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Introduction générale

%s dernieres années, d’importants besoins dans les domaines de la biologie et de la
médecine ont suscité un vif intérét pour le développement de bio-capteurs. Ils permettent
une analyse précise et rapide d’éléments biologiques qu’il s’agisse de milieux biolo-
giques liquides (sang, urines...) ou des particules biologiques (cellules, bio-molécules,
ADN...). Le domaine de la biologie cellulaire et moléculaire sont des domaines qui
attendent beaucoup du développement de tels dispositifs. Dans ce contexte, différentes
méthodes de bio-analyse ont donc été développées. Elles peuvent étre essentiellement op-
tiques, mécaniques, chimiques, enzymatiques ou €lectriques. Ces caractérisations d’échan-
tillons de taille tres réduite nécessitent le développement de nouveaux outils d’analyse et
de diagnostic du vivant. Elles requicrent en effet des résolutions nanométriques a micro-
métrique pour étre dans le méme ordre de grandeur que les cibles biologiques visées,
ce n’est pas sans poser des problemes de sensibilité liée par la réduction du volume des
échantillons, et ceci tout en cherchant a réduire les colits et le temps d’analyse.

Les systemes de bio-analyse par voie optique ont fait I’objet d’intenses recherches
depuis déja plusieurs années. Ils ont montré des performances intéressantes notamment
avec la cytométrie en flux qui permet une analyse efficace des systemes biologiques et
qui est aujourd’hui une des techniques de caractérisation les plus utilisées dans les labo-
ratoires de biologie. Ces systemes présentent en revanche certains inconvénients comme
leur complexité de mise en ceuvre ainsi que le recours nécessaire a des biomarqueurs spé-
cifiques qui peuvent influencer chimiquement I’entité biologique a analyser, de sorte que
cette derniere peut difficilement étre réutilisée apres cette analyse pour des investigations
supplémentaires par exemple.

En revanche, I'utilisation des techniques de la microélectronique dans le domaine
des biocapteurs permet en particulier, d’envisager la production massive de capteurs ra-
pides, fiables et faible colit. Le développement des capteurs électroniques RF miniaturisés
connait un intérét croissant grace notamment au développement de la microélectronique
qui apporte de nouvelles possibilités et perspectives au domaine biomédical. Ces tech-
niques permettent des mesures précises des propriétés de diverses substances et le déve-
loppement d’outils d’analyse ne nécessitant pas le recours a des marqueurs spécifiques. En
particulier, associée a I’utilisation des hautes fréquences, cette technologie permet la mi-
niaturisation des biocapteurs qui atteignent des sensibilités compatibles avec une analyse
a I’échelle de la cellule unique, et notamment 1’interrogation et 1I’analyse du contenu intra-
cellulaire. Ce dernier point représente aujourd’hui un enjeu majeur dans la compréhension
de nombreux phénomenes biologiques tels que 1’apoptose cellulaire (mort cellulaire) ou
encore le développement de cancers sans avoir recours a un marquage des cellules. En pa-
rallele, le développement de la technologie microfluidique présente 1’intérét de s’adapter a
des structures miniatures. En particulier, I’intégration de fonctionnalités microfluidiques
sur des circuits électroniques RF permet de travailler avec des petits volumes d’échan-
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tillons circulant dans des canaux de taille micrométrique voire nanométrique et donc a
I’échelle des cibles biologiques visées. Aussi, le couplage entre des réseaux microflui-
diques et des capteurs exploitant les ondes électromagnétiques permet d’effectuer des
analyses non invasives sur des cellules biologiques en milieu liquide tout en minimisant
la perturbation introduite par le liquide sur la réponse RF du dispositif. Cette technique
permet d’extraire les propriétés diélectriques internes des particules et permet d’envisager
de travailler a I’échelle de la cellule unique pour des études statistiques. Il en résulte le
développement de systemes de mesure sur des cellules vivantes en suspension dans leur
milieu de culture, et de suivi en quasi temps réel, des processus biologiques mal connus. 1l
est donc possible, grace aux ondes RF, de pénétrer et d’imaginer le milieu intracellulaire
d’une cellule pour étudier les propriétés diélectriques et enfin il est possible de tendre vers
des systemes d’analyse complets et portables.

L’exploitation des ondes électromagnétiques hyperfréquences est en effet judicieuse a
bien des égards pour 1’analyse de milieux biologiques. Dans ce contexte, nous avons dé-
velopé une méthode de caractérisation basée sur I’interaction des cellules avec des ondes
électromagnétiques. Elles s’appuie sur une zone dite d’analyse ol un canal microfluiquide
assure le passage des cellules biologiques ciblées. De nombreuses techniques, résonantes
ou large bande, permettent I’analyse des propriétés diélectriques des cellules. Mes travaux
de these concernent le développement et 1’optimisation de biocapteurs pour I’analyse de
liquides ainsi que de solutions cellulaires, sensibles et miniaturisé, basés sur une méthode
de détection électrique et capables de fonctionner aux fréquences RF et micro-ondes. Ces
gammes de fréquences sont d’un grand intérét, car les ondes peuvent traverser la mem-
brane cellulaire pour sonder le contenu intracellulaire. Les propriétés diélectriques sont
informatives sur la nature de la cellule ainsi que sur de nombreux parametres biologiques
(comme par exemple son état pathologique ou encore son stade de différenciation). Com-
binées aux micro-technologies, elles permettent aussi d’obtenir des dispositifs d’analyse
de taille tres réduite pour étre compatible avec la taille d’une cellule unique et ainsi at-
teindre une sensibilité accrue au niveau de la cellule.

En particulier, le principe de bio-détection mis a profit dans le cadre de cette these,
repose sur I’utilisation de dispositifs planaires, large bande et basés sur une détection
capacitive par nature tres sensible a de petites variations de parametres.

Dans ce mémoire, nous allons tout d’abord présenter un état de I’art des techniques
hyperfréquences pour 1’analyse des matériaux diélectriques ainsi que pour I’analyse des
propriétés physiques des cellules biologiques.

Nous introduirons également les notions fondamentales sur la spectroscopie diélec-
trique hyperfréquence, les matériaux, les propriétés diélectriques et les phénomenes de
relaxation et de polarisation associés, ainsi que sur les modeles empiriques permettant de
décrire ces phénomenes.

Ce manuscrit est organisé en cinq chapitres :

Le premier chapitre permet de définir le contexte de notre travail de these. Nous ver-
rons, dans une premiere partie, la définition de 1’onde électromagnétique et ses appli-
cations dans les différents domaines ainsi que la méthode de spectroscopie diélectrique
hyperfréquence. La seconde partie est consacrée a présenter les différentes technologies
microfluidiques hyperfréquences qui sont actuellement utilisées pour la caractérisation
diélectrique de matériaux et de cellules biologiques. Ces méthodes seront décrites afin
de distinguer leur principe de fonctionnement, leur domaine de validité diélectrique, leur
précision de caractérisation de la permittivité diélectrique et de la tangente de pertes et




Introduction générale

surtout les conditions nécessaires imposées sur les échantillons a caractériser.

Le deuxieme chapitre de ce manuscrit présentera la technique de caractérisation hy-
perfréquence par spectroscopie diélectrique ainsi que les mesures de milieu liquide ef-
fectuées a I’aide d’une sonde coaxiale a extrémité ouverte. Ces mesures nous permettent,
combinées a des données expérimentales issues de la littérature, de caractériser les pro-
priétés diélectriques de matériaux. La deuxieme partie de ce chapitre sera dédiée aux
différents procédés de fabrication des microcomposants retenus afin de mener a bien des
mesures hyperfréquences de milieux fluidiques, réalisés au sein de la plateforme techno-
logique d’ESIEE-Paris. Ces micro-dispositifs d’analyse d’échantillons a I’échelle micro-
métrique, visant ici des applications dans les domaines biologique et médical, sont aussi
connus sous le nom de « Lab-on-chip » ou laboratoire sur puce.

Le troisieme chapitre présente les composants et les techniques développées pour ap-
pliquer la spectroscopie diélectrique hyperfréquence de liquides. Les volumes de liquide
seront a I’échelle du sub-nanolitre (assurant une forte miniaturisation des volumes d’ana-
lyse) et pourront contenir des cellules biologiques vivantes dans leur milieu de culture.
Il retrace ainsi les étapes de conception et caractérisation de biocapteurs hyperfréquences
large bande pour I’analyse diélectrique de solutions aqueuses. Une partie de ce chapitre
présentera une nouvelle technique de caractérisation hyperfréquence en large bande par
une spectroscopie diélectrique. Nous présenterons également nos différents résultats expé-
rimentaux obtenus avec des fluides. Les structures proposées nous permettent de mesurer
la permittivité large bande avec une haute sensibilité.

Le quatrieme chapitre est dédié a la caractérisation expérimentale et a la modélisation
électromagnétique de dispositifs passifs intégrés ainsi que des interconnexions associées,
afin de pouvoir, via un procédé d’épluchage ou de « de-embedding », extraire I’admittance
complexe du matériau cible a partir des parametres S mesurés. Ce procédé permet d’élimi-
ner des résultats de la mesure sous-pointes 1’effet des transitions jusqu’a la zone sensible.
Ce procédé est décrit en détail dans ce chapitre. Les résultats expérimentaux obtenus par
ce procédé d’extraction sont confrontés a ceux obtenus par modélisation électromagné-
tiques a I’aide du logiciel commercial HFSS d’ Ansys afin de les valider et les utiliser dans
la suite de nos travaux.

Le dernier chapitre propose des capteurs dédiés a la spectroscopie diélectrique hy-
perfréquence opérant au niveau de la cellule unique, pour permettre a terme 1’analyse et
le suivi des effets intracellulaires de I’électroporation sur des cellules vivantes dans leur
milieu de culture et ceci sur une large bande fréquentielle. Nous présentons de maniere
plus détaillée les méthodes d’analyse des propriétés des cellules ainsi que la performance
du biocapteur en fonction du couplage électromagnétique avec la particule dans la zone
d’analyse. Ces études préliminaires nous permettent de mieux comprendre et prédire le
comportement du capteur une fois réalisé le piégeage d’une particule dans la zone sen-
sible.
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1.1. Les ondes électromagnétiques dans le domaine hyperfréquence

L’acces aux caractéristiques des cellules biologiques, et notamment au niveau de la
cellule unique [1] est d’'une importance primordiale et a conduit au développement d’ou-
tils performants d’analyse a 1’échelle cellulaire et moléculaire. Ceux-ci sont néanmoins
pour une large majorité invasifs et nécessitent des méthodes de marquage avec des fluo-
rochromes, qui peuvent induire des modifications cellulaires et donc des observations er-
ronées ou indésirables. Le développement de nouveaux instruments d’analyse cellulaire
et moléculaire non invasifs représente par conséquent un défi important et attrayant pour
les chercheurs avec des applications en biochimie, biologie et sciences biomédicales.

La caractérisation de matériaux en spectroscopie diélectrique par réflectométrie fré-
quentielle est un procédé connu qui permet la caractérisation de milieux homogenes, in-
homogenes et/ou poreux (béton, milieux biologiques, ...). Plusieurs technologies sont
présentées dans la littérature, chaque technologie se basant sur une méthode d’analyse
différente opérée sur une bande de fréquence définie et une zone sensible spécifique (vo-
lume d’analyse) [2—4].

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans le cadre de la caractérisation
diélectrique des cellules biologiques dans leur milieu de culture, avec I’objectif d’opé-
rer a I’échelle de la cellule unique. Pour cela, I’extraction de la permittivité diélectrique
complexe se fait par la méthode de spectroscopie diélectrique hyperfréquence. Dans ce
contexte nous nous sommes attardés sur I’interaction des ondes électromagnétiques avec
des milieux biologiques fluides afin de réaliser des biocapteurs de caractérisation hyper-
fréquence large bande.

Nous allons tout d’abord, au travers de ce premier chapitre, introduire et discuter les
méthodes et les instruments les plus couramment utilisés dans le domaine de la carac-
térisation diélectrique hyperfréquence. Pour introduire la méthode de caractérisation di-
électrique, qui fera I’objet des travaux présentés dans les chapitres suivants, nous allons
d’abord présenter les différentes méthodes de caractérisation qui ont été développées ou
qui sont actuellement utilisées pour aborder leurs avantages et inconvénients.

Pour bien appréhender le contexte de notre étude, nous détaillerons le principe de me-
sure des propriétés diélectriques HF d’un matériau. Nous étudierons les comportements
des parametres diélectriques en fonction de la fréquence. Une partie de ce chapitre sera
donc consacrée a la présentation générale des matériaux diélectriques et des phénomenes
de relaxation et de polarisation associés.

Enfin, nous présenterons un état de I’art des dispositifs développés pour la caractéri-
sation hyperfréquence des propriétés di€lectriques des matériaux, en commengant par les
structures macroscopiques avant de nous focaliser sur les structures microfluidiques et,
pour finir, sur celles dédiées a la caractérisation de cellules biologiques.

1.1 Les ondes électromagnétiques dans le domaine hy-
perfréquence

Une onde électromagnétique (EM) est le résultat de la vibration couplée d’un champ
électrique et d’un champ magnétique variables dans le temps. Elle est susceptible de se
propager dans I’air comme dans le vide & une vitesse constante (¢ = 3.108m.s7! : vitesse
de la lumiere dans le vide). L’onde électromagnétique se propage aussi dans la matiere
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sans modifier de fagon permanente ses propriétés et est capable de transporter des infor-
mations. Les variations du champ électrique et du champ magnétique sont liées par les
équations de Maxwell [5].

Les ondes électromagnétiques sont classées en fonction de leur longueur d’onde dans
le vide ou de leurs fréquences (Fig. 1.1). Elles sont caractérisées par leur période T ou
leur fréquence f. Leur longueur d’onde est définie par la distance parcourue par I’onde
pendant une période T a la vitesse v :

v
A=vT 7 (1.1)

En revanche, la longueur d’onde dépend des conditions de propagation (vitesse de
propagation).

Les ondes électromagnétiques occupent I’univers entier et cela a été découvert par les
physiciens américains R. W. Wilson et A. A. Penzias en 1964 [6-8]. Elles sont omnipré-
sentes dans le monde actuel des communications et de la haute technologie [9, 10]. Elles
sont utilisées dans la transmission des données [11] et dans les domaines militaires [12],
médical [13], de I’instrumentation scientifique [14, 15] (résonance de spin électronique,
ESR en anglais/spectroscopie de résonance ferromagnétique, FMR en anglais), des ra-
dars ou encore des satellites ... Elles sont présentes dans de nombreux secteurs industriels
telles que I’automobile, le traitement informatique ou encore 1’instrumentation hyperfré-
quence [16-20]. Par ailleurs, le traitement de signaux hyperfréquences dans la gamme de
5 a 50 GHz est exploité pour des applications de sécurité, militaires et de communica-
tion [20, 21]. Ces ondes jouent déja un role important dans le développement des villes
intelligentes avec les transports intelligents, 1’énergie intelligente, les soins médicaux in-
telligents [22].
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Figure 1.1 — Les différentes bandes du spectre électromagnétique.

