est de l'ordre de 117 MHz. Une 

fois placée dans une configuration oscillateur, la stabilité à court terme est meilleure que 

1 Hz.s-1 dans des conditions statiques. 

                                                

!
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Partie III.2 – Développement de la puce microfluidique 

Pour améliorer le contrôle des quantités et des concentrations des espèces cibles tout 

en facilitant l'automatisation, la microfluidique s'impose d'elle-même. De plus, pour permettre 

le nettoyage complet et la régénération de la ligne à retard après expérience, il est nécessaire 

que la puce microfluidique ne soit pas collée au capteur. Le but est donc de réaliser une cavité 

microfluidique au-dessus de la zone sensible du capteur qui puisse être démontable.  

III.2.A) Architecture de la puce 

L'élaboration de la puce microfluidique se base sur l'architecture précédemment 

réalisée par Vincent Raimbault dans le cadre d'une collaboration avec le LOF (Rhodia, CNRS 

UMR 5258) [Rai10]. Ses travaux concernaient la caractérisation de fluides complexes et à 

haute viscosité (> 1 Pa.s). Pour cette application, trois caractéristiques principales avaient été 

proposées: 

- Entraînant de fortes pertes d'insertion, le passage de liquide, via les accès en haut 

et en bas, sur le chemin acoustique avait été réduit au maximum (2 mm) (Fig. 

III-2). 

- La puce, réalisée par réticulation d'un polymère absorbant acoustique, le 

PolyDiMéthylSiloxane (PDMS), permet d'éliminer le bruit acoustique provoqué 

par les réflexions aux bords du capteur (jusqu'à trois échos).  

- Enfin, les cavités d'air, situées au-dessus des IDTs, évitent l'absorption, par le 

PDMS, de l'onde générée. Les "murs", séparant le canal microfluidique de ces 

cavités, mesurent seulement 80 µm chacun, provoquant seulement une faible 

atténuation du signal (-2 dB maximum). Cette séparation permet d'éviter la 

présence de liquide ionisé (eau de mer, solution tampon) au-dessus des IDTs, qui 

provoquait des perturbations électromagnétiques des signaux en affectant les 

champs électriques à cet endroit (cf. II.2.B.1). 
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Fig. III-2: Schéma représentant l'ancienne architecture des motifs microfluidiques par rapport à un capteur à double ligne. 

Dans le cadre de nos travaux, les deux derniers points devaient être conservés. Par 

contre, pour améliorer la zone sensible de la détection et les expériences se déroulant sous 

flux continu d'une solution tampon ionisée à faible viscosité (~1 mPa.s), les dimensions du 

canal microfluidique ont été augmentées de sorte à recouvrir au maximum le chemin de 

propagation acoustique situé entre les deux IDTs (Fig. III-3).  

Fig. III-3: Schéma d'un motif microfluidique intermédiaire: motif épuré et canal agrandi. 

Toutefois, cette géométrie de motifs (Fig. III-2) était utilisée pour des puces qui étaient 

collées de manière définitive sur le capteur. Nos travaux visant une nouvelle puce 

microfluidique posée et maintenue par pression, les forces exercées par appui de la puce, sur 

les murs inter-cavités ainsi que sur le plafond de la chambre microfluidique, doivent être 

réduites au maximum. Pour cela, les lignes et les angles ont été arrondis (Fig. III-4).  
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Fig. III-4: Schéma de la géométrie finale. 

De plus, pour homogénéiser l'écoulement, la forme de la chambre microfluidique a été 

modifiée. Les accès fluidiques pour les tubulures se retrouvant alors très près du bord du 

capteur, un épaulement de chaque côté a été ajouté pour maintenir l'étanchéité.  

III.2.B) Calcul d'écrasement, d'écoulement et de comportement fluidique 

Cette sous-partie présente des résultats de simulations destinés à justifier la géométrie 

retenue (Fig. III-4).  

Ces simulations ont été effectuées sous l'environnement du logiciel multi-physique 

COMSOL. Il permet de calculer, avec des modèles 2D ou 3D, des phénomènes multi-

physiques complexes. Ces nombreuses possibilités, augmentant à chaque nouvelle version du 

logiciel, n'ont pas pu être totalement explorées dans le cadre de ces travaux. Seuls 

l'écrasement de la puce et l'écoulement microfluidique ont été simulés avec ce logiciel, en vue 

de valider le nouveau design des motifs microfluidiques. Les possibilités offertes par 

COMSOL permettraient une modélisation complète de la plateforme, incluant, en plus, les 

domaines de l'acoustique, de la thermique ou encore de la piézoélectricité.  
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La complexité du modèle, ainsi que son temps de résolution, s'accroît à mesure qu'un 

domaine physique y est ajouté (cf. Bilan du Chapitre II). Les simulations ont donc été 

segmentées par domaine pour cette raison.  

Ainsi, une première série de simulations vise à vérifier l'avantage d'un motif de 

chambre microfluidique aux angles arrondis, face à la déformation mécanique de la puce 

entière, par appui à sa surface supérieure comme pour son maintien dans la cellule de test. La 

contrainte appliquée y est plus grande qu'elle ne le sera réellement lors des expériences; il 

s'agira surtout de faire la comparaison avec le motif intermédiaire (Fig. III-3). La puce 

microfluidique est alors modélisée dans sa totalité.  

La deuxième série de simulations nous permet contrôler la bonne circulation d'un 

liquide au sein de cette chambre microfluidique et d'estimer les débits à appliquer lors des 

expériences de détection. Pour ces simulations, seule la chambre microfluidique est modélisée, 

allégeant ainsi le calcul, en termes de temps et de ressources mémoire. La déformation de la 

puce par appui, d'après les résultats des simulations précédentes, n'a pas été prise en compte.  

III.2.B.1. Simulation de déformation par déplacement imposé 

Comme il apparaît sur la Fig. III-4, les lignes et les angles du motif microfluidique ont 

été arrondis afin de diminuer les contraintes sur les bords et de réduire le fléchissement du 

plafond. En effet, la puce ne sera pas collée au capteur comme auparavant, mais posée et 

maintenue par pression.  

La hauteur de la chambre microfluidique, entre la surface du capteur et le plafond du 

canal, a été arbitrairement fixée à 100 µm (cf. III.2.B.2). Le PDMS étant élastique (module de 

Young, E = 0,5 MPa), une déformation trop grande au sommet de la puce risque d'écraser 

complètement la chambre microfluidique, atténuant fortement le signal, et risquant de 
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provoquer des fuites de liquide par sa déformation à proximité du capteur. D'un autre côté, s'il 

n'y a pas assez de pression mécanique sur la puce, la pression engendrée par le passage 

continu de fluide dans la chambre pourrait provoquer un décollement de la puce de PDMS, 

provoquant également des fuites. Si ces fuites de liquide sont situées au niveau des murs inter-

cavités, elles conduiraient à une dégradation immédiate du signal. Pour minimiser l'impact de 

la contrainte de déformation sur l'intégrité de la chambre, la hauteur de la puce de PDMS a été 

arbitrairement fixée à 10 mm.  

Cette série de simulations a utilisé le mode d'application "Solide, Contraintes-

Déformations" du "Module Mécanique des Structures" pour évaluer l'impact de la 

déformation par contrainte imposée. 

Une image 2D du motif est importée dans le logiciel (fichier DXF). Elle a été générée 

par le module d'exportation 2D du logiciel Google Sketchup Pro, permettant la réalisation 

relativement aisée des formes complexes, et sert de base au modèle 3D. Pour cette simulation, 

il faut modéliser la forme de la puce en entier. Une fois extrudé, un maillage de la forme doit 

être effectué. Ce maillage permet au logiciel de déterminer quels points (coordonnées 

spatiales) seront utilisés par le solveur (programme inclus dans COMSOL) pour résoudre les 

équations du système selon les conditions aux limites du modèle et les propriétés des sous-

domaines définies par l'utilisateur.  

Dans ce cas de déformation de la puce microfluidique par contrainte imposée, la 

surface supposée en contact avec le capteur (non représenté) est définie comme encastrée. La 

surface sur laquelle appuie le capot de la cellule de test subit alors une translation imposée de 

0,1 mm vers sa face opposée et perpendiculairement (direction –Rz).  

Ici, les propriétés du sous-domaine sont celles du PDMS. Seule une partie des 

caractéristiques du polymère est nécessaire pour le calcul de contrainte. Le tableau III-1 ci-
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dessous regroupe l'ensemble des paramètres, avec en vert ceux utilisés. Ces propriétés 

peuvent varier selon la base utilisée, elles permettent néanmoins d'estimer le comportement 

du matériau.  

Caractéristiques Valeur Unité 

Module de Young (E) 0,75 X106 [Arm99] Pa 

Masse volumique (rho) 920 [Arm99] kg.m-3

Coefficient d'expansion linéaire 325 [Dow08] µm.m-1.°C-1

Coefficient de Poisson 0,5 [Arm99] - 

Test de dureté, shore A (adapté aux polymères, 

pénétrateur en acier, cône de 35°, tronqué) 
48 [Dow08] - 

Conductivité thermique 0,16 [Dow08] W.m-1.°K-1

3,8 X10-4 [Dow08] cal/cm.sec.°C 

Tab. III-1: Propriétés du PDMS (série Sylgard de Dow Corning [Dow08]) réticulé avec un rapport base / réticulant de 10:1.  

Une fois tous ces paramètres rentrés  dans le modèle (maillage, conditions aux limites, 

caractéristiques du sous-domaine) de façon à faire converger le solveur choisi, le logiciel 

affiche la tendance avec une représentation graphique 3D dont les unités et domaines de 

calcul sont paramétrables par l'utilisateur a posteriori (post-traitement). Ainsi, ce mode 

d'application peut représenter à la fois la déformation du solide (en mètre), la pression (en 

Pascal), ou en d'autres grandeurs du système considéré (déformation / contrainte). Cette 

simulation a été effectuée pour deux motifs (Fig. III-3 et Fig. III-4): un rectiligne avec une 

chambre microfluidique agrandie et un autre arrondi avec une surface microfluidique 

équivalente (Fig. III-5a et c).  
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Fig. III-5: Représentation graphique de la tendance de la simulation COMSOL d'un écrasement sur deux types puces PDMS,  

la chambre microfluidique étant remplie de vide, avec leur maillage en vue de dessous.  

(a) géométrie de motifs rectilignes. (b) image du maillage au niveau du motif (56584 mailles au total)

(c) nouvelle géométrie de motifs microfluidiques. (d) maillage du nouveau motif (42113 mailles au total).  

Sur la première figure, la zone de déformation rouge (déplacement supérieur à 30 µm) 

est plus importante que sur la seconde. La nouvelle géométrie, avec des formes arrondies, 

permettra donc un appui plus fort sur la puce microfluidique pour assurer une bonne 

étanchéité sans déformer l'intégrité de la chambre microfluidique.  

III.2.B.2. Simulation d'écoulement microfluidique 

Comme dit précédemment, les simulations d'écoulements nous permettent de vérifier 

l'homogénéité du flux dans la chambre microfluidique. Elles nous fournissent également une 

évaluation des principales caractéristiques de l'écoulement au niveau de la zone centrale de la 

chambre microfluidique, localisée au-dessus du faisceau acoustique. 
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La conception du nouveau motif microfluidique permet d'obtenir un flux laminaire 

favorisant une distribution homogène des espèces, avec un nombre de Reynolds autour de 1 

(cf. II.3.A.2). La chambre microfluidique est donc délimitée par le motif microfluidique de la 

puce de PDMS (murs et plafond) et par la surface du capteur. La surface résultante est de 

31,3 mm2, calculée par le logiciel Google Sketchup. Avec une hauteur fixée à 100 µm, la 

chambre microfluidique a un volume de 3,13 mm3 ou 3,1 µl.  

De la même manière que pour la simulation d'écrasement, le motif microfluidique a 

été reconstitué en 3D à partir de l'importation du fichier image 2D (cf. Fig. III-6b) Et la 

simulation a été réalisée en utilisant le mode d'application "Ecoulement Laminaire Général" 

du module MEMS. Les passages d'accès à la chambre microfluidique ne sont pas modélisés 

sur le motif économisant ainsi du temps et de l'espace mémoire, mais l'écoulement dans le 

passage d'entrée est pris en compte par le logiciel comme étant un cylindre de longueur 

paramétrable.  

Le sous-domaine correspond au fluide qui traversera la chambre microfluidique. Pour 

les besoins de la simulation, ce sont les caractéristiques de l'eau (H2O) qui ont été utilisées 

(masse volumique: 1000 kg/m3; viscosité dynamique: 1 mPa.s). Ces paramètres représentent 

une première approximation par rapport à ceux des solutions utilisées dans nos expériences: la 

solution tampon, avec ou sans l'ajout des différentes espèces. Cette simulation permet ainsi de 

fournir une approximation des phénomènes mis en jeu et de juger d'une tendance avec un 

ordre de grandeur.  

Les conditions aux limites du modèle sont définies par le débit d'entrée sur l'une des 

surfaces représentant l'accès d'entrée du fluide, et par la différence de pression en sortie sur la 

surface de l'accès opposé. La difficulté dans la simulation de ce modèle se situe au niveau du 

maillage; l'ordre de grandeur de la hauteur de la micro-chambre est 100 fois moindre que 

celui de la géométrie (Fig. III-6b), qui est elle-même difficile à mailler à cause de ses formes 

arrondies.  

La figure suivante (Fig. III-6a) représente les champs des vitesses du liquide à 

l'intérieur de la chambre microfluidique.  



!"##! !"#$%&$'#(%&)*+"%,-./%&0&-($%1&+2-#1"34#%1&$%&5-6%&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

)-#.&*+&$7"%2"3-(&$%&)892-"-:3(%1&$+(1&*%&;+113(&$'<.2+28-($

"#$%!-(!

Des expériences ont permis de vérifier les tendances obtenues par les simulations, en 

particulier au niveau des lignes de courants (trajets et vitesses associées) (Fig. III-6c).  

  

Fig. III-6: (a) Tendances de la simulation d'écoulement dans la chambre microfluidique: champs des vitesses. (b) maillage de 

la chambre en 3D (26769 mailles au total). (c) Lavage à l'eau claire d'une cavité pré-remplie d'une eau colorée bleu. 

L'écoulement microfluidique à différents débits a été simulé, de 1 µl/min à 100 µl/min. 

Pour l'ensemble des débits, les lignes de courants sont continues, sans turbulence et le 

comportement de l'écoulement reste similaire, avec des vitesses de courants plus faibles à 

l'extérieur que sur le trajet direct ou à l'entrée et la sortie de la chambre. A un débit de 

10 µl/min, la vitesse au centre de la chambre est estimée à 0,5 mm/s avec un nombre de 

Reynolds correspondant de 0,2.  

Les expériences (Fig. III-6c) nous ont permis d'évaluer le renouvellement de la quasi-

totalité de la chambre en huit secondes environ, en appliquant un débit de 100 µl/min. Même 

à ce haut débit, le nombre de Reynolds reste inférieur à 2; l'écoulement est donc bien 

laminaire.  
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III.2.B.3. Calcul des nombres de la microfluidique de 

notre plateforme de détection 

Le bon déroulement des futures expériences de détection dépend aussi du taux de 

collecte, et donc du bon convoyage, de l'ensemble des espèces cibles présentes dans le volume 

de la solution vers la surface du capteur. Cet acheminement peut être prédit à l'aide des 

nombres de la microfluidique décrits au chapitre précédent (II.3.A.2).  

Le tableau III-2 ci-après regroupe les valeurs des nombres de la microfluidique pour 

trois molécules qui seront utilisées lors des expériences de détection: l'anticorps 

(immunoglobuline de type G), l'acide okadaïque et l'acide domoïque. Ces valeurs sont 

calculées en considérant des conditions expérimentales typiques: débit de 10 µl/min, 

température de 37°C, densité et viscosité du liquide de référence égales à celle de l'eau pure.  

 Anticorps Acide Okadaïque Acide Domoïque 

Demi-
longueur 
(rx, m) 

10 x10-9 [Che00] 3,4 x10-9* 1,6 x10-9* 

Poids 
moléculaire 

(Da2) 
140 x103 ~800* ~300* 

Coefficient 
de diffusion 
(Dx, m

2.s-1) 
3,3 x10-11 9,7 x10-11 2,05 x10-10

PeH ~1289 ~436 ~207 

PeS ~36 x106 ~12 x106 ~6 x106

Tab. III-2: Valeurs obtenues avec: kb = 1,381.10-23 J.°K-1, T = 310,15°K (37°C), η = 0,692 mPa.s (eau à 37°C),  

Q = 1,66 x10-10 m3.s-1 (10 µl/min) et Wc = 3,92 mm. Les valeurs annotées d'un * ont été calculées à partir de la formule 

chimique de la molécule en question (rayon atomique, longueur liaison covalente, poids atomique). 
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Dans ce tableau, le coefficient de diffusion est calculé pour chaque molécule à partir 

de l'équation Einstein-Stokes (équation II-3). La température et la viscosité étant relativement 

stables, ce coefficient dépendra surtout de la longueur de la molécule. Bien que les molécules 

ne soient pas sphériques, nous considérons pour rayon rx la moitié de leur longueur. Cette 

équation (équation II.3) est valable car le nombre de Reynolds reste faible pour les débits 

inférieurs à 10 µl/min. 

De même, la valeur Wc retenue comme largeur du canal équivalent correspond à un 

intermédiaire entre la largeur du trajet "direct" d'un accès à l'autre et la largeur maximale au 

centre de la chambre (Fig. III-7). La vitesse de courant dans la zone centrale, délimitée par 

l'intersection entre ce canal et le faisceau acoustique, est relativement homogène (autour de 

0,5 mm/s pour un débit de 10 µl/min).  

  
Fig. III-7: Largeur du canal Wc prise en compte pour le calcul du nombre de Peclet PeH.  

Comme la conception de notre plateforme s'inscrit dans une démarche de faisabilité, il 

nous faut nous placer dans les meilleures conditions théoriques possibles. Nous cherchons 

donc à avoir une collecte totale (zone (i) de la figure II‒6) dans un maximum de cas de figures, 

pour le plus d'espèces, tout en ayant un temps d'expérience acceptable, c'est-à-dire, un débit 

suffisamment rapide. 
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La figure Fig. III-8 peut nous aider à déterminer le meilleur compromis de hauteur de 

canal microfluidique de sorte à avoir une bonne collecte des molécules cibles. En abscisse est 

représenté le débit, seul paramètre qui pourra varier au cours des expériences, et en ordonnée, 

les nombres de Péclet PeH pour les trois molécules d'intérêts, tracées selon la formule donnée 

par l'équation II.2 et les valeurs du tableau III-3.  

Fig. III-8: Graphique caractéristique de notre capteur surfacique regroupant les nombres de la microfluidique (L = 6,79 mm).  

La collecte totale d'une molécule sera théoriquement assurée si, à une hauteur donnée, 

le débit est suffisamment faible pour que le nombre de Péclet associé à cette molécule se situe 

en dessous de la limite définie par λ(H) selon la formule équation II.3, la longueur L étant fixe 

à 6,8 mm (Fig. III-7). Par exemple, pour une hauteur de 100 µm, il faudrait un débit inférieur 

à ~3 µl/min pour prétendre à la collecte totale de l'acide domoïque en surface du capteur. A un 

débit supérieur, la collecte sera moins efficace mais reste tout de même partielle. En effet, 

avec les dimensions du motif microfluidique retenu, le nombre de Peclet PeS reste très 
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supérieur à 1. Ceci présume un bon renouvellement des espèces dans la zone de déplétion 

(voisinage de la surface de capture) lorsque l'écoulement microfluidique se situe dans la zone 

(ii) de la figure II‒6 (dans notre cas, lorsque PeH est supérieur à λ).  

Ce graphique (Fig. III-8) indique également à partir de quel débit, à chaque hauteur de 

canal, la condition microfluidique Re < 1, définie en II.3.A.2, n'est plus respectée (cf. 

équation II.4). Au dessus de cette limite, à des débits plus élevés, le comportement des 

molécules pourrait être différent de celui envisagé.  

Les variations de température, influençant la viscosité et donc le coefficient de 

diffusion ont également été prises en compte; quand elle diminue, PeH augmente et 

inversement. Les lignes de part et autre des lignes principales représentent le nombre de 

Peclet PeH, pour les molécules correspondantes, à 32° et 42°C (37°C ±5°).  

D'après ce graphique, une hauteur H du canal microfluidique de 400 µm risque de ne 

pas nous permettre d'avoir une collecte suffisante des molécules pour des débits supérieurs à 

1 µl/min. A 200 µm, seul l'acide domoïque peut se retrouver dans la zone (i) mais à un débit à 

peine supérieur à 1 µl/min. A une hauteur de 50 µm, il faudrait un débit en-dessous de 

3 µl/min pour espérer assurer une collecte totale de l'acide okadaïque, mais cette hauteur de 

canal risque d'être problématique par rapport à l'écrasement de la puce lors de l'assemblage de 

la cellule de test, dans le cadre de la géométrie retenue.  

La hauteur de 100 µm apparaît alors comme le meilleur compromis, avec une collecte 

susceptible d'être totale, d'après ces modèles, pour des débits de 1 à 2 µl/min environ pour 

l'AO et l'AD, et une collecte partielle pour le biorécepteur (IgG).  
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III.2.C) Fabrication de la puce microfluidique: moule et polymère 

La puce microfluidique est réalisée en PolyDiMéthylSiloxane (PDMS, Dow Corning, 

Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit) selon un processus fondé sur la lithographie douce ou 

"soft lithography" [Whi98], aménagé pour la réalisation de puces PDMS sur capteurs à ondes 

acoustiques [Rai10], complété par une technique de moulage développée par Hakim 

Tarbague [Tar09].  

Un film de résine négative photosensible (ETERNAL, LAMINAR DRY FILM 

PHOTOPOLYMER, réf: GA 40) est déposé sur un substrat de silicium (4 pouces) par 

thermocollage. Cette méthode présente l'avantage d'avoir une hauteur de dépôt contrôlée 

(100 µm) en s'affranchissant des étapes délicates de dépôt de résine et de spin-coating. Cette 

étape a été réalisée au LOF avec les conseils de Matthieu Guirardel. Après insolation du film 

par UV à travers un masque négatif des motifs sur film transparent imprimé, le substrat subit 

un recuit pour améliorer la définition des motifs en résine et permet, après révélation, 

d'obtenir ainsi un moule (empreinte en négatif) réutilisable de la structure (Fig. III-9a).  

Un mélange de PDMS et de son réticulant (10 volumes pour 1) est versé par-dessus 

ces motifs pour en obtenir l'empreinte sur 3mm de haut (Fig. III-9b) [Duf98]. Elle se situera 

sur la partie inférieure de la puce microfluidique, en contact avec la surface du capteur (Fig. 

III-10). Après chauffage, une partie du PDMS réticulé contenant les motifs microfluidiques 

est découpée puis placée dans un moule en aluminium (Fig. III-9c). 

Fig. III-9: Protocole de moulage des puces microfluidiques de PDMS. 
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La caractérisation des capteurs se fait à l'aide d'un analyseur de réseau (Anritsu, réf: 

MS4623B) sous air ambiant. Cet appareil permet de mesurer les paramètres Sij ("scattering 

parameters"), soit la puissance transmise du port j au port i, ou la puissance réfléchie sur le 

port i (Sii), sur une bande de fréquence, après une étape de calibrage pour s'affranchir du 

dispositif de test. L'onde acoustique se déplaçant du port 1 au port 2, la bande fréquentielle 

d'intérêt est caractérisée par le paramètre S21 (ou S12 pour un dispositif symétrique). La figure 

suivante (Fig. III-11) représente la mesure de ce paramètre pour une ligne d'un capteur dans 

une cellule de caractérisation.  