La Fig. 1.1 montre un spectre électromagnétique avec la définition de ses différentes
bandes. La Fig. 1.2 montre des exemples emblématiques de certaines des applications
modernes des micro-ondes.

Les micro-ondes correspondent a des longueurs d’ondes approximativement dans la
gamme de 1 metre (300 MHz) a 1 millimetre (300 GHz), c’est-a-dire inférieures a celles
du spectre radiofréquence.
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Figure 1.2 — Les micro-ondes dans le spectre électromagnétique vont de 300 MHz (1m) a
300 GHz (Imm) [8]. Des micro-ondes sont présentes dans : (a) l'univers entier, une vue
micro-ondes capturée par le satellite Planck de I’Agence spatiale européenne [23]; b) la
technologie numérique [24, 25]; c) lutilisation biomédicale [26]; d) les télécommuni-
cations ; e) le développement des villes intelligentes [22] et f) 'infrastructure et réseaux,
détection de fuite, etc.

1.1.1 Utilisation des ondes EM dans le domaine médical

Sur la Fig. 1.3, nous montrons, a titre d’illustration, I’une des applications des ondes
électromagnétiques supports des signaux entrant et sortant de capteurs magnétiques a
micro-fils implantés chez des patients afin de suivre la récupération postopératoire suite a
une opération chirurgicale [13].

Le champ électromagnétique rayonné traverse les tissus et est diffracté par I'implant, a
savoir un fil, un film ou une tige. Une partie du champ diffracté est détectée par le récepteur
ou I'information est alors traitée. Ce principe est également utilis€ dans les sciences de
I’atmosphere [25] et dans les radars a canon pour détecter des objets rapides.

Une deuxieme application des ondes électromagnétiques dans le domaine médical est
I’imagerie par résonance magnétique (IRM) présentée sur la Fig. 1.4. C’est une technique
d’imagerie médicale qui repose sur le couplage entre le moment magnétique du noyau
atomique et le champ magnétique statique (Bg) extérieur. Elle est non-invasive, indolore,
fiable et permet d’obtenir des vues en 2D et 3D de I’ensemble des tissus du corps hu-
main tout en permettant de traduire les propriétés tissulaires a partir du spectre chimique.
Ce procédé d’imagerie repose sur un certain nombre de mécanismes de contraste qui re-
fletent, quoique de maniere trés compliquée, les propriétés microscopiques des tissus.
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Figure 1.3 — Les micro-ondes pour interroger les capteurs magnétiques a micro-fils im-
plantés chez les patients afin de suivre la récupération postopératoire [13]. L’émetteur-
récepteur abrite a la fois la source et le détecteur micro-ondes.

Figure 1.4 — Imagerie médicale par IRM (gauche), Résonnance de spins de protons en
présence du champ magnétique externe (droite).

Cette technique est basée sur 1’observation de la résonance magnétique nucléaire
(RMN) des protons de I’eau qui constitue environ 70% du corps humain (en masse).
En effet, le proton H+ est naturellement abondant dans 1’eau et tres sensible a la RMN.
Le proton est I’atome stable présentant le plus grand moment magnétique. L’intensité du
signal observé va donc dépendre de la concentration en eau dans le corps du patient et
aussi du temps de relaxation des spins nucléaires.

Les micro-ondes sont également utilisées pour traiter des tumeurs cancéreuses. En
effet, I’application de champs électriques modifie la perméabilité des membranes plas-
miques de cellules biologiques ce qui peut grandement faciliter la pénétration de molé-
cules anticancéreuses a I’intérieur des cellules [27,28].

Nous allons, grace a la micro-électronique et aux micro-technologies, mettre a profit
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ces propriétés des signaux micro-ondes pour concevoir des biocapteurs miniaturisés per-
mettant I’analyse cellulaire par spectroscopie diélectrique micro-ondes. Nous mettrons
ainsi au point une méthode ne nécessitant pas le recours a des marqueurs et permettant de
sonder le contenu intra cellulaire, par des ondes électromagnétiques afin d’en extraire des
informations sur le type cellulaire étudié, ainsi que sur son état pathologique.

1.1.2 Effets possibles des rayonnements électromagnétiques micro-
ondes sur les étres vivants

Les rayonnements micro-ondes présentent des risques potentiels sur la santé des étres
vivants qui sont exposés a des niveaux variables de champs électromagnétiques radio-
fréquences. Les dangers varient selon la distance des antennes émettrices (Fig. 1.5), la
présence de réémetteurs (structures métalliques, batiments...), le nombre de communica-
tions de la station et la position de 1’utilisateur par rapport a I’orientation de I’antenne.

Les structures biologiques (crane, organes, cellules, molécules) exposées aux micro-
ondes peuvent entrer en résonance avec des fréquences particulieres lorsque leur taille
approche la moitié de la longueur de I’onde incidente. Les longueurs d’onde des systemes
cellulaires de téléphonie (12 a 37 cm) sont de I’ordre de grandeur des structures biolo-
giques et, par conséquent, sont capables d’exercer des influences sur les organismes vi-
vants. De subtils changements dans la conformation de I’architecture moléculaire peuvent
étre provoqués par 1’énergie absorbée ce qui provoque des altérations biochimiques par
détérioration de 1’activité enzymatique [29].

(b)

Figure 1.5 — Rayonnements émis lors de ['utilisation d’un téléphone portable, (b) Aug-
mentation de température marquée pres de la zone ou la personne tient son portable.

Les champs électromagnétiques a haute fréquence ont donc des conséquences poten-
tielles sur la santé. Les effets sur 1’organisme pourraient étre 1’altération des systémes
nerveux et endocrinien, I’échauffement des tissus biologiques, les troubles visuels, etc.
Les micro-ondes émises par le portable pourraient donc avoir des effets négatifs a long
terme sur le systeme nerveux [30,31] et sur la fonction cognitive [32], de méme que sur le
sommeil [33] et la réplique électrique cérébrale (Electroencéphalogramme (EEG) [34,35].
Ces ondes pourraient provoquer des céphalées et d’autres altérations du systéme nerveux
chez I’homme.
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De plus, les micro-ondes, ont pour particularité d’étre absorbées par les molécules
d’eau qui composent environ 70% du corps humain et notre cerveau baignant dans le
liquide cérébro-spinal est lui-méme composé a 99% d’eau. Lors de cette absorption, les
liaisons hydrogenes des molécules d’eau s’agitent ce qui produit un échauffement. Pour
information, le portable ne posseéde aucun élément pour protéger 1’utilisateur des ondes
émises et il recoit par conséquent directement les ondes.

La Fig. 1.5b montre I’intérieur de la téte d’un individu en train de téléphoner. On
remarque une augmentation de température marquée pres de la zone ot la personne tient
son portable, qui est de plus en plus faible en s’éloignant de cette zone. Ainsi, on estime
que lors d’un appel téléphonique d’une demi-heure, la température du cerveau augmente
localement de 2 a 3 degrés Celsius. Cependant, notre cerveau est protégé par le cortex qui
peut absorber une augmentation de température de 1 degré.

Dans les études traitant des effets des rayonnements de téléphonie sur les étres vivants,
il est nécessaire de tenir compte des caractéristiques techniques de sources de rayonne-
ment (puissance, rendement, fréquences et intensités), de leur hauteur par rapport au sol,
de la distance et la hauteur a laquelle se trouve 1’étre vivant et de la topographie locale.
L’indice de débit d’absorption spécifique (DAS) (ou Specific Absorption Rate (SAR) en
anglais) est un indicateur permettant de mesurer la quantité d’énergie rayonnée absorbée
par le corps lors de I'utilisation d’un téléphone mobile ou d’un appareil radioélectrique.
L’indice DAS maximal autorisé en Europe est limité a 2 W/kg. Le débit d’absorption
spécifique DAS se calcule a partir de 1’élévation de température dT/dt dans les tissus :
DAS = cﬁé—f ou ¢; représente la capacité thermique du tissu en J/(kg.K).

1.1.3 Diagnostic des structures de génie civil par ondes EM

Il existe également un grand nombre d’utilisations des ondes €électromagnétiques pour
le diagnostic dans le domaine du génie civil, des infrastructures et des réseaux de dis-
tribution comme le montre la Fig. 1.6 : caractérisation hydrique de bétons par méthodes
électromagnétiques par exemple, suivi de I’évolution de la corrosion et détection des dé-
gradations dans le béton, étude de la corrosivité des sols, imagerie des systemes racinaires
dans les ouvrages hydrauliques, etc. D’autres applications des ondes électromagnétiques
en génie civil visent essentiellement a détecter des cavités [36], la délamination dans les
tabliers de ponts [37, 38], la localisation de canalisations [39], & mesurer la profondeur
d’armatures [40—42], I’épaisseur des dalles et des éléments en béton, I’épaisseur de la
couche de roulement des chaussées [38] et a déterminer la teneur en eau et en chlorures
dans le béton et le mortier [43,44].

Suivant les matériaux, les ondes électromagnétiques sont réfléchies, transmises ou ab-

sorbées différemment. Leurs propriétés en réflexion et/ou en transmission peuvent alors
fournir des informations sur les milieux rencontrés.
Dans cette partie de ce chapitre nous présentons des méthodes qui ont été proposées pour
la caractérisation des matériaux diélectriques dans la bande ISM (industriel, scientifique
et médical). Les paragraphes suivants décrivent plus en détail ces différentes techniques
de mesure des propriétés diélectriques. Il est introduit le phénomene de relaxation diélec-
trique avec le concept de permittivité complexe et son comportement fréquentiel, qui rend
compte de I’énergie absorbée par le matériau.
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Figure 1.6 — Application des micro-ondes dans le domaine du génie civil et de ’infra-
structure et réseau : a) La corrosion de béton, b) La corrosivité des sols, c) Les ouvrages
hydrauliques.

1.2 Spectroscopie diélectrique hyperfréquence

La caractérisation des matériaux par onde électromagnétique, a I’exception des mé-
thodes résonantes, se base sur I’analyse de 1’onde réfléchie sur 1’objet et/ou de 1’onde
transmise au travers de ce dernier. Le principe de base de la réflectométrie peut étre com-
pris facilement en considérant le cas canonique de la réflexion d’une onde plane sur un
milieu semi-infini a caractériser (Fig. 1.7); les coeflicients de réflexion et de transmission
sont dans ce cas connus de fagon analytique (coeflicients de Fresnel) et s’écrivent en fonc-
tion de la permittivité €* du milieu ainsi que de I’angle d’incidence et de la polarisation
de I’onde incidente. Ainsi, les coefficients de réflexion s’écrivent suivant la polarisation
TE ou TM de I’onde incidente :

Ve cosb; — Ve* cos b,

Rrg = (1.2)
\eocosb; + Vet cos,
et
€0 Ccosb; — Ve*cosO;
Ryay = Veo cos 6, — Ve* cosb; (13)
\€ocos O, + Ve cos;
ou I’angle de transmission ; est donné par [45] :
Ve  cost, — \eo sin6; (1.4)
Ve* cosb, — Ve sinb; (1.5)
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Figure 1.7 — Illustration du mécanisme fondamental de la réflectométrie : réflexion d’une
onde plane a Uinterface entre [’air et un milieu diélectrique semi-infini.

La Fig. 1.7 montre qu’il y a une relation entre les différences de permittivité air et
milieu a caractériser- et la réflexion du champ électromagnétique. Toute nos mesures se-
ront basées sur la détermination de la permittivité a déterminer d’apres 1’onde réfléchie
ou transmise.

La spectroscopie diélectrique est une technique de mesure permettant de caractériser
I’interaction entre un champ électrique et les échantillons en fonction de la fréquence.
Elle est basée sur la détermination de la permittivité complexe. Elle permet de fournir des
informations sur la composition interne de la matiere. Elle présente certains avantages par
rapport a d’autres méthodes comme 1’analyse optique ou chimique : elle est rapide, facile
a mettre en ceuvre, nécessite peu ou pas de préparation de I’échantillon et elle peut étre
non destructive et/ou peu destructive. Le phénomene résultant, a savoir la polarisation
de la matiere, peut s’exprimer au moyen de la permittivité complexe en fonction de la
fréquence, qui caractérise les fluctuations de densité de charges dans la matiere.

1.2.1 Notions fondamentales sur la polarisation des matériaux et les
propriétés diélectriques

Les matériaux qui nous entourent peuvent étre regroupés en isolant (i.e. diélectrique),
conducteur et semi-conducteur. Lorsqu’on applique un champ électromagnétique a un
matériau diélectrique polarisable mais initialement neutre (sans orientation préférentielle),
ce champ oriente les dipdles suivant sa direction et on parle alors de polarisation (Fig. 1.8).
Cette polarisation met en jeu plusieurs phénomenes de natures différentes : réorientation
des molécules (polarisation dipolaire ou dite d’orientation), leur déplacement (polarisa-
tion atomique ou ionique) ou la déformation du nuage é€lectronique de chaque atome
(polarisation électronique).

La somme des polarisations de chacune des entités du matériau (molécules, atomes et
électrons) représente sa polarisation totale. Les trois catégories de mécanisme de polari-
sation qui interviennent sous 1’effet d’un champ électrique sont :

— La polarisation électronique, toujours présente quel que soit I’état du matériau (so-
lide, liquide ou gazeux), résulte de la déformation du nuage électroniques et est
habituellement établie a des temps trés courts (~ 10712s) soit des fréquences tres
élevées (PHz)
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Figure 1.8 — Polarisation d’un milieu diélectrique par un champ électrique.

— La polarisation atomique est due aux déplacements atomiques au sein d’une mo-
lécule par rapport a leur position d’équilibre. Cette polarisation a aussi un temps
d’établissement tres rapide (~ 10713 a ~ 10712s) avec des gammes de fréquence de
I’ordre du THz.

— La polarisation dipolaire ou dite d’orientation résulte des réorientations des molé-
cules qui possedent un moment dipolaire permanent. Ces molécules ont tendance a
s’orienter suivant le sens du champ électrique appliqué. Cette polarisation est forte-
ment dépendante de la température. En raison de la grande diversité des dipoles im-
pliqués et de leur environnement moléculaire, le temps d’orientation de ces dipdles
est beaucoup plus important que dans les deux cas précédents (~ 107 a ~ 107s)
ce qui est associé a des fréquences de 1’ordre du GHz.