Fig. III-11: Mesure du paramètre S21 d'un capteur à onde de Love sans et avec puce de PDMS. 

Le capteur seul présente de nombreux parasites sur sa courbe de réponse fréquentielle. 

En effet, les réflexions mécaniques sur les IDTs dans la bande passante sont minimisées par 

une structure en doigts dédoublés [Die74] mais il reste des parasites dus aux réflexions 

acoustiques sur les bords du capteur à cause du fort changement de densité quartz / air (Fig. 

III-12).  
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Fig. III-12: Représentation de la propagation des ondes acoustiques. a) Chemin de l'onde principale. b) Première réflexion 

due à la traversée de l'IDT récepteur par l'onde principale et la réflexion sur le bord droit du capteur. c) Deuxième réflexion 

due au retour de l'onde principale rétro-générée et de la réflexion sur le bord gauche du capteur. 

Fig. III-13: Réponse temporelle d'une ligne à retard à onde de Love. 1) Pic acoustique principal.  

2) Pics des premières réflexions acoustiques. 3) Pics acoustiques après seconde réflexion. 

Ce phénomène de réflexion peut être mesuré à l'analyseur de réseau grâce au domaine 

temporel (Fig. III-13). Le pic acoustique principal est centré à environ 2 µs après l'équivalent 

de l'envoi d'une l'impulsion électrique sur le premier IDT et correspond au temps de 

propagation vers l'autre IDT. Le sommet du pic apparaît lorsque l'onde générée atteint le 
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centre de l'IDT récepteur (convolution de deux fonctions carrées). La distance centre-à-centre 

Lcc (8,4 mm) est donc parcourue, dans cet exemple, en 1,96 µs, soit une vitesse de 

propagation de l'énergie de l'onde acoustique proche de 4285 m.s-1. A cette vitesse, le 

deuxième pic (à ~5,6 µs) correspond à une distance de parcours de 23,9 mm. Cette distance 

est égale au trajet de l'onde principal plus le double de la distance entre le bord et l'IDT 

récepteur (Fig. III-12, trajet "b"). Les capteurs étant symétriques et les IDTs bidirectionnels, la 

distance "c", parcourue par l'onde rétro-générée, est égale à la distance "b". Les deux ondes 

arrivent ainsi en même temps et les phénomènes de réflexion acoustique s'additionnent. Le 

troisième pic acoustique (à 9,2 µs) apparaît après une seconde réflexion sur le bord droit du 

capteur de l'onde rétro-générée.  

Grâce à la puce de PDMS, les pics secondaires ainsi que les perturbations acoustiques 

parasites sont complètement atténuées dès leur passage à l'extérieur du faisceau acoustique, 

alors que l'énergie du pic principal est à peine diminuée du fait des murs inter-cavités très fins. 

Le tableau III-3 synthétise ces résultats, montrant l'intérêt d'une puce en PDMS du point de 

vue de l'énergie acoustique.  

Energie du pic 
acoustique principal (1) 

Pic (2) Pic (3) 

Energie % du pic 1 Energie  % du pic 1 

Sans PDMS 6,732 mU 1,84 mU 27 % 324,157 µU 4,8 % 

Avec PDMS 6,688 mU 45,816 µU 0,7 % 2,69 µU 0.04 % 

Atténuation 0,65 % 97,5 % 99 % 

Tab. III-3: Influence de l'ajout d'une puce de PDMS sur l'énergie des pics acoustiques. 

L'élimination des parasites acoustiques permet d'améliorer la qualité de la courbe de 

phase (Fig. III-14). La fréquence de synchronisme mesurée correspond à une vitesse de phase. 

Un changement des propriétés en surface – densité du milieu, viscosité, apport de masse, etc – 

induit, généralement, un ralentissement de l'onde et donc une diminution de sa phase 

(augmentation du retard). La courbe de phase ayant une pente négative, la fréquence de 

résonance diminue alors proportionnellement. Ainsi, la puce de PDMS rendra la phase 
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rectiligne et assurera une plus grande stabilité de la fréquence, donc des courbes de réponse en 

détection plus nettes.  

Fig. III-14: Mesure de la phase en transmission S21 d'un capteur à onde de Love sans et avec puce de PDMS. 

Le blindage électromagnétique de la cellule de test a aussi son importance. La 

conformation des IDTs en font des antennes à ondes électromagnétiques qui peuvent 

perturber la propagation de l'onde acoustique (cf. II.3.B.2). Une nouvelle cellule de test, de 

réalisation plus standard sur circuit époxy, était en cours d'étude au sein de l'équipe (Fig. 

III-15). La figure Fig. III-16 permet de comparer les réponses obtenues, l'une avec une cellule 

de test en laiton, adaptée des cellules utilisées précédemment, l'autre avec une version 

préliminaire de cellule sur époxy, alors disponible.  

Fig. III-15: Photo de cellule de test (prototype) sans blindage. 
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Fig. III-16: Conséquence du blindage de la cellule de test sur la ligne de base. 

La courbe des pertes d'insertion en fonction de la fréquence, obtenue avec ce prototype, 

a mis en évidence des pertes d'insertion plus grandes, et des lobes (ainsi qu'une pente de phase, 

non représentée) moins bien définis. De plus, la ligne de base est rehaussée. Ces éléments 

témoignent d'un défaut de blindage électromagnétique, se traduisant notamment par une 

diminution de la réjection du lobe principal par rapport à la ligne de base. Or, ce dernier 

paramètre est très important car il définit le maximum de perte d'insertion supplémentaire 

admissible au cours de l'expérience, et donc la variation maximale de masse ou d'autres 

paramètres d'influence permettant une mesure correcte du signal du capteur.  

En effet, les changements de l'état de surface du capteur peuvent entraîner une 

augmentation des pertes d'insertion. Plus elles augmentent, plus le pic principal, ainsi que les 

lobes secondaires, diminuent, se rapprochant de cette ligne de base. La réjection étant 

diminuée, le montage nécessite une amplification plus importante pour assurer l'oscillation 

dont la stabilité est alors dégradée, rendant plus difficile le suivi de la fréquence. Au-delà d'un 

certain seuil, le montage ne peut plus fonctionner.  

Pour assurer une bonne "amplitude" de détection au cours des expériences, la ligne de 

base doit être la plus basse possible. Pour se placer dans les meilleures conditions 
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d'expérimentations possibles, les détections futures se feront en utilisant des cellules de tests 

métalliques blindées. 

III.3.B) Influence d'un milieu liquide 

Lors des expériences, la présence d'un milieu liquide et l'apport en masse des 

différentes espèces font augmenter les pertes d'insertion, bien que l'électronique d'oscillation 

permette de les compenser en partie. Ainsi, les pertes d'insertion, dans l'exemple figure Fig. 

III-17, augmentent de 5 dB environ en présence de liquide, de type tampon salin.  

Fig. III-17: Mesure du paramètre S21 d'un capteur à onde de Love sous air et en présence d'un milieu liquide. 

Par ailleurs, la présence du liquide induit une augmentation du retard et ainsi une 

diminution de la phase. L'oscillateur fonctionnant à point équiphase, la fréquence diminue 

alors de 70 kHz environ (Fig. III-18).  
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Fig. III-18: Mesure de la phase en transmission S21 d'un capteur à onde de Love à sec et en présence d'un milieu liquide.  

Echelle centrée sur le domaine fréquentiel du lobe principal. 

Il apparaît également, sur la figure Fig. III-18, que, sur les lignes à retard à ondes de 

Love utilisées, la phase fait un tour complet (360°, de 180° à -180°) sur 500 kHz environ. 

Ainsi, une variation importante de l'état de surface du capteur, induisant plus 500 kHz de 

variation de fréquence, de manière brutale, durant l'intervalle entre deux acquisitions du 

fréquencemètre (temps défini par le logiciel), pourrait être confondue avec un "saut de phase".  

Ce phénomène de saut peut être visible lorsque deux points équiphase ont des pertes 

(S21) similaires après compensation par l'électronique d'amplification. Pour limiter au 

maximum ces effets indésirables, les capteurs, les cellules de tests ainsi que l'électronique 

d'oscillation sont validés préalablement et alimentés par des sources de tension stables 

(Agilent Technologies, réf: E3648A, 100 W).  

III.3.C) Comportement avec des fluides complexes (PEG) 

Pour caractériser la nouvelle chambre microfluidique, des mesures de fluides 

complexes à base de Polyéthylène glycol (PEG, Sigma Aldrich) ont été comparées avec les 
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travaux précédemment effectués par V. Raimbault [Rai08]. La figure Fig. III-19 suivante 

illustre l'influence de la largeur du canal microfluidique sur l'amplitude de variation de 

fréquence pour différentes solutions de PEG et de glycérol dilués dans de l'eau déionisée.  

Fig. III-19: Variations de fréquence selon la largeur du canal microfluidique pour différents liquides. La racine du produit de 

la densité par la viscosité de chaque solution (!"#) est indiquée entre parenthèses. 

Ainsi, V. Raimbault a démontré que cette influence était linéaire sur quatre largeurs de 

canaux (500 µm, 1000 µm, 2000 µm et 4500 µm) dans la limite d'un comportement 

newtonien des fluides. Les points correspondant à la nouvelle géométrie sont ceux pour une 

largeur de canal de 5330µm (Fig. III-4). Ces nouvelles données s'intègrent bien dans le 

graphique, avec une pente qui augmente avec la valeur de la quantité !"#.  
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Partie III.4 – Banc de test microfluidique et 

fonctionnalisation du capteur 

III.4.A) Greffage des anticorps biorécepteurs 

III.4.A.1. Protocole de greffage 

En vue d'immobiliser les anticorps à la surface du capteur, une monocouche auto-

assemblée (Self Assembled Monolayer, SAM) composée de (3-glycidoxypropyl)-

trimethoxysilane (GPTS) est préalablement greffée pour assurer la liaison entre les 

terminaisons silicium de la couche guidante en SiO2 et les groupes amines des anticorps (cf. 

II.3.A.4). Cette étape de fonctionnalisation est effectuée au sein de l'ISM par Laurent Thomas. 

Les capteurs fonctionnalisés sont transportés au LIP, site où se trouve le banc de manipulation 

et où se dérouleront les expériences de détection. Les terminaisons de la couche chimique 

étant actives pendant 48 heures après greffage, les expériences doivent donc être effectuées 

dans cet intervalle de temps. Les différents anticorps à utiliser sont stockés dans un 

réfrigérateur (4°C) au LIP. Une fois mis à la température du capteur, en les plaçant dans le 

bain de sable thermostaté, ils sont injectés dans le cône d'entrée (cf. Fig. III-21). Le débit 

appliqué au liquide, permettant l'immobilisation des anticorps à la surface du capteur, leur 

concentration, le mélange ou non avec d'autres espèces, sont des conditions variables des 

différents protocoles expérimentaux.  

III.4.A.2. Quantification et distribution des anticorps 

En vue d'estimer la quantité et la concentration d'anticorps à présenter à la surface du 

capteur pour la saturer, et afin d'ajuster certains paramètres expérimentaux, des essais 

préliminaires de type test ELISA ont été réalisés. Une immunoglobuline de type G (IgG, 

chaîne-γ spécifique) de chèvre anti-souris (Goat Anti-Mouse, GAM), marquée par une 
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molécule de peroxydase (HorseRadish Peroxidase, HRP), et disponible chez Sigma Aldrich 

(réf: A3673), a été retenue pour ces essais.  

Des solutions à différentes concentrations (de 20 à 800 µg/ml) et avec différentes 

quantités d'anticorps (5 à 20 µg) ont été injectées sur le capteur, soit en dynamique via la puce 

microfluidique soit en statique (dépôt direct sur la surface, chambre ouverte). 

L'immobilisation des anticorps à la surface du capteur a été suivie par l'acquisition de la 

variation de fréquence de synchronisme, donnant une première indication de la quantité 

d'anticorps greffée.  