Dans I’approximation linéaire, la polarisation macroscopique de 1’échantillon diélec-
trique quantifie I’'impact du phénomene de polarisation sur la réponse électromagnétique
des matériaux et est proportionnelle a 1’intensité du champ électrique externe appliqué

ﬁ
E [46] :

- -
P =yx.e0FE (1.6)

Ou y. et g sont des constantes représentant respectivement la susceptibilité du maté-
riau et la permittivité du vide (g = 8,85418782% 10~ 2Fm™1)

La superposition de la polarisation au champ électrique se quantifie par le champ de
déplacement électrique D induit par la polarisation qui vaut :

- - = —
D=ggE+P=¢gp(l+yx.)E (L.7)

Cette relation montre comment le champ électrique appliqué E induit un champ de

-
déplacement électrique D proportionnel ainsi qu’un courant dit de déplacement J_l)) (‘il—?)
et fonction de la nature du matériau étudié. Ce coefficient de proportionnalité nous permet
d’introduire une quantité adimensionnelle caractérisant le matériau interagissant avec le
champ électrique qui se nomme permittivité relative &, du matériau :
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3
gr=— =4y =1+ —— (1.8)
€0 e E

La permittivité diélectrique relative, définie comme le rapport de la permittivité du
matériau a celle du vide, résume a elle seule la réponse du matériau au champ électrique.
Traditionnellement, elle est également appelée constante diélectrique, car en régime li-
néaire, elle est indépendante de I'intensité du champ. Cependant, elle peut tre fonction
de nombreuses autres variables. Par exemple, pour les champs variables dans le temps,
elle dépend de la fréquence du champ électrique appliqué, de la température de 1’échan-
tillon, de la densité de I’échantillon (ou de la pression appliquée a I’échantillon), de la
composition chimique de I’échantillon, etc.

C’est de 1a que vient le principe de la spectroscopie diélectrique des matériaux. Nous
allons voir dans les paragraphes suivants que la mesure de cette quantité complexe (la
permittivité relative complexe) est la signature électrique que nous cherchons a obtenir
pour les matériaux biologiques a analyser.

1.2.2 Phénomene de relaxation diélectrique

La relaxation diélectrique se définit comme le retard entre le champ appliqué et I’effet
de la polarisation. Elle se mesure par le temps de relaxation 7, qui s’écrit :

1
2nf,

T (1.9)
ou f, est la fréquence de relaxation.
Ce phénomene de relaxation diélectrique se modélise par une dépendance en fré-
quence de la permittivité complexe du matériau décrite par 1’équation suivante :

() =€ (f)-Jje (f) (1.10)

oll & et & représentent respectivement la permittivité relative et les pertes diélec-
triques du matériau.

La Fig. 1.9 présente 1’évolution de la permittivité complexe en fonction de la fré-
quence et met en évidence les différents mécanismes de relaxation des matériaux diélec-
triques. Il existe certaines fréquences ol de nombreux dipdles subissent une perte im-
portante de leur mobilité, entrainant un changement notable de la valeur de permittivité.
La partie réelle de la permittivité affichera une diminution soudaine et la partie imagi-
naire augmentera. Ces changements sont connus sous le nom de relaxation diélectrique
dipolaire pour le premier pic représenté ici. Nous constatons que & est presque constant
au-dessous de la relaxation, une transition se produisant a proximité de la fréquence de
relaxation. En outre, les pertes diélectriques (¢") sont faibles au-dessus et au-dessous de la
fréquence de relaxation ou un maximum apparait, image de la résonance du phénomene.

Dans la littérature, plusieurs modeles de relaxation sont proposés. Le plus connu est
le modele de « relaxation de Debye » qui permet une description empirique du com-
portement de la partie réelle & et de la partie imaginaire & de la permittivité complexe
gy [48,49] :

85 _800
L
I+is;

e(f)=éc+ (1.11)
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Figure 1.9 — Evolution de la permittivité complexe en fonction de la fréquence [47].

ol £ et &g correspondent respectivement aux permittivités aux fréquences hautes et
basses vis-a-vis de la fréquence de relaxation f;.

Dans la gamme de fréquence utilisée dans ce travail, du Mégahertz jusqu’a la dizaine
de Gigahertz, c’est la polarisation dipolaire qui opere principalement. La Fig. 1.10 sui-
vante présente le modele théorique pour la permittivité complexe d’un milieu quelconque
dans la bande fréquentielle micro-onde. Dans ce cas, le Tab. 1.1 présente les valeurs des

permittivités et des fréquences de relaxation du modele de Debye de 1’eau déionisée, du
méthanol et de 1’éthanol a 25 °C [50,52,52].

Permittivité diélectrique complexe

Frequence

Figure 1.10 — La polarisation dipolaire dans la bande fréquentielle micro-onde [50, 52,
52].

Obtenir des informations sur la relaxation diélectrique associée au phénomene de ré-
orientation des molécules dipolaires nous permet I’analyse de la composition de milieux
liquides et/ou biologiques.
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Tableau 1.1 — Valeurs des permittivités relatives aux fréquences hautes et basses, et fré-
quences de relaxation mesurées a 25 °C pour différents liquides

Liquide (a 25 °C) & &~ | fr(GHZ)

Eau déionisée (ED) | 78.36 | 520 | 19.24

Méthanol 32.66 | 5.56 3.14
Ethanol 24.43 | 4.50 0.96
Acétone 20.59 | 4.21 | 27.44

1.3 Techniques de mesure hyperfréquences des proprié-
tés diélectriques de matériaux : dispositifs macro

Il est possible de dégager quatre techniques de mesure de la permittivité diélectrique
complexe d’un matériau par ondes électromagnétiques : en utilisant une ligne de trans-
mission, une sonde coaxiale a extrémité ouverte, une mesure en espace libre ou un réso-
nateur. Le choix de la technique repose sur les caractéristiques de 1’échantillon a caracté-
riser : température, état (poudre, solide, liquide, etc.), taille (film mince, grand panneau,
etc.), forme géométrique (substrat, pastille, etc.), bande de fréquence et précision désirée.
Chaque technologie se base sur une méthode d’analyse différente fonctionnant sur une
bande de fréquence définie et une zone sensible spécifique (volume d’analyse).

Les techniques de mesure large bande basées sur 1’utilisation des sondes répondent
particulierement bien aux besoins exprimés par les applications biomédicales et agroali-
mentaires [53]. Ces techniques de mesure sont parmi les méthodes les plus utilisées des
lors que I’échantillon a analyser n’est pas de nature solide (liquide, poudre). La technique
de la sonde coaxiale a extrémité ouverte est donnée en détail plus loin et les trois autres
techniques de mesures sont briecvement décrites dans les paragraphes qui suivent.

1.3.1 Ligne de transmission

C’est une méthode de mesure large bande des propriétés diélectriques complexes des
matériaux. Le dispositif de mesure est constitué d’une ligne de transmission comme mon-
tré sur la figure Fig. 1.11 [54,55]. La caractérisation des matériaux par cette méthode, ap-
plicable aux solides et aux fluides, est basée sur la mesure de la constante de propagation
d’une ligne de transmission chargée par un échantillon placé a I’intérieur de cette ligne.
Tout d’abord, une mesure a vide doit étre effectuée avec la ligne non chargée afin d’étalon-
ner les parametres du modele théorique, avant de procéder a la mesure avec 1’échantillon
a caractériser. La constante de propagation linéique de la ligne chargée sera calculée a
partir du coefficient de transmission. Puis, les propriétés diélectriques du matériau seront
déterminées a partir d’un modele théorique de la ligne reliant la constante de propagation
et la permittivité du matériau.

Cette technique est aussi utilisée pour caractériser des couches minces déposées sur
des substrats en imprimant une ligne de transmission sur cette couche. A 1’aide de cette
méthode, il est impossible de caractériser des échantillons ayant une inhomogénéité di-
électrique. Cette méthode nécessite par ailleurs la préparation d’un échantillon (forme,
dimension) et elle est ainsi classée parmi les méthodes destructives.
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Figure 1.11 — Configuration de mesure pour une ligne de transmission [54, 55].

1.3.2 Mesure en espace libre

La technique de mesure en espace libre a été mentionnée pour la premiere fois dans
une publication de C. K. Campbell [56] en 1978 et reprise ensuite dans une publication
en 1984 de M.D. Afsar [57]. Cette technique consiste a placer un échantillon en parallele
entre deux antennes alignées qui fonctionnent dans une certaine gamme de fréquence
(voir Fig. 1.12). Une antenne émet le signal tandis que I’autre fonctionne en réception. Les
parametres S sont alors mesurés. A partir de 1’analyse de I’atténuation et du déphasage
du signal réfléchi sur la surface de 1’échantillon et/ou transmis a travers 1’échantillon, les
propriétés diélectriques peuvent étre déterminées. En fonction de la taille de I’échantillon
et de la fréquence, des lentilles de focalisation peuvent étre utilisées.

Les configurations en espace libre sont des méthodes de mesure simples, non des-
tructives, sans contact, utilisées en large bande et particulierement appropriées pour la
caractérisation de matériaux a des températures élevées et elles peuvent s’ appliquer aussi
bien a des diélectriques homogenes qu’inhomogenes [58].

Echantillon
sous test

v

it
Antenne Anj;enne

réceptrice émettrice

Figure 1.12 — Schéma d’un banc de mesure en espace libre [59].

En revanche, les erreurs d’alignement sonde / échantillon, ainsi que les effets de dif-
fraction sont des sources d’erreur courantes avec cette technique. La fabrication et I’ali-
gnement précis des lentilles, et des échantillons larges et plats et ayant une surface supé-
rieure a la largeur du rayonnement, sont nécessaires pour limiter les aberrations du front
d’onde et les réflexions multiples.
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1.3.3 Cavité résonante

La mesure en cavité résonante fournit des précisions élevées. Les techniques par ré-
sonance sont largement utilisées pour déterminer la permittivité et la tangente de perte
de matériaux a faibles pertes a une fréquence unique ou sur un ensemble de fréquences
discretes [60-62].

L’échantillon a analyser est placé dans la cavité résonante dans laquelle une puissance
est ensuite injectée. Les cavités résonnent spécifiquement pour le mode pour lesequelles
elles ont été fabriquées. La plupart des cavités sont définies par leur mode de fonctionne-
ment. En mode TEO1n par exemple, les lignes de champ électromagnétique sont tangentes
a la surface du matériau diélectrique placé dans une section transverse du guide.

Le milieu a tester est placé a I’intérieur d’une cavité résonante ayant une fréquence de
résonance et un facteur de qualité connus. Les caractéristiques de résonance dépendant
du milieu sous test dans une cavité, son facteur de qualité et sa fréquence de résonance
peuvent étre mesurés pour déterminer les parametres diélectriques. Les propriétés diélec-
triques peuvent étre déterminées en mesurant d’abord la fréquence de résonance et le
facteur de qualité d’une cavité vide. La deuxieme étape consiste a répéter la mesure apres
avoir rempli la cavité avec le matériau sous teste (MUT ou « Material Under Test » en
anglais). La permittivité ou la perméabilité du matériau peut ensuite €tre calculée en utili-
sant la fréquence, le volume et le facteur de qualité. La caractérisation du matériau devient
moins précise pour les matériaux a fortes pertes, car le pic de résonance s’élargit a mesure
que les pertes augmentent.

1.3.4 Sonde coaxiale a extrémité ouverte

La méthode des sondes coaxiales ouvertes [63—66] est une méthode non destructive.
La sonde coaxiale ouverte est une section coupée d’une ligne de transmission (Fig. 1.13).
Cette technique est id€ale pour une variété de matériaux, y compris les semi-solides et les
liquides, ainsi que pour la mesure sur une large bande. Il s’agit d’'une méthode de réflexion
« 1-port » non résonante par une sonde placée dans le MUT a I’état liquide ou pressée
contre lui a I’état solide. Ce principe est plutot robuste et peut résister a de nombreuses
conditions physiques, en particulier une large gamme de températures.

= . -
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Figure 1.13 — Configuration de la sonde diélectrique (Agilent) [67].

Cette méthode a été utilisée pour déterminer la permittivité diélectrique des liquides
dans la bande de fréquences allant de 200 MHz a 50 GHz. Le matériau solide est me-
suré en touchant sa face plate par la sonde, en utilisant un embout adapté. Les champs
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électromagnétiques a 1’extrémité de la sonde pénetrent dans le matériau testé et le co-
efficient de réflexion est mesuré a 1’aide d’un analyseur de réseau vectoriel (VNA pour
Vector Network Analyzer). Le VNA avec un systeme de sonde est d’abord calibré de sorte
que les mesures du coefficient de réflexion soient référencées au plan d’ouverture de la
sonde. Cette étape d’étalonnage consiste a utiliser au moins trois milieux de référence
bien connus dans la littérature. Un modele analytique permet de calculer la permittivité
diélectrique complexe a partir du signal réfléchi.

Il s’agit d’une technique de mesure pratique pour les liquides et les solides plats car
elle ne nécessite pas de manipuler la géométrie du matériau diélectrique a tester. Pour les
matériaux de faible permittivité, la méthode introduit des incertitudes et des déviations.

1.4 Techniques de mesure hyperfréquences des proprié-
tés diélectriques de matériaux : dispositifs micro

Les techniques de mesure des propriétés diélectriques des matériaux ont été étendues
a la caractérisation de liquides. Sur le méme principe, d’autres types de dispositifs RF
ont également été développés pour la caractérisation de cellules biologiques en suspen-
sion dans leur milieu de culture jusqu’a la cellule unique. En effet, I’analyse de milieux
(liquides ou biologiques) repose sur une interaction onde/matiere dans un canal micro-
fluidique et ne requiert donc aucune enzyme, aucun réactif et aucun biomarqueur.

Cette partie est consacrée a une présentation générale de quelques-unes de ces tech-
niques de mesures hyperfréquences qui ont été spécifiquement mises en ceuvre pour la
caractérisation de liquides et/ou de cellules biologiques que nous avons classées en deux
catégories :

— Techniques en large bande

— Techniques résonantes

1.4.1 Les biocapteurs RF microfluidiques large bande

Ces dernieres années, le développement de 1’électronique et des microtechnologies
a permis 1I’émergence de micro-capteurs. La technologie microfluidique, plus intégrée,
présente 1’intérét de s’adapter a des structures miniatures ce qui la rend plus économe en
volume d’échantillon.

Les premiers développements ont été réalisés sur des lignes de transmission copla-
naires car leur configuration planaire facilite I’intégration de réseaux microfluidiques sur
des dispositifs RE.

Par exemple, un dispositif basé sur une ligne coplanaire pour la caractérisation diélec-
trique de liquides a été¢ développé par G.R. Facer et al dans [68]. La Fig. 1.14 nous montre
I’architecture du dispositif utilisé.

Ce dispositif est formé d’un guide d’onde coplanaire (CPW) sur lequel un microréser-
voir en PDMS, placé au milieu, a été implémenté pour contenir les échantillons liquides a
analyser. Des analyses d’échantillons biologiques, comme I’hémoglobine, ont été menées
dans une bande de fréquence allant de 40 Hz jusqu’a 26,5 GHz et démontrent le potentiel
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Figure 1.14 — Dispositif proposé par G.R. Facer pour la caractérisation diélectrique de
liquides, basé sur un guide d’onde coplanaire [68].

des structures hyperfréquences coplanaires pour la caractérisation d’échantillons biolo-
giques.