Le capteur, extrait de la cellule, a ensuite été placé dans une solution contenant de 

l'ortho-phénylène diamine (OPD) et du peroxyde d'hydrogène (H2O2), réalisée à partir d'o-

phenylenediamine dihydrochloride (SIGMAFAST™ OPD, Sigma Aldrich, réf: P9187). Le 

peroxyde d'hydrogène, en présence de peroxydase, va subir une transformation enzymatique 

le dégradant en H2O et oxygène. L'oxydation de l'OPD qui en résulte provoque un 

changement de couleur de la solution, mesuré par photospectromètre à une longueur d'onde de 

450 nm après 3 à 6 minutes de temps de réaction. Une gamme étalon servant de référence est 

réalisée à chaque nouvelle mesure, simultanément et dans les mêmes conditions (temps de 

réaction, température ambiante, protection contre la lumière). Cette gamme étalon est réalisée 

en injectant différentes quantités connues d'anticorps dans un même volume de solution de 

SIGMAFAST™ OPD.  

Les mesures par photospectrométrie, contrôlées à l'aide de la gamme étalon, ont en 

effet permis de valider la présence d'anticorps et d'estimer une quantité de l'ordre de 14 ng en 

moyenne. Cependant, la quantité d'anticorps ainsi mesurée varie assez fortement (jusqu'à 

40 ng) sans être corrélée avec la quantité injectée, la concentration en anticorps ou le mode 

d'injection. Cette différence pourrait s'expliquer par le masquage aléatoire de la peroxydase 

par d'autres anticorps (cf. Fig. II‒8), induisant un changement de colorimétrie moins 

important.  

Par contre, les variations de fréquence relevées en statique et en dynamique restent 

sensiblement aux alentours de 14 kHz (écart-type ±1,5 kHz sur 12 mesures), laissant supposer 
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que l'on se trouve dans des conditions de saturation pour l'ensemble de ces solutions. Aussi, 

nous avons proposé de retenir une quantité typique de 8 µg pour la suite de nos travaux. Cette 

valeur est du même ordre de grandeur que celle utilisée dans le cadre de travaux antérieurs 

[Mol07]. Par rapport à ces travaux, l'utilisation de faibles volumes avec une puce 

microfluidique nous amènera à considérer des concentrations plus élevées, typiquement de 

400 µg/ml, pour des volumes d'échantillons de 20 µl.  

Par ailleurs, pour vérifier la distribution des anticorps sur la surface du capteur, un 

autre produit révélateur de la peroxydase a été employé (AEC Staining Kit, Sigma Aldrich, 

réf: AEC101-1KT). Ce kit contient du peroxyde d'hydrogène et un chromogène, le 3-Amino-

9-ethylcarbazole (AEC), qui, en réagissant avec les peroxydases de surface, précipitent en une 

tâche rougeâtre de la forme de la chambre microfluidique (Fig. III-20).  

Fig. III-20: Photographie (noir et blanc) de la distribution des anticorps à la surface du capteur  

dans la chambre microfluidique, révélée après passage du AEC Staining Kit. 
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III.4.B) Instrumentation 

III.4.B.1. Banc de test 

Le banc de test (Fig. III-21) pour les détections de phycotoxines est composé de 

différents éléments acoustiques, électroniques, fluidiques et microfluidiques, ainsi que 

thermiques.  

Il est constitué de trois cellules de tests, chacune d'entre elle reliée à deux dispositifs 

d'oscillations pour expériences en milieu liquide à une voie, portant le tout à six lignes. Trois 

fréquencemètres double voies (HP 53131A) sont donc reliés à ces dispositifs, eux-mêmes 

connectés entre eux par câbles IEEE GPIB. Un ordinateur portable permet le pilotage des 

fréquencemètres par le port PCMCIA et l'acquisition de fréquence se fait via une interface 

précédemment développée sur LabWindows / CVI.  

La partie fluidique est composée de six seringues (Hamilton, 10ml, réf: GASTIGHT 

#1010) placées en sortie des six lignes. Des tubulures PTFE relient les puces de PDMS à ces 

seringues ainsi qu'aux cônes plastiques (gradués 10, 50, 100 et 200µl) placés comme 

réservoirs d'entrée. Un pousse-seringue 8 voies (BioSeb, BS-9000-8) est utilisé pour appliquer 

un débit régulier au cours de l'expérience. Ce montage assure la circulation du fluide par 

aspiration plutôt que par poussée, améliorant ainsi l'étanchéité de la puce PDMS sur le capteur.  

Les cellules de mesures, équipées des capteurs prêts à recevoir les anticorps, sont 

posées sur un bain de sable thermostaté pour obtenir 37°C environ au niveau de la surface des 

capteurs, température optimale pour la formation du complexe antigène / anticorps. Pour 

éviter les changements de température, un tube contenant le liquide de référence (environ 

10 ml) est également chauffé en préparation aux expériences à suivre.  
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Fig. III-21: Schéma simplifié de l'instrumentation.  

III.4.B.2. Protocole général de manipulation 

Ce banc de test est mis en route pour une mise en température de l'ensemble et afin de 

contrôler le fonctionnement des capteurs (oscillation à la fréquence de synchronisme). La 

puce microfluidique précédemment décrite est ensuite positionnée au-dessus du capteur, les 

épaulements s'emboîtant sur les bords latéraux des lignes à retard. Un bon positionnement de 

la puce sur le capteur est important pour éviter l'augmentation des pertes d'insertion du lobe 

principal en cas de contact avec la surface sensible. Le positionnement du capot de serrage, 

des tubulures et des cônes d'entrées se font avec la même attention, en contrôlant que les 

fréquences observées n'ont pas changé au cours de ces manipulations.  

Avant utilisation, chaque seringue et son piston sont nettoyés avec de l'éthanol puis 

séchés à l'air libre. L'embout du piston est ensuite légèrement humidifié avant d'être inséré 

complètement dans la seringue; cela permet de diminuer les frottements tout en préservant 

l'étanchéité au niveau de l'embout.  



!"##! !"#$%&$'#(%&)*+"%,-./%&0&-($%1&+2-#1"34#%1&$%&5-6%&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

)-#.&*+&$7"%2"3-(&$%&)892-"-:3(%1&$+(1&*%&;+113(&$'<.2+28-($

"#$%!'/(!

Le protocole de l'annexe 3 décrit les connexions de l'ensemble des éléments 

constituant la partie fluidique du banc, ainsi que les précautions de manipulation à prendre 

pour la mise en route des expériences.  

Les adresses GPIB de chaque fréquencemètre utilisé sont entrées dans le logiciel 

d'acquisition. A chaque nouvelle expérience, le logiciel génère un fichier EXCEL; il 

comprend la date et l'heure de l'acquisition, le temps écoulé et la fréquence acquise toutes les 

secondes pour chacun des fréquencemètres. Pour faciliter le traitement des données, les noms 

des capteurs sont renseignés, la voie 1 du fréquencemètre correspondant, par convention, à la 

ligne du haut du capteur et la voie 2 à celle du bas.  

Pour repérer chaque phase de l'expérience, le logiciel intègre un système de marqueur, 

permettant de spécifier quelle action va être effectuée. L'utilisateur doit alors "marquer" 

l'action, la faire puis la "démarquer". Le texte inscrit sera répété dans la colonne marqueur du 

fichier d'acquisition jusqu'à ce qu'il soit démarqué. Cette procédure facilite l'analyse des 

courbes en ayant un point de repère précis à partir duquel observer les variations de 

fréquences.  
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BILAN 

Fort de l'expérience du laboratoire IMS en matière d'ondes acoustiques, nous avons 

conçu et développé une plateforme visant la détection spécifique d'espèces à faible poids 

moléculaire en milieu liquide.  

Un capteur à ondes de Love, et plus généralement une ligne à retard à ondes 

acoustiques, possède une grande sensibilité envers de nombreux phénomènes physiques. La 

température, la pression, la densité et la viscosité du fluide à sa surface, ainsi que la masse 

apportée sont autant de paramètres à prendre en compte lors de la conception. La coupe 

cristallographique, l'utilisation d'une puce microfluidique et d'une solution de référence 

permettent de minimiser l'impact de ces phénomènes, laissant un maximum d'amplitude pour 

l'effet de masse, ou tout autre effet mécanique lié à l'immobilisation des espèces cibles.  

La puce microfluidique apporte un réel avantage pour la biodétection par ondes de 

Love. D'un point de vue acoustique, elle atténue toutes les ondes parasites grâce au polymère 

qui la constitue. Ceci entraîne des répercutions positives sur le signal électrique qui devient 

plus net, se traduisant par un signal de sortie plus stable. D'un point de vue expérimental, la 

quantité et la concentration des espèces apportées à la surface du capteur sont mieux 

contrôlées. L'impact du manipulateur sur l'expérience se retrouve réduit et la reproductibilité 

améliorée. Ce dernier paramètre est très important lors de l'élaboration d'un protocole visant la 

faisabilité d'une biodétection.  

Les expériences qui vont être réalisées avec cette plateforme de détection, délicates du 

fait des petites molécules à détecter, nécessitent de se placer dans les meilleures conditions 

dès le départ. C'est dans cette optique qu'a été choisi chaque composant de la plateforme. Les 

lignes à retard à ondes de Love doivent présenter des pertes d'insertion les plus faibles 

possibles. Les pointes de contact, les cellules de test, les connexions, doivent également 

satisfaire ce niveau d'exigence. Les systèmes électroniques, d'alimentation, d'oscillation et 

d'acquisitions sont tout aussi primordiaux que le système fluidique utilisé pour l'injection des 

solutions biologiques.   
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INTRODUCTION 

Ce dernier chapitre détaille les protocoles et les expériences de détection de deux 

phycotoxines, l'acide okadaïque et l'acide domoïque, appartenant chacune à une famille 

responsable d'un type d'empoisonnement différent, respectivement la DSP et l'ASP.  

Pour chaque phycotoxine, les préparatifs sont décrits et le raisonnement conduisant à 

l'élaboration du protocole final est exposé. Chaque étape du protocole est détaillée, les 

résultats obtenus sont présentés puis analysés.  

Notre méthode de détection, au stade de faisabilité, s'attache à détecter s'il y a présence 

ou non de phycotoxine dans une solution donnée. Les seuils sanitaires sont définis selon une 

concentration de phycotoxine contenue dans le coquillage, exprimée en microgrammes (de 

toxine) pour 100 g de chair de coquillage. Aussi, les résultats obtenus expérimentalement, 

seront ramenés à une quantité de chair de coquillage minimum permettant une détection 

(réponse significative du capteur) au seuil sanitaire de la phycotoxine correspondante. 

Pour finir, le bilan de ces expériences sera dressé et des perspectives seront 

mentionnées en vue de futures améliorations.  

Partie IV.1 – Détection d'acide okadaïque (DSP) 

IV.1.A) Préparatifs pour la détection de l'acide okadaïque 

IV.1.A.1. L'acide okadaïque et la 6xhistidine 

Les tests expérimentaux ont été réalisés dans un premier temps avec un couple 

acide / anticorps disponible commercialement, afin de valider notre plateforme pour la 

détection d'une petite molécule d'intérêt. Dans ce cadre, l'acide okadaïque (AO, LC 

Laboratories, réf: Cat O-2220 ou chez Sigma-Aldrich, O8010) a été retenu comme modèle de 
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phycotoxine (cf. I.1.B.4). Il a été solubilisé dans de l'eau distillée à une concentration de 

100 µg/ml.  

L'acide okadaïque a une masse molaire de 805 g.mol-1 avec 44 atomes de carbone par 

molécule (Fig. IV-1).  

Fig. IV-1: Rappel de la formule chimique de l'acide okadaïque. 

Pour analyser la future réponse, notamment avoir une information sur la spécificité du 

détecteur, une référence est nécessaire. Un peptide, avec approximativement la même masse 

molaire et une géométrie proche, a été utilisé pour effectuer ce contrôle. Une molécule 

d'histidine (Fig. IV-2a) a une masse molaire 155,15 g.mol-1 pour six atomes de carbone. Le 

peptide 6xhistidine (6xHis, Fig. IV-2b) synthétisé sur demande par Genecust est composé de 

6 molécules d'histidine, réalisant ainsi un compromis entre une masse molaire, autour de 

930,9 g.mol-1, et un nombre de 36 atomes de carbone, équivalent à l'AO. 