Sur le méme principe, Sanghyun Seo et al. [69] ont développé un dispositif formé
d’une ligne coplanaire (CPW) sur un substrat de type Pyrex de 550 um d’épaisseur. Sur
cette ligne coplanaire est placé un microréservoir en SU-8 de 300 um de profondeur
comme le montre la Fig. 1.15a.

Des analyses sur différents liquides ont été menées dans la bande de fréquence allant
de 1 a 32 GHz. La Fig. 1.15b montre un exemple de mesure sur des échantillons de mé-
thanol et d’isopropanol. Les résultats des mesures effectuées avec ce dispositif montrent
un bon accord avec I’équation de Cole-Cole pour la permittivité relative des milieux.

!

i LEY
| € Pyrex7740 ’

Lo \Lsusl Lsur sus Lair

(a) Ligne coplanaire a microréservoir en SUS

Methanol Isopropanol
£ — Cole-Cole (real) £ — Cole-Cole (real)
£ — Cole-Cole (imag) S — Cole-Cole (imag)
q§> - Measurement (real) g ] & Measurement ?’eal))‘
S o Measurement (imag) | & o Measurement (imag,
S 10 {2
@
© < s
&« @

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25
Frequency (GHz) Frequency (GHz)

(b) Exemple de mesure sur un échantillon de méthanol et d’isopro-
panol

Figure 1.15 — Dispositif développé par Sanghyun Seo et al. [69]
On peut également citer les travaux de James C. Booth dans [70] pour la caractéri-

sation diélectrique de liquides dans la bande de fréquences allant de 45 MHz a 40 GHz.
Les auteurs ont développé un capteur avec des lignes de transmission coplanaires en or,
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d’épaisseur 0,4 um, déposées sur un substrat en quartz de 1 mm d’épaisseur, sur lequel
est intégré un canal microfluidique formé d’un morceau de PDMS (polydiméthylsiloxane)
moulé comme le montre la Fig. 1.16. Les dispositifs microfluidiques utilisent le PDMS
liquide mélangé a un agent réticulant versé sur un moule. Pour permettre d’effectuer un
étalonnage de type multi-lignes TRL (Through Reflect-Line), des structures d’étalonnage
avec des géométries transversales identiques a la géométrie du capteur ont été fabriquées.

Silicon

(a)

Photoresist
~50 pm

(b)

(c)

Inlet/Outlet Port,

Figure 1.16 — Capteur développé par J.C. Booth [70)].

Ce capteur permet d’extraire la permittivité complexe de 1’échantillon liquide sous
test a partir de la mesure de la variation de la capacité et de la conductance de la ligne de
transmission. La méthode d’extraction utilisée consiste a déterminer expérimentalement
tous les parametres (impédance caractéristique Z, et constante de propagation ) de chaque
région de la ligne (Air/Quartz, PDMS/Quartz et PDMS/Canal microfluidique/Quartz) a
partir d’'un ensemble de mesures sans avoir besoin d’un liquide de référence de permit-
tivité connue. A partir de ces paramétres, la permittivité diélectrique du liquide sous test
placé dans le canal microfluidique est extraite.

De la méme maniere, un autre exemple de couplage entre un systeéme microfluidique
et un dispositif hyperfréquence est reporté dans les travaux de T. Chen et al. [71]. Ils ont
développé, un dispositif formé d’un guide d’onde coplanaire en série avec une capacité
inter-digitée placée au-dessous d’un canal microfluidique qui concentre le champ électro-
magnétique et forme la zone d’analyse. La Fig. 1.17 présente le dispositif fabriqué. Ce
capteur microfluidique a été utilisé pour analyser et identifier différents mélanges étha-
nol/eau a partir du contraste capacitif généré par le mélange par rapport a 1’eau.

1.4.2 Les biocapteurs résonants

Les structures hyperfréquences résonantes qui offrent des performances intéressantes
en terme de détection, ont également été intégrées au sein de dispositifs microfluidiques
pour la caractérisation diélectrique de matériaux en général, et pour la caractérisation de
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Figure 1.17 — Exemple de dispositif coplanaire couplé a un canal microfluidique pour
I’analyse hyperfréquence de liquides biologiques [71].

liquides en particulier. Ces dispositifs résonants sont connus comme étant plus sensibles et
donc plus précis que les dispositifs large bande. En revanche, ils ne peuvent déterminer la
permittivité complexe du matériau sous test qu’a la fréquence de résonance de la structure
(ainsi qu’aux éventuelles fréquences harmoniques), contrairement aux structures hyper-
fréquences a guide d’onde qui permettent de caractériser les matériaux sur une bande de
fréquences tres large.

® Techniques de résonateur en mode de galerie (Whispering-Gallery mode, WGM)

A.L Gubin et al. [72,73] ont proposé un capteur hyperfréquence pour la caractérisation
de petits volumes dans la bande de fréquences Ka de 27 a 40 GHz. La technique est congue
pour étudier les liquides en petits volumes a I’aide d’une cellule de mesure développée sur
la base d’un résonateur diélectrique WGM recouvert d’une couche de plastique intégrant
un canal microfluidique. Elle se compose de :

e deux guides d’ondes diélectriques placés a I’entrée et la sortie d’un résonateur di-
électrique,

e d’un résonateur a disque saphir (diametre = 14,5 mm, hauteur = 2,5 mm),

e d’une couche plastique (Zeonex 480) de 0,69 mm d’épaisseur,

e d’un canal microfluidique (diametre égal a 0,188 mm) placé sur la partie supérieure
du résonateur comme le montre la Fig. 1.18 (gauche).

Le dispositif dispose également d’un capteur de température avec une précision supé-
rieure a = 0,01°C pour stabiliser la température du résonateur et du liquide en cours de
test (Fig. 1.18 (droite)).

Figure 1.18 — Cellule de mesure constituée d’un résonateur WGM [72].

® Circuit résonnant formé par un anneau microruban a double gap (DSSR)
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Nous pouvons également citer les travaux d’Ali Abduljabar et al. [74], qui utilise un
résonateur formé par un anneau microruban a double gap (DSSR) et un microcapillaire
fixé au substrat qui passe a I’intérieur des gaps comme le montre la Fig. 1.19. La technique
se base sur la théorie des perturbations, dans laquelle la fréquence de résonance et le fac-
teur de qualité d’un résonateur hyperfréquence dépendent des propriétés diélectriques du
résonateur chargé par différents liquides. Par conséquent, la capacité formée par les gaps
est affectée par le liquide, ce qui entraine une modification des conditions de résonance
du capteur.

Capillary

é‘_'/

Figure 1.19 — Configuration du DSSR avec un microcapillaire passant par les deux gaps.

Des caractérisations des liquides ont été effectuées a 3 GHz pour plusieurs solvants
communs avec différentes valeurs de permittivités complexes et de temps de relaxation.
Les résultats obtenus montrent un bon accord entre les valeurs de la permittivité complexe
mesurées et celles calculées a partir du modele avec des erreurs de mesures faibles.

La sensibilité du capteur est limitée pour une permittivité élevée en raison des ef-
fets de la dépolarisation. Pour une faible permittivité, le capteur donne des résultats tres
sensibles et il permet de détecter de petits changements de permittivité des liquides, four-
nissant ainsi un moyen d’identification et de suivi des petites variations des propriétés
d’un liquide en raison, par exemple, d’un changement chimique ou physique.

1.5 Technologies microfluidiques hyperfréquences pour
la caractérisation diélectrique de cellules biologiques

Les méthodes d’analyse a I’échelle cellulaire ont connu un intérét croissant et sont
devenues un outil majeur dans le domaine du diagnostic clinique qui est toujours difficile,
mais crucial, en thérapie cellulaire ou en oncologie.

En général, une cellule biologique est une structure hétérogéne entourée par une mem-
brane plasmique de rayon R et d’épaisseur d délimitant un espace intérieur, contenant un
cytoplasme, et immergée dans un milieu externe (Fig. 1.20a). Ces différents milieux, a
savoir le milieu extracellulaire et les deux milieux constituants la cellule, peuvent étre
modélisées par un modele électrique composé d’une capacité C,,,,, représentant la mem-
brane reliée en série avec une résistance R; représentant le milieu intracellulaire [75, 76].
Le milieu externe est symbolisé par une résistance R, en parallele avec une capacité C,,
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(Fig. 1.20b) [77].
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Figure 1.20 — (a) Modele de circuit équivalent pour une cellule en suspension [77], (b)
Vision « Matériau » d’une cellule de forme supposée sphérique.

L’interaction des ondes électromagnétiques avec la matiere biologique a été bien éta-
blie au cours du siecle dernier avec de nombreuses contributions et notamment celles de
Fricke [78], Cole [79] et Schwan [80] jusqu’a quelques GHz. La dépendance en fréquence
des propriétés diélectriques de la matiere biologique au champ électrique appliqué a été
révélée et attribuée a plusieurs phénomenes de polarisation. Les recherches en large bande
de Schwan ont conduit a une vision claire des différentes dispersions de la constante di-
électrique relative &,, qui se produisent a des gammes de fréquences spécifiques et sont
attribuées a des phénomenes physiques particuliers, comme indiqué sur la Fig. 1.21.

103 -

o lonic diffusion

10° -
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Y Dipole polarization;
rotation; water relaxation

10? 108 1010 Frequency

Figure 1.21 — Permittivité relative en fonction de la fréquence et des trois principales
dispersions [80].

La premiere dispersion, nommée «, est attribuée aux diffusions ioniques, tandis que
celle nommée S située dans la gamme du MHz est liée a la polarisation de la membrane
cellulaire. En augmentant la fréquence, la barriere capacitive de la membrane cellulaire
peut €tre franchie et des ondes peuvent pénétrer dans les cellules. La prochaine relaxation
majeure appelée dispersion y se situe alors aux micro-ondes et correspond principalement
a la polarisation du moment dipolaire électrique des molécules. Il comprend la relaxation
des molécules d’eau, avec une fréquence correspondante située autour de 20 GHz. Une
quatrieme dispersion supplémentaire et faible nommée ¢ peut également étre distinguée
entre celles 3 et v dans certains cas. Plus loin en fréquence, dans le spectre THz, d’autres
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mécanismes se produisent €également en fonction des modes vibrationnels et des variations
atomiques [81].

Dans la partie précédente, nous avons présenté quelques exemples de biocapteurs dé-
veloppés pour la caractérisation des milieux microfluidiques. Dans cette partie, nous al-
lons nous focaliser sur quelques-unes de ces techniques qui ont été spécifiquement mises
en ceuvre pour la caractérisation de particules a I’échelle micrométrique.

® Les biocapteurs a large bande appliqués a la biodétection

Un exemple de capteur électromagnétique large bande pour I’analyse diélectrique
d’une cellule unique a été développé dans [82]. Ce capteur est basé sur une ligne co-
planaire discontinue qui réalise une capacité série utilisable pour 1’analyse. Cette derniere
est située au milieu d’un canal microfluidique réalisé en SU-8 (résine négative structurée
par photolithographie) (Fig. 1.22a). Ce capteur est capable de sonder les caractéristiques
diélectriques d’un liquide ou de particules flottantes s’écoulant au milieu du canal. Les
lignes coplanaires constituées (d’épaisseur 0,3 um) sont implémentées sur un substrat
faibles pertes en quartz. La zone de détection est adaptée a la taille d’une cellule sphé-
rique de I’ordre de 10 a 20 um de diametre. Un bloqueur mécanique placé sur les lignes
permet de piéger ou bloquer la cellule biologique au centre de la capacité de détection.

Microfluidic channel

| = 008 —f
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(b) Variation de capacité et de conductances de cellules de lymphome B vi-
vantes et mortes en fonction de la fréquences

Figure 1.22 — Représentation du biocapteur a large bande appliqués a la biodétection, (a)
I’architecture du biocapteur et (b) la variation des contrastes de cellules de lymphome B
vivantes et mortes [82].

Ce capteur a été utilisé pour déterminer les contrastes capacitif et de conductance,
par rapport au milieu de culture seul, de cellules de type lymphome B vivantes et mortes
suspendues dans du milieu de culture (RPMI+10% SVF). Les contrastes de variation de
capacité AC et de variation de conductance AG ont été extraits et sont présentés sur la
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Fig. 1.22b. Les contrastes des cellules mortes sont plus faibles que ceux des cellules vi-
vantes : un écart de AC entre cellules vivantes et mortes de 0,25 fF est atteint a 5 GHz,
avec un écart de AG de 0,03 mS a 40 GHz.

Un deuxieme exemple d’un circuit électromagnétique, basé sur une ligne micro-ruban
présentant une discontinuité en son centre et formante une capacité série, a été développé
dans [83] (Fig. 1.23). Ce capteur est formé d’une ligne micro-ruban de cuivre d’épaisseur
10 um et recouverte d’une couche mince d’or intégrée avec un canal microfluidique défini
sur une largeur de 200 um et une profondeur de 25 um. La largeur initiale des électrodes
estde 410 um et se réduit a 380 um au niveau de la couche de SU-8 et du capot de PDMS.
Cette ligne micro-ruban est progressivement rétrécie jusqu’a 20 yum au niveau du gap pour
former la zone capacitive de détection et présente une distance inter électrodes de 17 yum.

Entrée de liquide

Particules en
suspension L ~_Sortie de liquide

Ligne RF
microruba

<
Subs:r:r:

Capacité du détection

Canal microfluidique
en SU8

Figure 1.23 — Représentation schématique de I’architecture du capteur microfluidique dé-
veloppé au XLIM : distribution du champ électrique dans la section transverse au niveau
de la zone sensible (gauche) et vue en 3D (droite) [83].

La Fig. 1.24 illustre la mesure effectuée en présence des 6 billes de polystyréne, avec
une seule bille dans la zone de détection et 5 billes a I’extérieur. L’influence des billes
parasites a été prise en compte grace a une mesure de référence prise juste avant que la
bille se rapproche de la zone de détection.

On peut y observer une différence de 3,8% entre la variation de la capacité du capteur
mesurée en absence et en présence d’une seule bille dans la zone de détection et de 5
billes a I’extérieur.

® Les biocapteurs résonants appliqués a la bio-détection

Les premieres générations de biocapteurs hyperfréquences exploitaient le fait que
I’énergie du signal RF est essentiellement concentrée sur la surface des conducteurs et
que I’introduction d’une particule diélectrique (cellule, biomolécule...) sur la ligne RF
engendre des modifications sur la propagation du signal. L'un des représentants de ce type
de capteur est le dispositif résonant LC développé par Young-Il Kim et al. [84] pour la
détection de biomolécules et représenté sur la Fig. 1.25.
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1.5. Technologies microfluidiques hyperfréquences pour la caractérisation diélectrique
de cellules biologiques
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Figure 1.24 — Application a la spectroscopie diélectrique d’une bille de polystyrene [83].
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Figure 1.25 — Principe de détection de biomolécules en utilisant un circuit planaire RF
résonant, (a) inductance en spirale, (b) capacité interdigitée et (c) résonateur global [84].

Le principe repose sur la mesure de variation de I’amplitude des parametres S du si-
gnal RF a la résonance provoquée par la résistivité et la permittivité d’une biomolécule
sur la surface du dispositif RF. Le circuit détecteur correspond a un résonateur LC formé
par une inductance en spirale implémentée en série avec une capacité inter-digitée. Ces
dispositifs apres fabrication mesurent 635 ym X 737 ym pour I’inductance (Fig. 1.25(a)),
1152 ym X 793 um pour la capacité inter-digitée (Fig. 1.25(b)) et pour le résonateur glo-
bal apres leur mise en série 1537 um X 793 um (Fig. 1.25(c)). Cette méthode nécessite
d’immobiliser les éléments biologiques sur la surface du résonateur. Pour cela, un maté-
riau a faible constante diélectrique, le BCB, a été utilisé pour déterminer la réponse du
résonateur en présence des charges biologiques.

La Fig. 1.26 montre la variation des pertes d’insertion entre le résonateur a vide et
aprés I’immobilisation de biotines et d’avidines. A partir des données mentionnées, nous
pouvons observer que la variation des pertes d’insertion entre le résonateur a vide et apres
I’immobilisation de biotines n’est pas tres significative mais la perte de retour au point
de résonance subit une grande variation apres la fixation des biomolécules d’avidines. En
revanche, la fréquence de résonance n’est pas décalée par la liaison biotine — avidine et
cela signifie que la biomolécule agit comme une résistance et induit une variation d’im-
pédance purement résistive du dispositif RF.
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Figure 1.26 — Coefficient de réflexion (S 11) du résonateur LC mesuré a vide, apres l'im-
mobilisation de biotines et apres fixation de biomolécules d’avidines sur le résonateur
LC [84].

Sur le mé&me principe, d’autres types de dispositifs RF résonants ont été également
mis en ceuvre. L objectif est de tirer profit des interactions d’une onde électromagnétique
haute fréquence avec une ou plusieurs cellules biologiques en suspension pour avoir une
vision globale du contenu cellulaire. Nous pouvons notamment citer des biocapteurs, ba-
sés sur des résonateurs coupe-bande formés d’une inductance disposée en parallele avec
deux capacités inter-digitées (Fig. 1.27), développés au sein du laboratoire XLIM pour la
caractérisation de cellules biologiques cancéreuses [85].

Meandered Micro chamber | oadine cell -
inductance,  c--c .~ 200 <200pm? 3 7~

A; ——t ]

Sensing capacitor

Figure 1.27 — Exemple de biocapteurs résonants passifs [85].

Les capacités inter-digitées constituent les zones d’interaction privilégiées avec les
cellules biologiques ou les particules diélectriques. Ces dernieres, caractérisées par leurs
permittivités et leurs conductivités et déposées entre les électrodes, font varier les para-
metres S du résonateur et par conséquent la fréquence de résonance et le facteur de qualité
a la fréquence de résonance du résonateur RF.

LaFig. 1.28 présente le décalage entre la fréquence de résonnance du biocapteur a vide
et celle du biocapteur mesuré avec trois cellules déposées dans une micro-chambre qui dé-
finit la zone d’interaction cellules/capteur. La perturbation diélectrique sur les condensa-
teurs combinés entraine un changement de résonance du capteur qui peut étre facilement
observé : la fréquence de résonance est décalée vers une fréquence inférieure et un 1éger
changement d’atténuation du signal micro-ondes se produit a la résonance.
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Figure 1.28 — Décalage de fréquence de résonance mesuré sur un capteur passif de la
figure 27 une fois chargé avec 3 cellules DLD-1 [85].

1.6 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté différentes techniques microondes utilisées pour
I’analyse diélectrique de liquides et d’échantillons biologiques dans la bande micro-onde
ainsi que leurs avantages et leurs limitations, en nous focalisant sur la spectroscopie di-
électrique haute fréquence qui fait I’objet de ces travaux de these. L'intérét des technolo-
gies microfluidiques a été mis a profit tres rapidement dans le domaine de la caractérisa-
tion cellulaire dans des microsystemes hautement intégrés. La possibilité de manipuler et
caractériser des cellules vivantes reste en effet un enjeu majeur dans le secteur des indus-
tries de la santé, mais a aussi un réle émergent dans les secteurs de 1I’environnement et de
I’agriculture. Le développement des laboratoires sur puce ouvre d’importantes perspec-
tives aussi bien du point de vue du diagnostic que du traitement.

Les méthodes d’analyses cellulaires usuelles sont globalement capables d’analyser
des matériaux diélectriques, des molécules biologiques, des cellules, des tissus, etc...,
mais péchent par certains aspects qui peuvent cacher certains phénomenes biologiques et
empécher leurs études. En outre, cette étude bibliographique nous conduit a vouloir dé-
velopper une nouvelle méthode de caractérisation qui soit fiable et précise dans la bande
micro-onde et nous a permis en particulier de fixer le choix de la méthode de fabrica-
tion que nous allons utiliser pour réaliser nos canaux microfluidiques. Cette méthode sera
basée sur la technique de microscopie en champ proche pour une caractérisation non des-
tructive et une analyse diélectrique de liquides et d’échantillons biologiques de faible vo-
lume en se focalisant sur la spectroscopie diélectrique haute fréquence selon un protocole
expérimental bien défini et explicite.

Dans cette partie nous avons montré I'intérét d’intégrer les technologies microflui-
diques aux dispositifs hyperfréquences pour I’analyse cellulaire. L’ utilisation de petits vo-
lumes de liquide sur lesquels I’interaction est bien contrdlée permet d’assurer une bonne
sensibilité de détection des dispositifs hyperfréquences tout en restant compatible avec la
miniaturisation des biocapteurs. Dans ce contexte, le but de ces travaux de these a été de
développer un capteur hyperfréquence, qui combine un systeme microfluidique avec le
dispositif hyperfréquence, permettant la spectrographie HF large-bande de liquides mais
€galement pour la détection et la caractérisation des cellules vivantes uniques en suspen-
sion dans leur milieu de culture.

Dans le prochain chapitre, nous allons présenter la technique de caractérisation hy-
perfréquence par spectroscopie diélectrique ainsi que des mesures de milieux liquides
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effectuées par la sonde coaxiale. Pour réaliser des mesures précises, nous avons utilisé
une méthode de calibrage dite de Wagner : celle-ci fait appel a trois liquides de référence.
Les mesures que nous avons réalisées permettent, avec d’autres données expérimentales
obtenues de la littérature, de caractériser et d’extraire les propriétés diélectriques de ma-
tériaux.

1.7 Objectif de mon travail de these

En biologie, la caractérisation cellulaire constitue une étape fondamentale qui fait en-
core actuellement 1’objet de recherches scientifiques intenses. Cette thématique trouve
de nombreuses applications dans le domaine médical aussi bien dans le développement
d’outils de diagnostic que dans la mise au point de traitements thérapeutiques. Notam-
ment, ces dernieres années, des progres remarquables ont été réalisés dans le domaine
de I’analyse cellulaire, aboutissant au développement de méthodes variées nécessitant ou
non le recours a des marqueurs. Notamment, les méthodes exploitant les ondes électroma-
gnétiques (techniques destructives ou non destructives, résonantes ou large bande), sont
aujourd’hui matures et utilisées en routine dans les laboratoires de biologie.

L’ objectif de ce travail de these porte sur I’étude et le développement de nouvelles
techniques d’analyse cellulaire. Elles sont basées sur la détection électrique par spectro-
scopie diélectrique permettant une mesure a 1’échelle de la cellule unique, avec I’objectif
de pouvoir faire une distinction entre différentes cellules mesurées. Il est cherché ici la
possibilité de caractériser des échantillons des cellules de faible volume dans leur milieu,
sans aucun traitement préalable. Pour cela, différentes structures de circuits passifs hy-
perfréquences intégrant un canal microfluidique ont été proposées et fabriquées pendant
ce travail de these. Le schéma de la Fig. 1.29 suivante montre un exemple de biocap-
teur en technologie coplanaire assemblé avec un canal microfluidique permet le passage
d’une solution contenant une ou plusieurs cellules biologiques au-dessus des électrodes
en extrémité de ligne et ainsi le couplage du champ électromagnétique avec la cellule; ce
systeme d’analyse a été le point de départ de notre étude.

Ligne
Coplanaire

Microfluidique
(=100 um)

Figure 1.29 — Schéma de principe d’analyse cellulaire par spectroscopie diélectrique.
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Chapitre 2. Spectroscopie diélectrique hyperfréquence

2.1 Introduction

Dans ce travail, nous cherchons a caractériser des liquides sur une large bande fré-
quentielle et a extraire les parametres caractéristiques de leur modele de Debye. C’est
pourquoi nous nous focalisons sur les méthodes de caractérisation non résonantes.

Les méthodes non résonantes peuvent étre classées en méthode par réflexion et mé-
thode par transmission. Dans les méthodes utilisant la transmission, le matériau a tester
est inséré dans un morceau de ligne de transmission, et les propriétés du matériau sont
déduites de la mesure de la réflexion sur 1’échantillon et de la transmission a travers lui.
Cette méthode est largement utilisée dans la mesure de la permittivité et de la perméabilité
de matériaux a faible conductivité, et elle peut également €tre utilisée dans la mesure de
I’impédance de surface des matériaux a haute conductivité.

Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux méthodes par réflexion. Le cas des mé-
thodes par transmission sera abordé au chapitre suivant.

Parmi les approches par réflexion, on trouve des mesures a I’aide de cables coaxiaux
en circuit ouvert ou court-circuités. Ces dernieres sont plus largement utilisées dans la
mesure des propriétés diélectriques des matériaux a des températures élevées. Dans cette
méthode par réflexion a 1’aide d’un cable coaxial court-circuité, 1’échantillon étudié est
généralement électriquement court, et cette méthode est souvent utilisée pour mesurer la
perméabilité magnétique [1,2].
veloppées pour la détermination sur une large bande des propriétés diélectriques des
tissus biologiques [3, 4] ainsi que pour la spectroscopie diélectrique micro-ondes de li-
quides [5—-11]. De plus, la technique a été adaptée pour la télédétection [12—-15], 1’agri-
culture [16-18], la géotechnique [19] et les applications physiques des sols [20-25]. Des
analyses approfondies des techniques spectrométriques diélectriques, y compris la tech-
nique des lignes coaxiales ouvertes ont été fournis dans [26,27].

Récemment, un intérét accru a ét€ observé dans les mesures des propriétés diélec-
triques in vivo en utilisant une sonde d’impédance coaxiale. La technique des lignes
coaxiales ouvertes est une méthode expérimentale non destructive permettant la déter-
mination précise des propriétés diélectriques dépendantes de la fréquence des composés
biologiques en environnement fluidique. Dans ce contexte, des sondes coaxiales ouvertes
ont été développées sur la base des lignes et connecteurs coaxiaux conventionnels dis-
ponibles, et analysées pour une utilisation dans les investigations couplées hydrauliques-
diélectriques. Des sondes ouvertes commerciales sont disponibles aupres d’Agilent avec
un logiciel d’analyse associé (Agilent 85070E Dielectric Probe Kit), et ont été fréquem-
ment utilisées dans plusieurs applications [ 18], [20-23], [32], [33]. Néanmoins, ces sondes
sont coliteuses et le logiciel ne fonctionne qu’en combinaison avec les VNA Agilent. Un
grand volume d’échantillon (> 20mm?>) est par ailleurs nécessaire pour que les échan-
tillons puissent étre testés.

Dans ce chapitre, nous étudions la spectroscopie diélectrique micro-ondes de milieux
fluidiques a ’aide d’une sonde coaxiale a extrémité ouverte combinée a un analyseur
de réseau via la modélisation numérique 3D par éléments finis du fonctionnement de ce
capteur. Les phases de conception et d’analyse de ce dispositif se sont appuyées sur I’ utili-
sation du simulateur électromagnétique 3D HFSS © de la société ANSYS. Ce logiciel de
simulation électromagnétique 3D permet de concevoir et de simuler des produits électro-
niques haute fréquence tels que des antennes et des composants RF ou hyperfréquences.

Dans la deuxieme partie, nous présenterons en détail le protocole que nous avons mis
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au point et retenu dans la suite de ce travail afin d’effectuer la spectroscopie diélectrique
de milieux fluides. Les résultats des simulations numériques et des mesures présentés
valident cette approche. Par cette technique d’analyse des parametres diélectriques par
spectroscopie hyperfréquence nous cherchons ici principalement a rendre compte de la
relaxation dipolaire dans le domaine fréquentiel du gigahertz.

La derniere partie de ce chapitre sera dédiée aux différents procédés de fabrication
de nos microcomposants réalisés au sein de la plateforme technologique d’ESIEE-Paris.
Ces micro-dispositifs d’analyse d’échantillons a I’échelle micrométrique, visant ici des
applications dans les domaines biologique et médical, sont aussi connus sous le nom du «
Lab-on-chip » (« laboratoire sur puce »).

2.2 Sonde coaxiale a extrémité ouverte

Nous étudions ici I’utilisation d’une sonde coaxiale a extrémité ouverte (OC) pour la
spectroscopie diélectrique micro-ondes des liquides au moyen de calculs numériques par
éléments finis en 3D combinés a des études expérimentales.

Sur la base de I’hypothese de la propagation des ondes électromagnétiques en mode
transverse dans la ligne coaxiale, la sonde coaxiale a extrémité ouverte a été largement
étudiée d’un point de vue théorique [7], [11], [16], [30], [31].

L’onde électromagnétique se propageant le long de la ligne coaxiale interagit, au ni-
veau de I’ouverture de la sonde, avec I’échantillon sous test, et elle est alors partiellement
réfléchie. Ainsi, le coefficient de réflexion mesuré par un analyseur de réseau vectoriel
(VNA) est lié a la différence de permittivité complexe de 1’échantillon par rapport a celle
du substrat. Cette méthode de caractérisation suppose que les matériaux mesurés ne sont
pas magnétiques et que les interactions du champ électromagnétique avec les limites sans
contact de 1’échantillon ne sont pas détectées par la sonde. Pour satisfaire la deuxieéme
hypothese, 1’épaisseur de 1’échantillon doit étre beaucoup plus grande que le diametre de
I’ouverture de la ligne coaxiale ouverte et le matériau doit générer suffisamment de pertes.

Une sonde, basée sur une ligne coaxiale conventionnelle et un connecteur (N, SMA)
est présentée sur la Fig. 2.1. Comme le montre cette figure, une sonde coaxiale ouverte est
essentiellement une section tronquée d’une ligne coaxiale, avec une extension facultative
d’un plan de masse. Dans les applications réelles, le conducteur extérieur a 1’extrémité
ouverte est généralement plan pour fournir une capacité appropriée et assurer la répéta-
bilité¢ du chargement des échantillons. Le dispositif de mesure est généralement appelé
sonde diélectrique coaxiale.