(a)  (b)

Fig. IV-2: (a) Formule chimique de l'histidine. (b) Formule chimique théorique du peptide 6xHistidine synthétisé. 

IV.1.A.2. L'anticorps anti-acide okadaïque 

Pour satisfaire à une détection spécifique de l'acide okadaïque (AO), nous avons utilisé 

un anticorps polyclonal de lapin anti-AO, AcAO, (Abcam, réf: ab-2897). La concentration de 

la solution commerciale n'étant pas disponible, les paramètres de solutions d'anticorps 
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proposées précédemment (cf. III.4.A.2) n'étaient pas directement utilisables dans ce cas. Aussi, 

un test ELISA a été réalisé préalablement, dans le cadre des travaux de post-doctorat de Maria 

Mamani-Matsuda du LIP, pour déterminer la dilution optimale de la solution en vue de son 

utilisation sur le capteur.  

Une solution contenant 10 µg/ml d'AO est ainsi déposée dans chaque puits de la 

plaque de titration. Puis différentes dilutions de la solution AcAO, de 1/100 à 1/64000, diluée 

dans un tampon salin à base de phosphate (PBS), sont injectées. Enfin, 28,5 µg/ml d'un 

anticorps de chèvre anti-lapin couplé à une peroxydase (GAR-HRP, Sigma Aldrich, réf: 

A3673) sont également injectés pour révéler les formations de complexes par une mesure de 

densité optique (D.O.) au spectromètre à 450 nm en absorbance (Fig. IV-3).  

Fig. IV-3: Titration par test ELISA direct de l'anticorps commercial de lapin anti-acide okadaïque. 

D'après ces résultats de test ELISA, la limite de détection spécifique, déterminée 

classiquement pour une D.O. triple de celle obtenue pour le "blanc", en tenant compte de 

l'écart-type dans chaque cas, se situe à la dilution à 1/400. De plus, dans le protocole de 

biodétection par ondes de Love (cf. IV.1.A.3), la solution d'anticorps est diluée par 3,5 

lorsqu'elle est injectée dans le cône d'entrée, avant d'atteindre la chambre microfluidique. 

Ainsi, c'est la solution diluée à 1/100 qui a été choisie pour les injections. D'autres 
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Fig. IV-6: Variations de fréquence normalisées par rapport à l'amplitude  

de la variation de fréquence pour le greffage des anticorps anti-acide okadaïque. 

Lors du greffage des anticorps anti-acide okadaïque sur la couche GPTS, la variation 

de fréquence est en moyenne de -7,4 kHz ±23%. L'accrochage des molécules constituant le 

SBBB à la surface du capteur provoque une variation de fréquence de -1,8 kHz ±24%  en 

moyenne.  

Fig. IV-7: Variations de fréquence normalisées par rapport à l'amplitude de la variation de fréquence 

pour l'accrochage de l'agent saturant, à 1 µl/min et 10 µl/min. 

Sur les courbes de la figure Fig. IV-7, il apparaît une diminution de fréquence au 

passage de l'agent saturant, suivie d'une remontée avant d'atteindre le régime permanent 

(stabilisation normalisée à 100 %), après 2 à environ 15 minutes selon le débit. Cette 

remontée apparaît sur les courbes à 1 µl/min alors même que la solution de saturant circule 

encore dans la chambre microfluidique. Ce phénomène pourrait s'expliquer par le balayage 
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des molécules, faiblement liées à la couche sensible, sous l'effet de la circulation du fluide. La 

stabilisation complète de la fréquence apparaît environ 5 minutes après l'injection à 10 µl/min, 

et en 15 minutes à 1 µl/min.  

La grande variabilité obtenue sur les réponses précédentes nous a amenés à rechercher 

une méthode fiable de discrimination de nos capteurs. Le but était de trouver un paramètre 

représentatif du capteur, possédant une bonne reproductibilité, comme indicateur de la qualité 

du capteur en vue des étapes de détection. Le paramètre retenu (TxA), est calculé à partir des 

variations de fréquence au passage des anticorps (∆fA) et de l'agent saturant (∆fS) selon la 

formule suivante:  

 TxA = ∆fA / (∆fA + ∆fS) (Equ. IV-1) 

En première approximation, en considérant une réponse globale du capteur due à un 

effet de masse surfacique, le calcul de ce paramètre correspond à estimer un taux de 

recouvrement massique de la surface fonctionnalisée (GPTS) en anticorps. Les valeurs 

élevées obtenues avec une bonne reproductibilité (80 ± 5 %), nous ont permis de mieux 

contrôler la qualité de greffage des anticorps, par rapport aux paramètres bruts ∆fA et ∆fS (Fig. 

IV-8), et de discriminer quelques capteurs susceptibles de présenter une réponse non 

satisfaisante.  

Fig. IV-8: Variations de fréquence et écarts types pour les anticorps, l'agent saturant et le taux de recouvrement d'anticorps. 
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IV.1.B.2. Réponse du capteur à la seconde injection de l'anticorps 

La figure Fig. IV-10 représente les réponses en variations de fréquences typiques 

associées à la dernière phase du protocole (Fig. IV-9b), durant l'injection de l'anticorps 

polyclonal AcAO pour révéler les AO immobilisés sur un capteur. Les variations de fréquences 

obtenues (6 expériences concluantes) sur les lignes de test sont significatives, de -1 à -4 kHz 

environ, comparées à l'injection précédente d'AO. Quoique peu reproductibles en valeurs 

absolues, leur comparaison à la ligne de contrôle respective permet de retrouver un même 

rapport de 3 (±9%) pour les deux débits testés, 1 et 10 µl/min.  

Fig. IV-10: Variations de fréquence à la seconde injection de l'anticorps, AcAO. 

Les fréquences se stabilisent au bout de 10 minutes lorsque le débit est de 1 µl/min 

(Fig. IV-10). A cette vitesse, la dynamique de stabilisation est très similaire aux expériences 

passées réalisées en milieu statique par l'équipe MDA de l'IMS. Dans ce cas particulier, la 

microfluidique prouve son intérêt dans l'amélioration de la qualité de la réponse en évitant 

notamment tout bruit lors du changement de liquide. À 10 µl/min, la principale différence 

observée est une stabilisation légèrement plus rapide (3 à 5 minutes).  
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IV.1.C) Interprétation et Seuil sanitaire 

Les contrôles prouvent que la variation de fréquence sur la ligne de test lors de la 

seconde injection de l'anticorps est à rapprocher de la formation de complexe antigène / 

anticorps avec l'acide okadaïque. L'amplitude totale et le rapport des variations de fréquences 

sur la ligne test, contenant l'acide okadaïque, et la ligne de contrôle restent significatifs et ne 

sont pas influencés par le débit.  

Ceci démontre la faisabilité de détection de phycotoxines par capteurs à ondes 

acoustiques utilisant un protocole modifié du test ELISA sandwich. En comptant le temps de 

préparation de la couche immuno-sensible, les injections de phycotoxines et d'anticorps, ainsi 

que les temps de stabilisation entre chaque phase, la durée du test ne dépasse pas trois heures.  

Notre méthode peut détecter de manière significative 2 µg d'acide okadaïque; une 

quantité moindre pourrait entraîner des réponses erronées (faux négatifs ou faux positifs). 

Pour savoir s'il y a contamination, il faut extraire les phycotoxines de la chair des coquillages. 

Cette étape, non réalisée dans le cadre de ces travaux, permet d'obtenir une solution 

concentrée en phycotoxines pour laquelle il est primordial de noter la quantité de chair utilisée.  

La Food & Drug Administration (FDA) a fixé la concentration maximale en toxine de 

type DSP pour la vente à 20 µg d'acide okadaïque pour 100 g de chair de coquillages. Ainsi, 

un capteur capable de détecter 2 µg d'acide okadaïque, permettrait d'identifier un lot de 

coquillages contaminé à partir de 10 g de chair seulement, en supposant une efficacité 

d'extraction des phycotoxines de 100%, dans un volume de 20 µl. Pour une efficacité 

d'extraction moindre, la quantité de chair alors nécessaire sera plus importante.  
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Partie IV.2 – Détection de l'acide domoïque (ASP) 

IV.2.A) Préparatifs pour la détection de l'acide domoïque 

IV.2.A.1. Retour sur la problématique du projet ASCOBAR 

Les tests avec l'acide okadaïque ont démontré la faisabilité de détection de petites 

particules, comme les phycotoxines, à l'aide de notre plateforme à ondes acoustiques de Love. 

Le volet microcapteur du projet ASCOBAR a axé ses efforts sur la détection de l'acide 

domoïque et ses phycotoxines associées. Ce choix est justifié par l'efficacité de détecter une 

famille de phycotoxines plutôt qu'une seule variante, et par la nécessité de sélectionner une 

molécule simple pour faciliter la synthèse de l'haptène nécessaire à la fabrication d'anticorps 

de reconnaissance (cf. IV.2.A.2).  

Le long travail de synthèse du mimotope, partie de l'antigène mimant la partie 

commune des phycotoxines d'une même famille, a été réalisé dans le cadre des travaux de 

thèse d'Etienne BACO du laboratoire de l'Institut des Sciences Moléculaire (ISM) (E. Baco, 

Synthèse d'haptènes de phycotoxines pour l'élaboration d'un immunocapteur, Thèse n° d'ordre: 

4260, Université Bordeaux 1, 2011). L'haptène, composé du mimotope et d'un bras espaceur 

(Fig. IV-12) assurant la liaison à une molécule plus grosse de Bovine Serum Albuline (BSA, 

~66 kDa), fut injecté par voie intraveineuse dans des lapins pour provoquer une réaction 

immunitaire. Les anticorps ainsi fabriqués ont été purifiés, déplétés, testés puis mis à notre 

disposition pour être utilisés sur la plateforme à ondes acoustiques.  

Avant de décrire les tests de détection, et afin de permettre une meilleure lecture de 

leur description et de l'analyse des résultats obtenus, les principaux éléments relatifs à la 

synthèse de l'haptène, la fabrication et la caractérisation des anticorps doivent être présentés.  
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IV.2.A.2. Synthèse de l'haptène 

L'acide domoïque et ses dérivés (Fig. IV-11a), comme toutes les petites molécules 

d'un poids inférieur à 1kDa, ne sont pas immunogènes, c'est-à-dire que leur injection dans un 

organisme receveur ne provoque pas de réaction immunitaire permettant la création 

d'anticorps. Pour fabriquer des anticorps dirigés contre cette famille de phycotoxines, la 

démarche retenue a été de synthétiser un substitut chimique d'une partie commune à l'acide 

domoïque et ses dérivés. Cette molécule pourra ensuite être couplée à une protéine d'un poids 

moléculaire suffisant afin d'être détecté par le système immunitaire. Cet analogue synthétique 

est appelé un mimotope.  
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Fig. IV-11: (a) Structure chimique de l'acide domoïque et dérivés. (b) Partie commune des toxines (mimotope) [Bac11].1
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Dans un premier temps, une fois la partie commune à la famille des ASP identifiée 

(Fig. IV-11b), un schéma de rétro-synthèse est proposé pour la fabrication de l'haptène (Fig. 

IV-12). Il permet de visualiser les étapes successives de réactions chimiques (décrites dans la 

littérature) et de savoir à partir de quel composé, disponible sur le marché, la synthèse peut 

débuter.  

Fig. IV-12: Schéma de rétro-synthèse global de l'haptène [Bac11]. 

Sur ce schéma, des groupes benzyles et benzyloxy carbonyles, le chloroformate de 

benzyle (Cbz) et le bromure de benzyle (Bn), sont utilisés pour protéger les fonctions acides 

et amines. La molécule de départ, la trans-4-hydroxy-L-proline (Sigma Aldrich, réf: H54409), 

a été choisie pour son analogie structurale avec le mimotope retenue.  

Un bras espaceur apparaît en dernière étape (linker, ~170 Daltons), destiné à relier le 

mimotope à une protéine de BSA. La molécule résultante du couplage de l'haptène à la BSA 

est ainsi assez grosse pour déclencher une réaction immunitaire une fois injecté au lapin. 

L'espacement avec la BSA est nécessaire pour que le mimotope soit "visible" par le système 

immunitaire. Sans l'espaceur, les anticorps fabriqués ne seraient dirigés qu'envers la BSA, 400 

fois plus grosse.  
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IV.2.A.3. Fabrication et caractérisation des anticorps 

L'haptène, couplé à la BSA, est injecté dans plusieurs lapins en deux fois, avec un 

rappel, avec ou sans adjuvants. Cette étape de fabrication a une durée de 4 à 5 mois. Après la 

période d'immunisation du lapin, les anticorps sont récupérés par saignée dans des solutions 

appelées "sérum". Un premier test ELISA (Fig. IV-13) est effectué pour contrôler le pouvoir 

antigénique des différentes solutions de sérum en les comparant à celui d'avant l'injection de 

l'haptène (sérum pré-immun obtenu par simple prélèvement sanguin). Les tests biochimiques 

qui suivent ont été réalisés au Laboratoire d'Immunologie et de Parasitologie (LIP) par Maria 

Mamani-Matsuda, post-doctorante qui a rejoint le projet en 2009 (figures Fig. IV-13 à Fig. 

IV-15).  

Pour effectuer ce test, les antigènes cibles sont tout d'abord immobilisés aux parois des 

puits de tests. Ces antigènes doivent être accessibles aux anticorps et seuls les anticorps à 

titrer doivent se fixer aux parois (via la formation de complexes antigéniques); c'est donc 

l'haptène qui a été utilisé, couplé à une thyroglobuline au lieu de la BSA, prévenant ainsi des 

faux-positifs induits par les anticorps anti-BSA.  

Fig. IV-13: Résultat du test ELISA Anti-haptène-thyroglobuline. 
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Ce test compare les absorbances des solutions de sérum pré- et post- immuns à 

différentes dilutions. Le niveau pour le sérum antigénique est plus élevé que celui du pré-

immun. Même aux dilutions les plus élevées, le signal reste supérieur à trois fois le niveau du 

"blanc", représentant la réponse d'un puits sans antigène. 

Comme les lapins ont été immunisés avec un couplage haptène-BSA, il est probable 

qu'ils aient également fabriqué des anticorps dirigés contre la BSA. Le test suivant (Fig. IV-14) 

vise à déterminer la proportion d'anticorps anti-BSA dans un sérum post-immun.  

Fig. IV-14: Résultat de test ELISA anti-BSA. 

Ici aussi, le signal du sérum après injection est plus élevé que celui avant injection. 

Cela signifie qu'il y a tout autant, voire plus, d'anticorps dirigés contre la BSA que contre 

l'haptène.  

De la même manière, les solutions de sérum extraites des lapins contiennent d'autres 

anticorps dirigés contre les molécules que leur système immunitaire a rencontrées pendant la 

période d'immunisation. La purification du sérum permet de filtrer les protéines, par une 

chromatographie, ne gardant que les Immunoglobuline de type G (IgG). Une autre étape, la 
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déplétion, permet de retirer les IgG anti-BSA à l'aide de billes magnétiques auxquelles sont 

attachées des molécules de BSA.  

La figure suivante (Fig. IV-15) compare les différentes réponses de test ELISA à 

l'haptène-thyroglobuline pour le sérum brut, le sérum déplété des anti-BSA, les IgG seuls et 

les IgG seuls déplétés des anti-BSA. Ces quatre solutions viennent du même sérum de lapin. 

Fig. IV-15: Résultats des tests ELISA avec coating haptène-thyroglobuline. 

La révélation se fait à l'aide d'un anticorps secondaire anti-lapin couplé à une 

peroxidase (HRP). La réponse à l'absorbance diminue à chaque étape de purification. En effet, 

des accroches non-spécifiques d'anticorps sur la plaque de test peuvent provoquer une 

augmentation du signal pour les solutions les moins pures. Toutefois, la solution d'IgG 

purifiée et déplétée des anti-BSA présente une bonne titration; c'est donc cette solution, 

concentrée en anticorps spécifiques anti-acide domoïque (AcAD), qui sera utilisée pour 

fonctionnaliser notre capteur.  Sa concentration est typiquement de 400 µg/ml ou un peu 

moins selon le sérum utilisé.  
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IV.2.B) Détection d'acide domoïque par la plateforme 

acoustique à ondes de Love 

Le but est d'obtenir une réponse significative à une détection d'une quantité connue 

d'acide domoïque libre par rapport à un contrôle effectué simultanément.  

IV.2.B.1. Particularité pour la détection de l'acide domoïque

Premièrement, le seul ajout de l'acide domoïque, comme pour l'acide okadaïque, ne 

pourrait pas provoquer de réponse significative du capteur. En effet, en considérant une 

quantité moyenne d'IgG greffée sur le capteur de 14 ng (cf. II.4.A.2), que deux acides 

domoïques peuvent être accrochés à un anticorps (deux paratopes), et un rapport de poids 

moléculaire AD / IgG d'environ 2,14.10-3, il faudrait 60 pg pour saturer les sites récepteurs 

des anticorps immobilisés en surface du capteur. Cette quantité, comparée à la variation de 

fréquence lors du greffage des anticorps (cf. Fig. IV-19), n'engendrerait seulement que 22 Hz 

de variation de fréquence, difficilement différentiable du bruit.  

Deuxièmement, les anticorps produits (AcAD) auront peu d'espace pour se lier à l'acide 

domoïque si celui-ci est déjà fixé à un autre anticorps; la partie mimotope de l'haptène, vers 

laquelle les anticorps sont dirigés, semble être trop petite, d'un point de vue encombrement 

stérique, pour être accrochée à deux anticorps simultanément. De plus, il est probable que 

l'acide domoïque disparaisse presque entièrement dans le paratope (site d'accroche). En effet, 

une molécule d'acide domoïque a une longueur d'environ 3,2 x10-9m contre ~20 x10-9m pour 

l'anticorps (cf. tableau du III.2.B.3). Une fois le complexe antigénique formé entre l'acide 

domoïque et l'anticorps, il ne pourra donc pas être révélé par un second passage d'anticorps. 

Des tests préliminaires ont été effectués pour vérifier la possibilité d'accrochage, entre 

l'acide domoïque et ses anticorps spécifiques, en milieu microfluidique. Le couplage acide 
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domoïque-thyroglobuline (AD-Thyr) a été utilisé de façon à augmenter la réponse du capteur 

lors de cet accrochage.  

Fig. IV-16: Variations de fréquences au passage de l'acide domoïque-thyroglobuline (AD-Thyr) et de la thyroglobuline seule 

(Thyr). Le taux de greffage en anticorps était de 93% et 92,5% pour la ligne de test et de contrôle, respectivement. 

Cette forte variation de fréquence (Fig. IV-16) est à corréler avec le fort poids 

moléculaire de la thyroglobuline (660 kDa). Cette protéine étant près de 6 fois plus grosse 

qu'un anticorps, il est fort probable que plusieurs acides domoïques y soient couplés.  

IV.2.B.2. Préparatif et Protocole 

Le schéma suivant (Fig. IV-17) représente les principales étapes du protocole utilisé 

pour la détection de l'acide domoïque, et détaillé en Annexe 3. La détection de l'AD se fait 

indirectement à l'aide de l'AD-Thyr et de manière compétitive. La ligne de test est 

fonctionnalisée avec des anticorps AcAD, dont certains paratopes accueillent déjà des 

molécules d'acide domoïque de la solution d'analyse (Fig. IV-17a). La ligne de contrôle est 

fonctionnalisée avec des anticorps non pré-mélangés, laissant l'ensemble des sites 

antigéniques non occupés. Une étape de saturation est ensuite assurée sur les deux lignes (Fig. 

IV-17b).  
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Pour valider le principe de la détection avec le protocole proposé, la quantité d'AD 

(200 ng) a été déterminée avec l'objectif de saturer les sites de liaisons (paratopes) des 

anticorps, en vue d'inhiber totalement la réponse de la ligne de test à l'AD-Thyr. Ces anticorps 

étant des immunoglobulines de type G (IgG), leur poids moléculaire est de 140 kDa contre 

0,3 kDa pour l'acide domoïque. Pour effectuer un mélange efficace, un volume de 60 µl est 

nécessaire. A une concentration initiale de 400 µg/ml (cf. IV.2.A.3), cela correspond à 24 µg 

d'anticorps, soit 103 x1012 molécules (avec 1 Da correspondant à 1,67 x10-24 g). Chaque IgG 

possédant 2 paratopes, il faudrait alors 206 x1012 molécules d'AD, soit une quantité de 103 ng, 

pour bloquer tous les sites récepteurs des anticorps; cette quantité d'AD a été doublée pour 

tendre vers la saturation des anticorps en solution. Après une agitation mécanique de 40 

minutes, la solution obtenue contient des anticorps sur lesquels sont fixés des molécules 

d'acide domoïque (AcAD+AD).  

Selon cette méthode de détection par compétition, plus il y a d'anticorps inhibés par 

l'acide domoïque lors du pré-mélange, moins forte sera la variation de fréquence sur la ligne 

de test (`fMEL). La ligne de contrôle, quant à elle, définit la variation de fréquence maximum 

(`fNMEL), car tous les anticorps sont libres pour fixer l'AD-Thyr. Le pourcentage d'inhibition 

(TAUXInhib.) est alors défini par la formule suivante: 

 TAUXInhib. = (∆fNMEL – ∆fMEL) / ∆fNMEL (Equ. IV-2) 

IV.2.B.3. Variations de fréquence et Comparaison des résultats 

a. Greffage de la couche sensible 

Comme pour la détection de l'acide okadaïque, les variations de fréquences dues à 

l'effet de masse induit par les anticorps (pré-mélangés ou non) et l'agent saturant, normalisées 

par rapport à l'amplitude maximale de la variation, sont présentées sur la figure Fig. IV-18. Le 
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débit, fixé à 10 µl/min, permet une collecte partielle suffisante en un minimum de temps (cf. 

III.2.B.3).  

Fig. IV-18: Variations de fréquence normalisées par rapport à l'amplitude de la variation de fréquence pour le greffage des 

anticorps anti-acide domoïque et l'accrochage de l'agent saturant. Remontée: 5 min (±1 min) après injection à 10 µl/min. 
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Ici encore, les variations de fréquence induites par les anticorps (`fA) et par l'agent 

saturant (`fS) ne sont pas reproductibles d'un capteur à l'autre (Fig. IV-19): les valeurs et 

écarts-types obtenus sont de -5,3 kHz ±20% pour l'AcAD et de -2,0 kHz ±30% pour le SBBB. 

Il faut noter qu'aucune distinction ne peut être faite à cette étape entre les anticorps pré-

mélangés et non pré-mélangés. Ceci était prévisible du fait du très petit changement de masse 

entre ces deux éléments.  

Fig. IV-19: Variations de fréquence et écarts types pour les anticorps AcAD,  

l'agent saturant et le taux de recouvrement d'anticorps. 

Le taux de recouvrement d'anticorps \?", calculé comme précédemment (équation IV-

1), est de 75,6 ± 4 %. Le taux de recouvrement ainsi calculé pour l'anticorps AcAD est 

légèrement inférieur à celui de l'AcAO.  
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b. Etape de compétition à l'acide domoïque-thyroglobuline 

Après saturation de la surface du capteur, une solution de 20 µl contenant 2 µg  

d'AD-Thyr est injectée dans les 50 µl de TBS de chaque cône d'entrée (concentration 

résultante de 28,5 µg/ml en supposant une homogénéisation dans le cône). Le débit est réduit 

à 1 µl/min. La figure Fig. IV-20 montre la réponse du capteur induite par l'accrochage de cette 

molécule aux anticorps spécifiques, comme décrit dans les schémas des figures Fig. IV-17c et 

Fig. IV-17d.  