Les conducteurs sont en cuivre. Le diametre du conducteur central est de 1 mm et ceci
sur une longueur de 7,5 mm avant le connecteur de mesure. L’espace entre le conducteur
central et le conducteur extérieur, d’épaisseur 1,5 mm, est rempli d’un matériau diélec-
trique, tel que le Téflon. Le diametre extérieur de plan de masse ayant une épaisseur de 0,5
mm est de 6 cm. La partie inférieure de la sonde a été réalisée en polydiméthylsiloxane
(PDMS).

Afin d’observer les caractéristiques des ondes électromagnétiques a 1’ouverture de la
sonde et d’estimer la sensibilité spatiale de la sonde pour la détermination des spectres
diélectriques, des calculs de champ ont été réalisés sous HFSS avec des matériaux stan-
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Figure 2.1 — Structure schématique de la sonde coaxiale.

dard (liquides) dont les propriétés diélectriques sont bien définies suivant le modele de
Debye ((éq. (1.11) du chap. 1). La structure électromagnétique 3D définie dans le logiciel
Ansoft/HFSS est présentée sur la Fig. 2.1 et elle a été simulée sur une large bande de
fréquences allant de 100 MHz a 7,5 GHz.

La Fig. 2.2 montre les distributions des amplitudes des champs électrique et magné-
tique a une fréquence de 1,5 GHz dans une section transversale de la sonde pour une
hauteur d’échantillon de 7mm, et pour quelques matériaux étudiés (air, eau désionisée
water, acétone et méthanol). La Fig. 2.3 montre la distribution en vue de dessus du champ
électrique a I’ouverture de la sonde coaxiale ouverte a vide calculée a 1,5 GHz. Les dis-
tributions de champ électrique a 1,5 GHz indiquent une zone sensible stable d’environ 7
mm de hauteur sur un disque de rayon 4 mm au-dessus de I’ouverture de la sonde et ceci
de facon presque indépendante des propriétés électromagnétiques des matériaux étudiés.
Les simulations numériques indiquent en outre que cela est également vrai au-dessus de
1,5 GHz (non illustré ici). Cependant, le champ magnétique est affecté par les propriétés
du matériau, ce qui devient clairement évident dans le cas de I’eau déionisée et indique
des effets de rayonnement pour les matériaux a permittivité élevée et avec pertes. Ces
effets peuvent conduire a des ondulations dans les spectres aux basses fréquences ou la
distribution est moins localisée et moins sensible au milieu.

Le coefficient de réflexion, mesuré a vide, est comparé avec celui simulé. Il est pré-
senté dans le plan complexe sur la Fig. 2.4 suivante.On voit un bon accord entre la si-
mulation et la mesure de la sonde a vide sur la bande fréquentielle 10 MHz- 7,5 GHz.
Cependant, un petit décalage est observé entre les deux courbes. Cela s’explique par des
erreurs systématiques li€es au dispositif de mesure comprenant 1’analyseur de réseau et la
connectique associée.
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Figure 2.2 — Distributions des champs électrique et magnétique a 1,5 GHz en vue en
coupe pour la sonde coaxiale en contact avec plusieurs matériaux standard.
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2.3 Procédure d’extraction des parametres du liquide a
partir du coefficient de réflexion

2.3.1 Principe de cette méthode

Sur la Fig. 2.5, un schéma électrique explicatif du fonctionnement de la sonde co-
axiale est présenté ainsi qu’un schéma simplifié équivalent en éléments localisés. Les
deux condensateurs placés en parallele modélisent, dans une approximation du premier
ordre, I’interface entre I’ouverture de la sonde et I’échantillon sous test. Cy est la capacité
de frange associée a la sonde en ligne coaxiale et C est une capacité de détection qui dé-
pend des effets des champs situés a I’extérieur de la ligne et qui est couplée a I’échantillon
via sa permittivité £;. L'impédance équivalente s’écrit donc :

Z" = (jwCy + jweiCo)™! 2.1)
Plande mesure o~ Sy Echantillon
/0 S 21
Cable coaxial Sonde Coaxiale
a az
NN
Ny
\\‘
'
- - S 11 S 11 }
ﬁ'mmﬁ /
‘1'7 (" ;/
Analyseur de réseau N
vectoriel (VNA) «— <o
> 1]
N et
Cf _|_ % Er*co

Figure 2.5 — Schéma électrique équivalent de la sonde coaxiale ouverte.

Comme le montre cette figure, il y a une discontinuité d’impédance (ou de permitti-
vité) a l'interface entre I’extrémité ouverte de la ligne coaxiale et 1’échantillon, et cette
discontinuité d’impédance entraine une réflexion a I’interface. Ainsi, I’interaction entre
I’onde électromagnétique hyper-fréquence et le liquide qui est placé a I’extrémité de la
sonde dépend des propriétés diélectriques du milieu. A partir du coefficient de réflexion
complexe vu en bout de ligne, la permittivité diélectrique relative complexe peut donc étre
obtenue [34].

N 1-T Cr

- 22
o= GwZoCo(1+T)  Cy 2.2)

ou w est la fréquence angulaire.

A partir du coefficient de réflexion complexe I' a I’interface entre I’extrémité du cap-
teur et I’échantillon, il est possible de déterminer I’impédance complexe Z* qui dépend
des propriétés di€lectriques de ce dernier :
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L1 1-T
Z'=—=Zy——
v 14T

ou Zy est 'impédance caractéristique d’une ligne sans perte.

(2.3)

De maniere générale, d’apres le graphe de fluence de la sonde présenté sur la Fig. 2.6,
la matrice de diffusion S est donnée par :

(”1): IR (‘“) (2.4)
b ’ ’ :
28 \8y Sp)\2

Grice au graphe de fluence de la sonde et I’éq. (2.4), et en notant que S| = b /a; et
I'=ay/by , nous trouvons :

’

’ ran S 11 —S 11
Si=S,+S,2 et T=— : 2.5)
a S22S 11 —detS

FemmTT A FToTTTTTTTTT T | R
1 @ : . : T— 1 :
I ! ! S! L ay ! 1
: R 21 1 521 |

! 1
! | 1 1 1 .

1

CoSa s A A S
! 11 I ! 11 22 : ! I
| A L |
I ! 1 1 1 !
:Analyseur : b1 ! Sél : bZ : :
| de réseau ® 1< : T, :
I vectoriel ; 1 T [ 7 '
| (VNA) ! ! Sonde CPW : ! Echantillon 1

Figure 2.6 — Graphe de fluence de la sonde coaxiale ouverte.

En utilisant I’éq. (2.2) et I’éq. (2.5), on déduit I’équation bilinéaire suivante [9,28] :

Si1=———— 2.6
11 dte (2.6)

dy, d et d3 sont trois coefficients complexes données par :

7

1_522 +Cf

di = - ; — (2.7)
]Q)Z()Co(l + S22) Co
d2:S11_S11S22+S12521+511+S11S22_512521ﬂ 2.8)
JwZyCo(1+S ) (1+S,) Co
S\ +87,5,-8,S
P VIl T Bl b1 2.9)
]a)Z()C()(l + SZZ)

Ainsi, a partir de la mesure du coefficient de réflexion S 11, il est possible d’extraire la
permittivité complexe du milieu et ceci pour une large bande de fréquence. Cette méthode
de mesure consiste a mesurer le parametre S 1 du circuit intégrant le matériau sous test
avec un analyseur de réseau vectoriel (VNA). Pour calculer ces constantes d’étalonnage
complexes, une procédure d’étalonnage doit étre effectuée avant 1’extraction des spectres
diélectriques [35].
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2.3.2 Etape d’étalonnage

En général, deux approches sont appliquées pour calculer le vecteur d :

— Procédure d’étalonnage en deux étapes : tout d’abord, le coefficient de réflexion
est mesuré pour trois échantillons connus [5], [29], [35, 36], ensuite la permitti-
vité complexe est calculée. On utilise la formulation théorique ou numérique du
probleme de la ligne coaxiale ouverte avec un plan de masse infini et une taille
d’échantillon semi-infinie. Une inversion quasi analytique ou numérique est mise
en ceuvre [16], [35], [36], ou les parametres des éléments localisés ont été déter-
minés (avec ou sans tenir compte des effets du rayonnement) lors de la premiere
étape [29].

— Procédure d’étalonnage en une étape : elle est basée sur une relation bilinéaire entre
le coefficient de réflexion S11 mesuré avec le VNA et la permittivité complexe &;
des matériaux de référence appropriés (9], [10], [27,28], [37-39].

La caractérisation de la permittivité diélectrique du milieu sous test en deux étapes,
utilisée dans ce travail, s’appuie sur 1’analyse de la mesure du coeflicient de réflexion S 1
de la sonde et nécessite une phase d’étalonnage avec au moins trois milieux de référence
qui ont un comportement bien connu dans la littérature (par exemple air, eau déionisée,
acétone). L’équation suivante décrit une relation linéaire entre le coefficient de réflexion
mesuré S 11 et la permittivité relative complexe du milieu sous test :

& = d1S11—-d
d3—S11
ou dy, d et dz sont des nombres complexes déterminés par la mesure des coefficients
de réflexion S ;1 des milieux de référence
Nous avons utilis€ comme milieux d’étalonnage 1’air (’Sj,o =1,8511 =9 101), I’eau dé-

(2.10)

*

ionisée (&} = £ s
ds.

Ainsi, selon 1’éq. (2.10), nous obtenons les relations (3.1) (3.2) (3.24) :

S = SY‘;), et Pacétone (g7 = &7 ,, 511 = Sfl) afin de calculer dy, ds et

SOd—dy - ods = €S, (2.11)
Stdi—dy— &} yds =€y, S (2.12)
Sthd—dy -} 4d3 =& , ST, (2.13)

Ce systeme d’équations peut étre réécrit sous forme matricielle comme suit :

0 * * 0

St 1 =g |ld ~€, 0911

w * — * w _

SWo—1 ety ||da|=| eS| Md = (2.14)
A * * A

St 1 —ea\ds) (—&,,57,

Dans ce cas, le vecteur ¢ sera déterminé numériquement par la relation d = M~ e.
Ensuite, la permittivité relative complexe &7 d’un échantillon inconnu sera obtenue par la
mesure du coefficient de réflexion S 11 en utilisant ’éq. (2.10). Cependant, si les mesures
sont faites avec plus de trois échantillons connus, alors I’inverse de la matrice M doit étre
réécrit comme d = (MT M)~ ' M7 .e et résolu numériquement.
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2.4 Résultats expérimentaux avec la sonde coaxiale

La sonde coaxiale a extrémité ouverte est largement utilisée pour mesurer les proprié-
tés diélectriques d’un échantillon liquide ou semi-solide. Lorsqu’une sonde coaxiale est
utilisée pour mesurer des échantillons solides, la rugosité de la surface de I’échantillon
affectera les résultats de mesure, de sorte que les surfaces de mesure des échantillons sont
généralement polies. La technique de mesure nécessite essentiellement que 1’échantillon
possede une seule surface plate et lisse. Son diametre doit étre au moins deux fois plus
grand que le diametre de la sonde. Dans les expériences, il est nécessaire que la présence
d’un objet derriere 1’échantillon n’affecte pas les résultats de mesure. Cela implique que
I’épaisseur de I’échantillon permette a I’amplitude du champ électrique a 1I’extrémité de
I’échantillon d’étre d’au moins deux ordres de grandeur plus petite que celle a I’interface
sonde / échantillon. La plupart des modeles théoriques supposent que 1I’échantillon est
d’épaisseur semi-infinie.

Dans ce chapitre, une procédure d’étalonnage basée sur 1’approche en deux étapes
a été appliquée pour éviter les instabilités dans la détermination de la permittivité. Ces
instabilités peuvent apparaitre en raison d’hypothéses dans la formulation théorique du
probléme inverse ou d’erreurs numériques dans la modélisation de la sonde coaxiale ou-
verte utilisée.

Dans un premier temps, le calibrage de 1’analyseur de réseau vectoriel est effectué.
Ensuite, I’étalonnage a 1’aide d’un matériau de référence (avec une constante di€lectrique
connue & est réalisé avec la sonde en utilisant comme milieux de référence I’air, I’eau
déionisée et I’acétone. Comme illustré sur la Fig. 2.7, les liquides testés sont contenus
dans un réservoir de polydiméthylsiloxane (PDMS) entourant les électrodes de la sonde.
Les mesures ont été effectuées sur une bande de fréquences de 400 MHz a 7,5 GHz. Les
données extraites de 1’analyseur de réseau pour chacun de ces milieux ont été stockées
pour la phase de traitement.

(a) Vue en dessus (b) Mesure du S 11 de la sonde

Figure 2.7 — Sonde coaxiale a ligne ouverte.
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2.4. Résultats expérimentaux avec la sonde coaxiale

Tous les échantillons ont été prélevés de bouteilles de liquides de haute pureté récem-
ment ouvertes, obtenues aupres de salle blanche de I’ESIEE-Paris. Les liquides ont été
choisis pour plusieurs raisons, notamment pour couvrir une gamme de valeurs de per-
mittivité et de pertes. L’éthanol et le méthanol sont couramment utilisés comme liquides
de référence et il était donc important de les inclure, tandis que 1’isopropanol offre une
permittivité un peu plus faible. L’acétone est un liquide largement utilisé, a faible toxicité
et a faibles pertes. Cependant, toute personne utilisant ce liquide doit €tre consciente que
I’exposition a I’atmosphere provoque une augmentation significative de la permittivité
observée en tres peu de temps car elle est treés hygroscopique contrairement aux liquides
organiques mesurés ici comme I’eau déionisée.

Lors de la simulation de la sonde, nous avons implémenté les valeurs de Debye des
fluides utilisés pour valider la partie analyse de la méthode de caractérisation présentée et
la conception de la sonde coaxiale. La Fig. 2.8 présente le positionnement des coeflicients
de réflexion obtenus par simulation et mesure. Les valeurs des permittivités complexes
implémentées dans le logiciel de simulation sont issues de la littérature et correspondent
a des liquides a la température de 20 °C. Cependant, les mesures ont été faites a la tempé-
rature ambiante, ce qui peut expliquer quelques différences.

1 —Air [ —Arr
o T Eau désionisée i
+j0.5 | +j2 Acétone
2 = \ ~ Méthanol
Ethanol
Propanol

Eau désionisée
Acétone
Méthanol
Ethanol
Propanol

(a) Obtenu par simulation (b) Obtenu par mesure

Figure 2.8 — Représentation du S 11 sur I’Abaque de Smith correspondant a différents
milieux sous-test.