(a)

(b)

Fig. IV-20: Courbes de réponse à l'étape de compétition avec l'AD-Thyr sur la ligne de test (a) et la ligne de contrôle (b). 
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La variation de fréquence lors de l'injection de l'AD-Thyr sur des anticorps non pré-

mélangés est en moyenne de -1,7 kHz. Toutefois, cette diminution de fréquence n'est pas la 

même d'un capteur à l'autre ni même d'une expérience à l'autre. C'est pourquoi ce contrôle 

doit être ré-effectué à chaque fois et simultanément au test.  

Le tableau ci-après représente les résultats obtenus pour l'expérience représentée en 

figure Fig. IV-20:  

Réponses aux 
anticorps 

Réponses au 
saturant 

Taux de 
recouvrement 

Réponses  
à l'AD-Thyr 

Ligne de test, 
Anticorps 

mélangés avec 
AD 

-4,5 kHz -2,5 kHz 64% -1,3 kHz 

Ligne de 
contrôle, 

Anticorps seuls 

-3,4 kHz -1,5 kHz 69% -1,9 kHz 

Tab. IV-1: Tableau d'analyse de la réponse du test de détection de l'acide domoïque. 

Dans ce cas, le pré-mélange induit une baisse de 25% de signal sur la ligne de test par 

rapport au contrôle lors de la dernière étape de l'expérience, calculé selon l'équation IV-2. 

Bien que ces expériences de détection de l'acide domoïque ne furent réalisées qu'un nombre 

limité de fois, elles ont toutefois montré une inhibition entre 25 et 36 % sur 3 expériences 

concluantes. Ces résultats encourageants mériteraient cependant une campagne d'expériences 

plus poussée qui n'a pas pu être effectuée dans le cadre de ces travaux.  
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c. Analyse des résultats 

Sur ces résultats, la baisse de signal due à l'injection d'AD-Thyr sur la ligne de test 

n'est que de 30% en moyenne par rapport à la ligne de contrôle, indiquant une saturation 

incomplète des anticorps pré-mélangés. Plusieurs éléments peuvent être à l'origine de cela :  

- L'étape de pré-mélange est délicate et il est probable que certains anticorps 

n'accrochent qu'une seule molécule d'acide domoïque voire aucune. De ce fait, tous 

les anticorps greffés sur le capteur ne sont pas nécessairement saturés en acide 

domoïque (Fig. IV-17a).  

- La liaison anticorps / antigène du complexe immun n'est pas permanente. Même 

dans des conditions fluidiques statiques, ces liaisons se font et se défont. Ainsi, des 

molécules préalablement accrochées aux anticorps pré-mélangés ont pu se 

détacher. Le courant étant continu, ces molécules ont pu quitter la chambre 

microfluidique sans pouvoir se lier à nouveau à un autre anticorps.  

- Comme illustré sur la figure Fig. IV-17c, la molécule d'AD-Thyr utilisée pour la 

compétition ne nécessite qu'un paratope de libre pour pouvoir s'accrocher au 

capteur et induire un effet de masse. Aussi, même avec une faible proportion de 

paratopes restés libres, l'AD-Thyr parviendra à s'accrocher. 

- Parallèlement, l'AD-Thyr pèse près de 5 fois un anticorps IgG, aussi la réponse de 

la ligne de contrôle est limitée du fait de l'encombrement de l'AD-Thyr par rapport 

à la densité de paratopes disponibles (Fig. IV-17d). La réponse du capteur sur le 

contrôle est donc moins forte, diminuant ainsi la différence avec la variation de 

fréquence de la ligne test.  
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IV.2.C) Détection au seuil sanitaire 

En considérant ce résultat de détection comme significatif (25 à 36 % d'inhibition 

obtenue avec 200 ng d'AD), et un seuil de vente définie par la FDA pour les toxines de types 

ASP de 2 mg d'AD pour 100 g de chair de coquillages, la quantité minimale de chair de 

coquillage à extraire pour détecter des toxines à ce seuil serait de 10 mg (avec une efficacité 

d'extraction de 100%).  

Cette quantité de 10 mg de chair de coquillage est largement raisonnable par rapport 

au protocole sanitaire de détection de phycotoxines qui nécessite un échantillon représentatif 

d'un ensemble d'huîtres. En effet, plusieurs huîtres sont disséquées pour préparer la purée de 

chair de coquillages dont sont extraites les toxines. A titre indicatif, le poids minimal légal 

d'une huître pour sa commercialisation est de 30 g (calibre N°5, le plus petit). Avec un indice 

de remplissage minimal de 6,5%, la masse sèche d'une huître est de 1,95 g.  

Pour conclure, notre plateforme à ondes acoustiques de Love semble pouvoir, grâce à 

ce protocole, détecter si le seuil de commercialisation est atteint, et ce à partir d'une faible 

quantité de chair de coquillage. Les prochaines étapes de développement de ce projet seraient:  

- une optimisation encore plus avancée de la cellule microfluidique et de la 

fonctionnalisation de surface, par exemple pour limiter l'immobilisation d'espèces 

en dehors de la zone sensible, augmenter le taux de capture, ou encore augmenter 

la surface de capture par l'utilisation de matériaux poreux,  

- l'intégration de l'étape du pré-mélange dans la puce microfluidique, en utilisant des 

réseaux microfluidiques aménagés à cet effet,  

- l'amélioration de l'immunité aux perturbations non souhaitées, en particulier 

certains "à-coups" du pousse-seringue,  

- la miniaturisation de la plateforme, en intégrant la partie chauffante et 

l'électronique d'oscillation,  
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- l'analyse temps-réel des courbes de réponse, en corrigeant la dérive à long terme et 

en calculant les taux de recouvrement d'anticorps. 

De nouveaux protocoles de détection pourraient également sans doute être imaginés. 

Des efforts seront à produire à tous les niveaux pour augmenter la reproductibilité de 

l'expérience ainsi que la sensibilité, tant sur la réalisation du système que sur les protocoles 

utilisés, dont l'étape du pré-mélange reste mal contrôlée à ce jour.  
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BILAN & PERSPECTIVES 

La plateforme de détection à ondes acoustiques de Love précédemment décrite a été 

utilisée sur deux types de phycotoxines différentes: l'acide okadaïque, responsable 

d'empoisonnement par consommation de chair de coquillages provoquant des diarrhées, et 

l'acide domoïque, provoquant des amnésies (perte de mémoire immédiate). En plus 

d'anticorps spécifiques pour pouvoir les immobiliser, il a fallu prendre en compte leur 

géométrie et plus particulièrement leur taille.  

L'acide okadaïque pourrait être détecté dans 10 grammes de chair avec le protocole 

élaboré. Cette molécule à faible poids moléculaire peut tout de même être immobilisée par des 

anticorps greffés en surface du capteur sous flux contrôlé. Même si cette accroche de 

provoque pas un effet de masse suffisant pour être détectée, le second passage de l'anticorps 

polyclonal induit une réponse significative par sa liaison avec l'autre épitope de l'acide 

okadaïque tel qu'il fût pressenti.  

Ce test de détection avec des anticorps commerciaux, intéressant en soit, a permis de 

réaliser les premières mises au point en vue du test pour l'acide domoïque et des toxines 

associées.  

Concernant les tests de détection de l'acide domoïque, le changement de taille de la 

phycotoxine et la nature différente des anticorps impliquaient une adaptation du protocole. 

Tous les acteurs du projet sur lequel nous étions réunis ont apporté leur contribution pour la 

résolution de ce problème. Les réponses obtenues à l'aide d'un test par compétition, avec un 

mélange préalable des anticorps avec l'échantillon contenant l'AD, semblent prometteuses.  

La faisabilité de détection de l'acide domoïque semblant être établie, il reste à affiner 

et améliorer la procédure. L'étape de pré-mélange des anticorps spécifiques, développés dans 

le cadre du projet ASCOBAR, avec la phycotoxine à détecter, est cruciale. L'intégration de 

cette étape dans la puce de PDMS, avec un mélangeur microfluidique, assurerait une 

meilleure reproductibilité. Un protocole visant à définir la concentration de toxines présentes 
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dans l'extrait de chair de coquillage, à l'aide de différentes dilutions, reste à être élaboré et 

testé.  

Au-delà des pistes d'améliorations envisagées en fin du paragraphe précédent (IV.2.C), 

la quantification d'acide réellement accroché en surface passera par l'amélioration de la 

reproductibilité des expériences et notamment de la couche sensible du biocapteur  

(cf. Fig. II‒8).  

Une première étape pourrait consister à utiliser les solutions sol-gel à base de silicium 

étudiées par Pascal Massé alors en post-doctorat à l'ISM au début de la rédaction de ces lignes. 

Ces solutions ont d'abord été déposées sur des dispositifs équipés d'une fine couche de SiO2, 

pour assurer le guidage même de l'onde. Elles pourraient permettre de réduire la rugosité de 

surface du SiO2: une couche sol-gel homogène de seulement 0,15 µm d'épaisseur possède une 

rugosité de 0,2 nm. Composée de silicium, elle serait compatible avec la couche guidante et 

l'inter-couche chimique, répondant à l'exigence de continuité des couche (cf. II.3.A.4).  

Le GPTS de cette inter-couche chimique pourrait être remplacé par le trimethoxy-(22-

oxiranylmethoxy-docosyl)-silane développé par Duy Hai DINH au cours de sa thèse. Cette 

monocouche est mieux organisée que le GPTS et pourrait augmenter la reproductibilité.  

La création d'un entrelacement autour des anticorps au niveau de la couche sensible 

pourrait également améliorer la sensibilité du capteur en améliorant le comportement 

élastique de ce film biorécepteur et ainsi le couplage de l'onde. Ceci pourrait être envisagé par 

des molécules avec des terminaisons oxiranes (oxyde d'éthylène), idéalement d'une longueur 

de l'ordre de quelques anticorps, créant des liaisons covalentes entre eux au niveau de leurs 

acides aminés (cf. Fig. II‒7).  

L'autre objectif de ces améliorations serait de permettre la modélisation théorique des 

résultats et de pouvoir exprimer la quantité de masse accrochée par analyse des courbes de 

détection.  
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CONCLUSION GENERALE 

La problématique conchylicole du Bassin d'Arcachon a entraîné la création de projets 

ambitieux en termes d'acteurs et de moyens. Divers spécialistes scientifiques ont été 

impliqués pour tenter de comprendre pourquoi et comment les huîtres et autres mollusques 

sont infectés, contaminés par du phytoplancton toxique.  

Dans ce contexte, les laboratoires IMS, ISM et le LIP ont joint leurs connaissances 

pour développer une plateforme à ondes acoustiques pour la détection de phycotoxines. Le 

choix du capteur à ondes de Love s'est fait sur des critères de sensibilité, de facilité 

d'utilisation et de potentiel d'évolution. Une première étape de faisabilité concluante a permis 

de montrer la capacité de notre plateforme à détecter l'acide okadaïque.  

Des anticorps ont été développés grâce au travail d'Etienne Baco. Il a pu synthétiser 

une nouvelle molécule dont une partie est commune aux phycotoxines de la famille des ASP, 

et la relier à une molécule de BSA par un bras espaceur pour lui conférer un pouvoir 

immunogène. Plusieurs solutions de sérum ont été récupérées par saignée des lapins inoculés. 

Elles ont été filtrées et déplétées pour en extraire des anticorps spécifiques. Les tests 

biochimiques préliminaires ont indiqué qu'elles étaient utilisables pour une immuno-détection 

d'acide domoïque et c'est le meilleur sérum qui a été utilisé pour la réalisation de la couche 

sensible du biocapteur.  

La réalisation de la plateforme en elle-même a été suivie avec la même exigence; 

montrer la faisabilité d'une méthode impose de se placer dans les meilleures conditions. Les 

lignes à retard, les cellules de tests et l'électronique d'oscillation ont été sélectionnées et 

validées préalablement. La conception de la partie microfluidique de la plateforme a pris en 

compte les particularités de notre capteur et des espèces à détecter.  
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Les expériences de détection ont pu être réalisées sur deux types de phycotoxines. Il a 

été montré que la biodétection par ondes acoustiques est tout à fait réalisable avec notre 

protocole, en l'adaptant à la toxine à mesurer.  