L’amplitude et la phase du coefficient de réflexion détectées dépendent des propriétés
diélectriques du matériau placé a I’extrémité de la sonde coaxiale ouverte. Les résultats
numériques obtenus par simulation ont été utilisés pour valider le procédé d’extraction.
Le traitement des données a été effectué sous Matlab (MathWorks) par un algorithme
développé lors de ce travail. L air, I’eau déionisée et I’acétone sont considérés comme
des liquides de référence pour effectuer 1’étape d’étalonnage nécessaire a la détermination
des spectres diélectriques d’autres milieux. Ainsi, aprés un post-traitement, les résultats
provenant de la simulation présentent une bonne concordance avec les valeurs théoriques
implémentées et ceci sur toute la bande fréquentielle. La Fig. 2.9 présente les parties réelle
et imaginaire de la permittivité extraite du méthanol, de 1’éthanol et du propanol a 25 °C.

Tous les parametres S issus des mesures sont stockés dans des fichiers, et ’analyse et
le traitement des données sont intégrés dans le logiciel Matlab afin d’extraire les permit-
tivités diélectriques des différents échantillons. Pour obtenir les valeurs de la permittivité
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Figure 2.9 — Représentation des valeurs de &) extraites des simulations du capteur sous
différentes conditions de charge.

complexe du liquide sous test a partir des données mesurées, le procédé d’étalonnage a été
mise en ceuvre a partir des mesures effectuées avec trois liquides de référence de permitti-
vité bien connue que sont I’air, I’eau déionisée et I’acétone. Enfin, le méthanol, I’éthanol
et I’isopropanol sont mesurés. Les résultats sont comparés dans les mémes conditions aux
valeurs obtenues avec la sonde commerciale 1’ Agilent 85070E (Fig. 2.10) avec le logiciel
d’analyse associé (Agilent 85070E Dielectric Probe Kit) et ceci jusqu’a 7,5 GHz.

Une comparaison entre les parties réelle et imaginaire de la permittivité mesurées
pour ces trois liquides en fonction de la fréquence avec les valeurs extraites avec la sonde
Agilent 85070E est présentée sur les Figs. 2.11 a 2.13. Les données mesurées par ces
deux dispositifs sont tres proches les unes des autres prouvant que la procédure de mesure
appliquée est adéquate. Cependant, comme prévu, la précision est considérablement ré-
duite en dessous d’environ 100 MHz. Cette détérioration est particulierement visible pour
le propan-2-ol, avec une précision décroissante en dessous d’environ 150 MHz. De plus,
dans le cas de I’eau dé€ionisée ainsi que pour 1’eau du robinet, des résonances marquées
sont apparues sur les parties réelle et imaginaire dans la plage de fréquences autour de 1
GHz en raison de la géométrie de la sonde et des effets de rayonnement.
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2.4. Résultats expérimentaux avec la sonde coaxiale

Figure 2.10 — Sonde a effet de bout 85070E d’Agilent(gauche), Mesure au laboratoire
ESYCOM (droite).

Ligne coaxiale
— Agilent 85070E |

=

Partie réelle

3
o

o]
=1

-
=]

—
=1

o

Partie imaginaire

Spectre de permittivité complexe du Méthanol

=1

108 10°
Fréquence [Hz]

Figure 2.11 — Spectre de permittivité diélectrique du méthanol mesuré a 25 °C avec la
sonde coaxiale comparé avec la sonde commerciale d’Agilent.
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Figure 2.12 — Spectre de permittivité diélectrique de I’Ethanol mesuré a 25 °C avec la
sonde coaxiale comparé avec la sonde commerciale d’Agilent.

Ligne coaxiale
Agilent 85070E

Partie réelle

Spectre de permittivité complexe du Propan-2-ol

v
108 10°
Fréquence [Hz]

Figure 2.13 — Spectre de permittivité diélectrique du Propan-2-ol mesuré a 25 °C avec la
sonde coaxiale comparé avec la sonde commerciale d’Agilent.
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2.5. Fabrication en salle blanche

Les avantages de la sonde coaxiale ouverte comprennent principalement la facilité
relative de la procédure de mesure, les capacités de mesure a large bande et I’éventuelle
mesure en ligne. D’autre part, les principaux inconvénients sont les étalonnages répétitifs,
qui doivent étre effectués avant chaque série de mesures de permittivité, et les erreurs, qui
peuvent étre causées par des entrefers formés entre la sonde et le liquide a tester.

Avec le développement de la microélectronique et des microtechnologies, nous pou-
vons transposer les méthodes d’analyse a 1’échelle micrométrique, ce qui permet de ré-
duire le volume d’analyse a celui d’une goutte élémentaire de solution injectée dans un ca-
nal microfluidique. L’ensemble de ces travaux montre que les dispositifs hyperfréquences
présentent un fort potentiel pour 1’investigation des liquides polaires. Nous avons donc,
dans cette these, cherché a étendre ce type de capteurs a la caractérisation de cellules bio-
logiques pour lesquelles les systemes microfluidiques présentent de nombreux avantages
puisqu’ils permettent de travailler a I’échelle cellulaire, sans avoir recours a un marquage
des cellules et sans les dénaturer, tout en les conservant dans un milieu biologique.

La miniaturisation de ces types de dispositifs et la réduction des volumes de fluide
a caractériser contribuent a enrichir 1’étude et 1’analyse des cellules biologiques. Durant
notre travail de these, nous allons valider I'utilisation de la spectroscopie diélectrique
hyperfréquence a 1’aide d’un micro-dispositif, en fixant pour objectif de pouvoir révéler
I’état interne d’une cellule biologique, et cela en opérant dans le milieu de culture, sans
marquage et sans contact.

Au cours de la derniere partie de ce chapitre, nous présenterons les procédés de fabri-
cation de nos microcomposants fluidiques réalisés au sein de la plateforme technologique
de I’ESIEE-Paris qui seront utilisés dans les prochains chapitres de ce manuscrit pour la
caractérisation diélectrique large bande de matériaux.

2.5 Fabrication en salle blanche

Ce paragraphe présente les techniques utilisées pour fabriquer les biocapteurs passifs
utilisés par la suite pour la caractérisation diélectrique des milieux liquides. Afin de pou-
voir réaliser un grand nombre de composants, I’utilisation de la technique de fabrication
collective est privilégiée. Cela permet de réaliser environ 35 biocapteurs sur une plaquette
de 10 cm de diametre. Ces biocapteurs sont composés d’un guide d’onde coplanaire mé-
tallique en or sur lequel est intégré un canal microfluidique dont les murs sont constitués
d’une résine photosensible négative, la SU-8. Ce canal permet le passage d’un fluide au-
dessus de la zone sensible de détection. Les circuits HF sont fabriqués collectivement sur
un substrat en verre par la technique de photolithographie. La fabrication se déroule en
deux étapes :

— ¢élaboration des lignes coplanaires en or sur le substrat de verre,

— élaboration du canal microfluidique réalisé a 1’aide de la résine photosensible SU-8

La fabrication du biocapteur s’appuie sur I’utilisation des procédés issus de la micro-
électronique (photolithographie) [40]. Elle se décompose en 4 étapes principales :

1. dépot d’une couche mince conductrice (Au) sur un substrat en verre,
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2. photolithographie et gravure de la couche mince conductrice pour définir la ligne
CPW,

3. dépdt d’une couche de résine SU-8 en vue de 1’élaboration du micro-canal,
4. photolithographie et dissolution de la résine SU-8 pour la structuration du canal
microfluidique en bout de ligne CPW.

D’un point de vue général, 4 étapes caractérisent tous les processus de fabrication,

comme indiqué sur la Fig. 2.14 :

4- Gravure 1- Nettoyage

3- Photolithographie 2- Déposition

—>

Figure 2.14 — Etapes des procédés de fabrication en salle blanche.

Dans ce contexte, la fabrication des canaux microfluidiques est un enjeu majeur dans
la réalisation du biocapteur. Leur élaboration comporte certains points cruciaux :

— le matériau utilisé pour les micro-canaux doit étre transparent et biocompatible car
cette transparence permet une visualisation sous les microscopes,

— une fabrication des microcanaux collective est a privilégier afin de diminuer le cofit
de production et augmenter le rendement,

— enfin un alignement précis des pieges mécaniques et des murs du canal microflui-
dique par rapport aux coupures capacitives de circuit HF est nécessaire afin d’obte-
nir la meilleure sensibilité et reproductibilité des résultats de mesure.

Apres avoir dessiné les différents niveaux des structures sur le logiciel HFSS, un jeu de
masques a été fabriqué. Chaque niveau correspond a une étape technologique particuliere.
Dans notre cas, 3 niveaux sont requis : un pour la délimitation des circuits HF, un second
pour la fabrication des canaux fluidiques et un troisiéme pour la fabrication des pieges
afin de localiser les composés biologiques (ceux-ci seront présentés au chapitre 5).

2.5.1 Elaboration du circuit HF

® Nettoyage du substrat

Le procédé commence par un nettoyage du substrat (Fig. 2.15 et Fig. 2.16), de 1
mm (ou 0,5 mm) d’épaisseur, pour €liminer tout contaminant organique ou métallique
présent sur le substrat. Le processus de nettoyage consiste en 2 étapes. La premicere, le
nettoyage a I’acide, est utilisée pour attaquer la surface et éliminer le dioxyde de silicium
natif des plaquettes. Cette étape n’est pas nécessaire dans le cas d’un substrat en verre.
La deuxieme, le nettoyage au solvant, a pour objectif d’éliminer les huiles et les résidus
organiques qui apparaissent.
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2.5. Fabrication en salle blanche

Figure 2.16 — Nettoyage a l’acide.

L’acide fluorhydrique (HF) est utilisé pour éliminer le dioxyde de silicium natif des
plaquettes. L'HF est un produit chimique tres dangereux de sorte qu’un équipement de
protection doit €tre porté lors de son utilisation. L’utilisation d’HF nécessite au moins une
autre personne dans la salle blanche. Il doit étre manipulé dans un banc a flux d’air lami-
naire, avec des gants en néopreéne et une protection oculaire. Tous les petits déversements
doivent étre essuyés immédiatement avec des lingettes et rincés. Ensuite, deux types de
solvant ont été utilisés a savoir 1’acide nitrique (HNO?3) et I’acide sulfurique (H2S0O4).

® Dépot de métal (pulvérisation ou ¢’Sputtering” en anglais)

Le dépot par pulvérisation est une méthode de dépdt physique en phase vapeur (PVD)
consistant a déposer un film mince par pulvérisation. Le matériau a déposer (I’or dans
notre cas) est placé sur une des électrodes (cathode) et le substrat (le verre) sur 1’autre
électrode (Anode) (Fig. 2.17). La Fig. 2.18 montre I’équipement utilisé pour ce processus.
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Croissance du substrat et du film
(Substrate and film growth)

Gaz de pulvérisation Anode
(Sputtering Gas)

-1kV

Cathode

Cible de pulvérisation ==
(Sputtering Target)

Figure 2.17 — Principe de dépot de couches minces.

Figure 2.18 — Equipement de dépot de couches minces.

Lors de la premiere étape, des couches minces de TiW (20 nm — couche d’accroche)
puis d’or (300 nm — couche de métallisation) sont déposées par pulvérisation cathodique
sur le substrat en verre. La Fig. 2.19 présente la plaquette de verre avant et apres la pulvé-
risation cathodique.

Apres la pulvérisation cathodique, une couche de résine photosensible d’épaisseur 1,1
um est déposée par le processus de “’spin coating ** sur le substrat comme illustré sur la
Fig. 2.20. La résine PFR est versée au centre de la cible et le support est mis en rotation.
La plaquette est accélérée jusqu’a la vitesse de 3500 tr/min avec une accélération de 1000
m/s? pendant 30 secondes. Les forces centrifuges provoquent le déplacement de la résine
photosensible sur toute la surface jusqu’a I’extérieur de la plaquette pour former un film
mince de résine. L'épaisseur du film dépend de la viscosité du fluide, de la vitesse de
rotation de la cible, du type de cible et de I’accélération au début de la rotation.
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Stade de
rotation

Figure 2.20 — Dépot d’une couche mince de la résine photoresist par le processus «spin-
coating ».

Apres avoir réalisé un recuit de la résine, la plaquette a été exposée a la photolithogra-
phie (Fig. 2.21). Lors de cette étape, I’ utilisation d’un masque, formé de zones opaques et
transparentes, permet de transférer I’image du capteur que I’on souhaite reproduire sur la
plaquette.

Figure 2.21 — Equipement de photolithographie MA1006 BSA d’ESIEE-Paris.A : support
fixe le masque, B : support fixe le wafer, C, D : outils d’alignement.

L’exposition de la résine PFR aux rayons UV a pour objectif de modifier ses pro-
priétés locales rendant ainsi la résine soluble ou non, apres recuit, dans un solvant. La
plaquette est ensuite développée, pour €liminer la résine au-dessus des zones métalliques
exposées et non désirées. Ces ouvertures dans la résine permettent la gravure du métal
pour structurer la couche du métal déposé sur le substrat (Fig. 2.22).

Ensuite, un nettoyage solvant est effectué pour enlever la résine et passer au processus
de photolithographie dédié au micro-canal épais. Nous avons nettoyé nos plaquettes avec
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Figure 2.22 — Développement de la résine SU-8 et des zones métalliques exposées.

de I’acétone et de I’IPA suivi d’un ringage a I’eau déionisée. Un passage a 1’étuve a 250
°C pendant 15 min finalise cette étape. De cette fagon, nous étions siirs que la résine pho-
tosensible positive était completement éliminée. Les dispositifs obtenus par ce procédé de
fabrication sont présentés sur la Fig. 2.23.

Electrode sans le canal
microfluidique

Figure 2.23 — Circuits hyperfréquences miniaturisés (apres la découpe).

2.5.2 Elaboration du micro-canal microfluidique

Dans un deuxieme temps, apres avoir élaboré le circuit HF, nous avons réalisé un
canal microfluidique en utilisant une résine photosensible (SU8-2025). Le processus de
photolithographie précédemment réalisé pour la résine PFR 7790 est répété pour la résine
négative SU8-2025. Le terme « négatif » désigne une résine photosensible dans laquelle
les parties exposées aux UV deviennent réticulées, tandis que le reste du film reste soluble
et peut étre éliminé par solvant au cours du développement.

La premicre étape du spin coating est effectuée a 500 tours par minute, avec une
accélération de 100 m/s? pendant 5 secondes. La deuxieme étape du spin coating est

60



2.5. Fabrication en salle blanche

(a) dépét d’une couche de résine SU-8 en
vue de I’élaboration du micro-canal (b) photolithographie de la résine SU-8

(c) dispositif obtenu

Figure 2.24 — Etapes de réalisation des canaux micro fluidiques.

réalisée a 3000 tr/min, avec une accélération de 300 m/s? pendant 30 secondes.

L’exposition aux UV se fait de la méme maniere que pour la résine photosensible
négative, mais avec un masque positif qui définit la forme du microcanal lors du dé-
veloppement ( Fig. 2.24b). Le développement est I’étape au cours de laquelle la résine
photosensible SU8 non liée est diluée dans un solvant. Le temps de développement de la
SUS8 dépend de 1’épaisseur de la couche. Une fois cette étape terminée, les canaux sont
préts (Fig. 2.24c) et la plaquette est préte a étre coupée et testée. Les dispositifs obtenus
par ce procédé de fabrication sont présentés sur la Fig. 2.25.