Les résultats obtenus sont plutôt satisfaisants mais restent qualitatifs, ne fournissant 

qu'une réponse tout-ou-rien. L'amélioration de notre plateforme vers un système quantitatif 

nécessitera une meilleure reproductibilité des couches constituant notre capteur, du système 

de transduction au biorécepteur, ainsi que des éléments associés (cellule microfluidique de 

contrôle du convoyage des espèces vers la surface, protocoles chimiques et biologiques 

utilisés) pour en faire un bon moyen complémentaire au test chimique maintenant de vigueur.  
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ANNEXES 

!"#$%&'%(&)"*+,-%(&

!"! #$%&'()*+,-&."""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""".!/0!

1"! 2$34(4+5.6&.+$34'&7.($%%,'5%&'+.-&'($'+-5&7."""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""".!89!

/"! :-$+$($)&7.&3;5-4%&'+*,3."""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""".!8!!

!"#$%"%&'()*+,*-%).*+/*0/1,"/*2*0()&%3/*+/1*.%$&/,"14*5555555555555555555555*676!

8#&/.&'()*+/*9:%.'+/*(;%+%<=,/4*555555555555555555555555555555555555555555*67>!

8#&/.&'()*+/*9:%.'+/*+(0(<=,/4* 555555555555555555555555555555555555555555*67?!
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1. Nomenclature 

Liste non exhaustive des principaux sigles et acronymes utilisés:  

"#$%&'%(%)*!+"#,%&-* ./01230*!&4)'$1'%&1*!5!678'%8!(*!&%#!9/01230*&!(:$%&'%(%)**

;2!"* ;)'%2/86&!7)'%<72%(*!(/9/=>3**

;2!#* ;)'%2/86&!7)'%<72%(*!/?7(7=>3**

;@* ;2%(*!@/9/=>3**

;@A!B!;CA* ;2%(*!@1&/#48%D/A3201%>3*!B!;2%(*!C%D/A3201%>3**

;@<E$48* ;2%(*!(/9/=>3*!2/3601!5!07!'$48/F0/D30%)**

;AGHG!+*#<;IGG;-* ;F*)2*!A7'%/)70*!(*!G1238%'1!G7)%'7%8*!(*!0:70%9*)'7'%/)J!(*!0!:*)K%8/))*9*)'!

*'!(3!'87K7%0*

;L* ;2%(*!L?7(7=>3**

;L;M* ;&&/2%7'%/)!LN!;)704'%270!M/993)%'%*&*

;GMLO;C* ;66/8'!GM%*)'%N%>3*!5!07!68/D0197'%>3*!L&'81%2/0*!(3!O7&&%)!(:;C272$/)J!

PQQR<PQQS*

;GT* ;9)*&%2!G$*00N%&$!T/%&/)%)F*

OG;* O/K%)*!G*839!;0D30%)**

MIT* M%F37'*87!I%&$!T/%&/)%)F*

MACG* M*)'8*!A7'%/)70!(*!C*2$*82$*!G2%*)'%N%>3**

@ULU* @*)&%'1!L6'%>3**

@7!+@70'/)-* V!WJ"RUWQ
$%&
F*

@GT* @%788$*%2!G$*00N%&$!T/%&/)%)F*

HXYG;* H)Z49*<X%)?*(!Y99)3)/G/8D*)'!;&&*4*

HTLM!+07D/87'/%8*-* H)K%8/))*9*)'&!*'!T701/*)K%8/))*9*)'&!L217)%>3*&!*'!M/)'%)*)'73#*

I;L* I//(!7)(!;F8%230'38*!L8F7)%Z7'%/)!/N!'$*![)%'*(!A7'%/)&*

I@;* I//(!7)(!@83F&!;(9%)%&'87'%/)*

IH@HC* I/)(&!H38/61*)!(*!@HK*0/66*9*)'!C1F%/)70!*

\TEG* +]<\042%(40T8/640-!E8%91'$/#4G%07)*!*

Y@E* Y)'*8@%F%'*(!E87)&(32*8*

YICH.HC* Y)&'%'3'!I87)^7%&!(*!C*2$*82$*!6/38!0:H#60/%'7'%/)!(*!07!.HC*

YF\* Y993)/F0/D30%)*!(*!'46*!\*

Y.G!+07D/87'/%8*-* Y)'1F87'%/)!(3!.7'18%73!73!G4&'_9**

YG.!+07D/87'/%8*-* Y)&'%'3'!(*&!G2%*)2*&!./012307%8*&*

X;;G!+07D/87'/%8*-* X7D/87'/%8*!(:;)704&*!*'!(:;82$%'*2'38*!(*&!G4&'_9*&*

X''* @%&'7)2*!2*)'8*<5<2*)'8**

XMC* X7D/87'/%8*!M/993)73'7%8*!(*!C1N18*)2**

XYT!+07D/87'/%8*-* X7D/87'/%8*!(:Y99)30/F%*<T787&%'/0/F%**

XAC* X7D/87'/%8*!A7'%/)70!(*!C1N18*)2**

XLI!+07D/87'/%8*-* X7D/87'/84!LN!'$*!I3'38**
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.@;!+1>3%6*-* .%28/&4&'_9*&!5!@1'*2'%/)!;2/3&'%>3**

AGT* A*38/0/F%2!G$*00N%&$!T/%&/)%)F*

LG`[;C* LG'81%230'38*!*'!`[70%'1!(3!9%0%*3a!7668/2$*!(4)79%>3*!(3!D7&&%)!

(:;C272$/)J!PQQS<PQWW*

T@.G* T/04@%.1'$40G%0/#7)*!*

TH\* T/041'$40_)*!F042/0!*

TGT* T78704'%2!G$*00N%&$!T/%&/)%)F*

`M.* `378'Z!M84&'70!.%28/D707)2**

CCX;* C1&*73!(*!C*2$*82$*!X%''/870!;>3%'7%)*

G;.* G*0N!;&&*9D0*(!./)/074*8*

G;b* G38N72*!;2/3&'%2!b7K**

GOOO* G'78'%)FO0/2?!O0/2?%)F!O3NN*8*

EOG* E8%&!O3NN*8!G70%)**

E$48* E$48/F0/D30%)**
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2. Toxicité de toxines communément rencontrées 

Le tableau ci-après exprime la concentration nécessaire à une toxine donnée pour 

provoquer la mort de la moitié des souris injectées (dose létale à 50%, DL50). Plus cette 

valeur est faible, plus la toxine est dangereuse. 

TOXINES

(avec nombres de dérivés) 
DL 50 SUR SOURIS

(en µg/g) 

Acide domoïque (7) 120 

Acide okadaïque 190 

Brevetoxine 100-200 

Saxitoxine (21) 9-11 

Tetrotoxine 8-20 

Ciguatoxine (8) 0,25-3,6 

Venin du Taipan australien (serpent) 13 

Venin de vipère commune 7000 
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3. Protocoles expérimentaux 

Préparation du banc de mesure / montage des capteurs: 

- Allumer le bac chauffant, l'alimentation générale, l'ordinateur, les fréquencemètres.  

- Positionner un tube de 200 ml de solution tampon (TBS) dans le bac pour 

préchauffage.  

- Insérer délicatement les capteurs (substrats) sur leur socle et visser la partie 

intermédiaire (avec contacts électriques).  

- Régler la voie 1 de l'alimentation à 15V et augmenter la tension sur la voie 2 jusqu'à 

affichage de la fréquence de synchronisme des capteurs sur les fréquencemètres 

correspondants.  

- Positionner la puce microfluidique en PDMS en s'aidant des épaulements, puis visser 

le capot par-dessus.  

- Insérer un cône à l'entrée du circuit fluidique de chaque ligne (au centre de la puce).  

- Insérer une tubulure dans les sorties de la puce.  

- Connecter une seringue (piston enfoncé au maximum) à l'extrémité de chaque tubulure.  

- Injecter 200 µl de TBS dans chaque cône d'entrée.  

- Pour chaque ligne, tirer manuellement sur le piston de la seringue et contrôler si le 

niveau de liquide dans le cône baisse de manière continue et que l'oscillateur continue 

de fonctionner correctement (la fréquence diminue typiquement de quelques kilohertz 

en présence de liquide).  

- Réinjecter 200 µl de TBS dans chaque cône d'entrée.  

- Positionner les seringues sur le pousse-seringue, de manière symétrique par rapport à 

la vis sans fin, en serrant d'abord les seringues puis les pistons.  

- Démarrer le pousse-seringue de façon à aspirer 100 µl à un débit de 100 µl/min en 

surveillant la vitesse de baisse des niveaux de liquide dans chaque cône.  

- Baisser le débit à 10 µl/min et lancer le programme d'acquisition.  
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Détection de l'acide okadaïque: 

- Ligne de base : Attendre la stabilisation de la fréquence de synchronisme (<100 Hz 

sur 2 min) sous TBS à 10 µl/min. 

- Anticorps : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, marquer l'étape 

(Anticorps), ajouter 20 µl d'anticorps anti-acide okadaïque (dilué à 1/100, débit à 

10 µl/min) dans les cônes et démarquer l'étape. 

- Attendre 2 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS. 

- Saturant : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, marquer l'étape 

(Saturant), ajouter 20 µl d'agent saturant (SBBB, débit à 10 µl/min) sur les deux lignes, 

démarquer l'étape. 

- Attendre 2 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS. 

- Acide Okadaïque / 6xHistidine : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes 

d'entrée, diminuer le débit à 1 µl/min, marquer l'étape (Acide Okadaïque / 

6xHistidine), ajouter 20 µl d'acide okadaïque (2 µg) sur la ligne de test, et 20 µl de 

6xhistidine (2 µg) sur la ligne de contrôle, démarquer l'étape. 

- Attendre 20 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS, puis augmenter le débit à 

10 µl/min. 

- Anticorps 2 : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, diminuer le 

débit à 1 µl/min, marquer l'étape (Anticorps 2), ajouter 20 µl d'anticorps anti-acide 

okadaïque (dilué à 1/100) sur les deux lignes, démarquer l'étape. 

- Nettoyage final : Attendre 20 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS puis augmenter 

le débit à 100 µl/min. 

- Fin du protocole. 
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Détection de l'acide domoïque: 

- Pré-mélange : Pré-mélanger 24 µg d'anticorps anti-acide domoïque (60 µl) avec 

200 ng d'acide domoïque (2 µl) avec un agitateur / vortex pendant 30 min. 

- Ligne de base : Attendre la stabilisation de la fréquence de synchronisme (<100 Hz 

sur 2 min) sous TBS à 10 µl/min. 

- Anticorps : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, marquer l'étape 

(Anticorps), ajouter 20 µl d'anticorps anti-acide domoïque pré-mélangés (AcAD+AD, 

8 µg, débit à 10 µl/min) sur la ligne de test, et 20 µl d'anticorps anti-acide domoïque 

seuls (AcAD, 8 µg, débit à 10 µl/min) sur la ligne de contrôle, démarquer l'étape. 

- Attendre 2 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS. 

- Saturant : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, marquer l'étape 

(Saturant), ajouter 20 µl d'agent saturant (SBBB, débit à 10 µl/min) sur les deux lignes, 

démarquer l'étape. 

- Attendre 2 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS. 

- AD-Thyr : Lorsqu'il ne reste plus que 50 µl dans les cônes d'entrée, diminuer le débit à 

1 µl/min, marquer l'étape (AD-Thyr), ajouter 20 µl d'acide domoïque-thyroglobuline 

(2 µg) sur les deux lignes, démarquer l'étape. 

- Nettoyage final : Attendre 20 minutes avant d'injecter 200 µl de TBS puis augmenter 

le débit à 100 µl/min. 

- Fin du protocole. 

Les quantités, concentrations, débits, etc, peuvent être ajustés par l'expérimentateur pour 

évaluer les différents paramètres influençant la détection des phycotoxines. 
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