2.5.3 Elaboration du piege mécanique

Le canal microfluidique et le piege mécanique sont réalisés en polymere photosen-
sible (résine SU8-2025). Les circuits HF et les canaux microfluidiques sont fabriqués
collectivement sur le substrat en verre par la technique de "lift-off". Dans ce contexte, la
fabrication des pieges est un enjeu majeur dans la réalisation du biocapteur. Leur élabo-
ration revet certains points cruciaux :

- le matériau utilisé doit €tre transparent et biocompatible, - il faut une bonne adhésion
des picges au substrat en verre et au circuit métallique afin d’éviter des problemes de
fuites,

- une fabrication collective des pieges est a privilégier afin de diminuer le colit de
production et augmenter le rendement, - une forme du piege comporte une face concave
transversale au sens de 1’écoulement du fluide pour s’adapter a la forme sphérique des
microparticules et ainsi mieux les piéger,

- enfin une précision d’alignement des pieges mécaniques sur le centre de la zone de
détection de circuit HF est nécessaire afin d’obtenir la meilleure sensibilité et reproducti-
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Figure 2.25 — Plaquette découpée préte a étre testée.

bilité des résultats de mesure.

Le méme processus de photolithographie précédemment réalisé pour la résine SUS-
2025 pour les murs du micro-canal est répété pour élaborer le picge.

L’alignement de I’insolation aux UV de la résine SU-8 sur le circuit RF a été fait de
facon manuelle a ’aide des platines d’alignement conventionnels sous un microscope.
Pour faciliter I’alignement, des marques ont été prévues sur les wafers. Ces marques
d’alignement se présentent sous la forme des croix (du métal) dans les anti-croix (SU-
8) (Fig. 2.26). Les trois croix sont proches, avec un espacement de 200 microns entre les
motifs d’alignement. Des fleches et des textes ont été également ajoutés pour indiquer la
ou sont placé les croix d’alignement. L’ ensemble de croix/anti-croix est utilisé pour ali-
gner le masque de la métallisation avec le masque qui définit le microcanal. Le deuxieéme
ensemble assure 1’alignement avec le masque qui définit le piege.

Ainsi, un bon alignement est assuré par la superposition des anti-croix dessinés sur le
masque du canal microfluidique et celui des pieges avec les croix d’alignement présentes
sur le masque du circuit HF.

2.6 Dispositif d’adaptation aux connecteurs SMA

Afin d’effectuer la mesure a 1’aide d’un analyseur de réseau vectoriel (VNA : Vector
Network Analyzer), nous avons proposé un dispositif de mesure permettant d’assurer un
contact entre un biocapteur planaire comme précédemment présenté et un PCB intégrant
un connecteur SMA, et ceci a I’aide d’un support 3D ad hoc. La Fig. 2.27 ci-dessous
présente les dimensions du support et du PCB utilisés.
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Figure 2.26 — Motifs d’alignement des masques.
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Figure 2.27 — a- Support 3D, b- Vue du dessus du PCB, b- Vue du dessous du PCB

Ces différents composants sont ensuite fixés par des vis permettent de garder le contact
entre la métallisation du PCB et celle du biocapteur comme montré sur la Fig. 2.28. Le
connecteur SMA nous permet d’effectuer la mesure a I’aide d’un analyseur de réseau
vectoriel (VNA) par I’intermédiaire de cables.

L’architecture de la métallisation du PCB a été choisie pour s’adapter aux dimensions
des transitions des biocapteurs. Les métallisations des lignes CPW sur le PCB ont été
dimensionnées pour avoir une impédance caractéristique de 50 € et pour pouvoir souder
un connecteur SMA. De plus, nous avons proposé une deuxieme version formée d’un
PCB avec des connecteurs a ressort comme le montre la Fig. 2.29 suivante pour changer
facilement la puce a tester.
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PCB

Biocapteur

Support bas

Figure 2.28 — Systeme de mesure a I’échelle macroscopique

Figure 2.29 — Puce assemblée avec le PCB et le support mécanique

Les supports sont dimensionnés selon la taille des puces. Les circuits sont placés entre
le support et le PCB. L’ensemble est assemblé et fixé par des vis. Ainsi, les circuits
peuvent étre changés, nettoyés et réutilisés plusieurs fois toujours dans des conditions
optimales pour permettre d’obtenir des résultats reproductibles.

2.7 Dispositif expérimental pour la mesure sous pointes

Afin d’augmenter la sensibilité des mesures, il est préférable d’effectuer la mesure
au plus pres du dispositif sensible en s’affranchissant des transitions. Des mesures sous
pointes sont alors effectuées directement sur le micro-capteur, en posant les pointes sur
les acces coplanaires de la structure imprimée (Fig. 2.30).
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Dans ce cas, notre dispositif expérimental de caractérisation diélectrique est composé
des éléments suivants :

1. Un biocapteur microfluidique de caractérisation HF de milieu fluidique : liquide
homogene ou comportant des billes diélectriques ou une cellule biologique

Un support pour installer les microcomposants fluidiques
Une table anti-vibration pour une mesure sous-pointes

Une pousse seringue de précision pour I’injection de 1’échantillon fluidique/biologique

AT

Un kit de calibrage « Short-Open-Load-Through » (SOLT) pour calibrer le systeme
de mesure

6. Un analyseur de réseau vectoriel (VNA) et un écran de visualisation externe pour
surveiller les changements sur les parametres S au cours des mesures

7. Une caméra CCD située au-dessus de la station de mesures pour observer le posi-
tionnement des pointes , le passage du fluide et la capture des billes ou de la cellule

8. Un ordinateur pour le contrdle de 1’acquisition de la sauvegarde des données et du
traitement.

9. Des échantillons prélevés de bouteilles de liquides de grande pureté

Analyseur de réseau
vectoriel (VNA)

Interconnexions

AAY

i \ Probe

Plots de contact Plots de contact

Probe

kS
/L

Figure 2.30 — Banc expérimental pour la mesure sous pointes.

2.8 Conclusion

Au cours de ce second chapitre, une sonde coaxiale a extrémité ouverte basée sur
une ligne coaxiale et un connecteur coaxial disponible (SMA) a été fabriquée et carac-
térisée sur une large bande de 300 MHz a 7,5 GHz en combinant des études théoriques,
numériques et expérimentales. Nous avons présenté les caractéristiques de cette sonde
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pour effectuer la spectroscopie diélectrique hyperfréquence des milieux fluides, ainsi que
son principe de fonctionnement et la méthode de mesure. Ce dispositif hyperfréquence
nous a permis de mieux comprendre et maitriser les parametres essentiels a prendre en
compte pour une caractérisation optimale des propriétés diélectriques de 1’échantillon.
Nous avons observé les caractéristiques des ondes électromagnétiques a 1’ouverture de
la sonde ou est située la zone sensible, et avons estimé la sensibilité spatiale de la sonde
lors la détermination des spectres diélectriques des matériaux standard (liquides) dont
les propriétés diélectriques sont bien définies suivant le modele de Debye. Les résultats
d’extraction de la permittivité diélectrique complexe, mesurée et obtenus avec une sonde
coaxiale, sont comparés avec les valeurs extraites avec la sonde Agilent 85070E, sur une
large bande de fréquences allant de 400 MHz a 7,5 GHz.

Apres avoir ainsi prouvé 1’adéquation de ce capteur a la mesure par spectroscopie,
nous avons montré que cette mesure, associée a une approche d’extraction des propriétés
diélectriques des milieux testés, fournit des résultats fiables et précis, et permet d’analyser
des liquides, semi-liquides et/ou solides. Toutefois, le volume de 1’échantillon a analyser
par ce capteur est de I’ordre de quelques mL, ce qui rend impossible son utilisation pour
effectuer une analyse cellulaire, ou a fortiori pour répondre a notre objectif d’aboutir a
I’d’analyser d’une cellule unique.

Dans le but d’améliorer ce systeme d’analyse et de I’adapter a des applications dans
le domaine de I’analyse cellulaire, nous avons proposé€ une nouvelle génération de cap-
teur (basée sur la technologie coplanaire), plus sensible et permettant 1’analyse de petits
volumes jusqu’a la cellule unique. C’est ce que nous allons étudier dans les prochains cha-
pitres. Par ailleurs, nous avons vu les procédés de fabrication utilisés pour la réalisation
de ces bio-capteurs dans la salle blanche de I’ESIEE-Paris. Les dispositifs miniaturisés
présentés dans les paragraphes V et VI de ce chapitre sont exploités dans le chapitre III
pour la détermination hyperfréquence de la permittivité diélectrique complexe de milieux
liquides.
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Chapitre 3. Dispositifs miniaturisés pour la spectroscopie diélectrique hyperfréquence
des milieux fluidiques

3.1 Introduction

Le premier chapitre de ce manuscrit nous a dirigé vers les technologies microondes
pour la caractérisation de matériaux diélectrique par réflectométrie fréquentielle. Afin de
pouvoir se limiter a de petits échantillons et procéder a des caractérisations a 1’échelle
de cellules biologiques, des dispositifs miniaturisés sont nécessaires. L’enjeu est d’avoir
de nouvelles opportunités pour imager les propriétés diélectriques des cellules en rela-
tion avec la présence ou I’absence d’une pathologie (type cellulaire, cellule cancéreuse,
anémie, etc.) afin de pouvoir les discriminer.

Le développement de tels dispositifs pour la caractérisation non destructive des échan-
tillons nécessite tout d’abord de mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent la
sensibilité de ces biocapteurs, et en particulier 1’interaction entre le fluide et le champ
électromagnétique dans un canal microfluidique. En effet, la propagation d’une onde élec-
tromagnétique dans un matériau dépend de ses propriétés électriques et magnétiques.
La connaissance précise de ces propriétés fournit des informations essentielles pour la
conception et la modélisation en vue de la fabrication de ces capteurs. D’autre part, ces
parametres doivent étre pris en compte dans une perspective applicative afin de concevoir
des structures fortement sensibles a la moindre variation des propriétés du milieu sous
test.

Pour permettre la détermination sur une large bande des propriétés diélectriques de
petits échantillons de liquides biologiques, des micro-dispositifs constitués d’une ligne de
transmission coplanaire combinée avec un canal microfluidique ont été développés.

Tout d’abord, les caractérisations des milieux a I’aide des microdispositifs développés
ont été effectuées a partir des systemes de mesure, présentés dans la partie VI du chapitre
2. Ils sont composés du biocapteur couplé a la connectique intégré sur un support PCB
comportant des transitions vers un connecteur SMA. Des pieces ont été réalisées en im-
pression 3D pour assembler les éléments du systeme de mesures et permettre de changer
facilement le micro-dispositif sensible a insérer.

Dans un deuxieme temps, nous avons proposé de nouveaux micro-capteurs adaptés a
des mesures sous pointes. La zone sensible de ces dispositifs microscopiques a les mémes
dimensions que dans le cas macroscopique.

Dans ce chapitre, nous présenterons ces différents systemes ainsi que les méthodes de
caractérisation diélectrique des milieux sous test que nous avons développées. Les tech-
niques de mesures hyperfréquences proposées dans ce chapitre ainsi que dans les chapitres
suivants sont classées en deux catégories : techniques en réflectométrie et techniques en
transmission. Les phases de conception et d’analyse de ces nouveaux dispositifs se sont
appuyées sur 'utilisation du simulateur électromagnétique 3D HFSS ©.

3.2 Dispositifs d’extraction de parametres diélectriques
des milieux fluidiques
La technologie coplanaire (CPW : CoPlanar Waveguide) demeure la structure planaire

la plus utilisée pour la réalisation de dispositifs microondes et millimétriques, ceci en rai-
son de la souplesse et de la simplicité de son procédé technologique. La ligne CPW est
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constituée d’un substrat diélectrique supportant sur sa face supérieure, un ruban métal-
lique central (Signal) et deux plans de masse situés symétriquement de part et d’autre du
ruban Signal. Cette technologie est tres souvent utilisée pour des applications, consistant a
mesurer et a caractériser, les propriétés diélectriques de substances biologiques telles que
des tissus ou des fluides biologiques cellules/sang par des ondes électromagnétiques. C’est
un candidat adéquat pour ce type d’application en raison de son faible encombrement, de
son intégration aisée et son faible colit de fabrication par rapport a d’autres structures pla-
naires telles que les lignes microruban et stripline. En effet, le choix de cette technologie
pour la détection capacitive facilite la co-intégration avec le canal microfluidique couplé
perpendiculairement avec les électrodes. La conception des composants passifs et des cir-
cuits pour la caractérisation des matériaux nécessite 1’utilisation de structures de grande
sensibilité pour détecter la moindre variation des propriétés diélectriques de 1’échantillon,
la sensibilité étant reliée a une variation élevée de la réponse du capteur entre la présence
et I’absence d’un échantillon.

Dans ce paragraphe, nous présenterons des structures a base d’un guide d’onde copla-
naire (CPW) a effet de bout, fonctionnant en réflexion et permettant la caractérisation de
milieux liquides par spectroscopie diélectrique. Les transitions associées a ces biocapteurs
permettent une mesure directe a I’aide d’un analyseur de réseau vectoriel (VNA : Vector
Network Analyzer en anglais). Au bout de la ligne coplanaire, une discontinuité forme
une zone capacitive appelée capacité de détection ou est inséré un canal microfluidique.

3.2.1 Technique réflectométrique

Dans un premier temps, un biocapteur se présentant comme une ligne coplanaire
(CPW) a extrémité ouverte a été étudi€. Le capteur proposé permet de caractériser un
liquide s’écoulant dans un canal microfluidique intégré au dispositif et positionné a I’ex-
trémité de la ligne CPW (ligne a effet de bout). Le milieu sous test occupe un volume
d’analyse de I’ordre du nanolitre, ce qui permettra d’effectuer une mesure sur une ou
plusieurs cellules biologiques. Ce capteur a été fabriqué dans la salle blanche de I’ESIEE-
Paris. Le procédé de fabrication est le méme que celui présenté dans la section (I1.V) du
chapitre précédent mais le masque de la métallisation est différent. Les dimensions sont
présentées sur la Fig. 3.1 suivante.

Un canal microfluidique de hauteur 25 pm et d’une largeur de 300 um est réalisé en
résine SU-8 et placé en bout de ligne. Il guide le fluide a analyser au-dessus de la zone
sensible qui n’est autre qu’une partie de la ligne CPW de longueur 150 pm.

La Fig. 3.2 illustre la distribution de 1’amplitude du champ électrique a 5 GHz dans
la zone d’analyse. La simulation électromagnétique montre que le champ électrique est
fortement concentré dans le canal sur une épaisseur de 25 pm environ au-dessus de I’ex-
trémité de la ligne, et ceci sur une largeur de 150 um, ce qui donne un volume d’analyse
autour de la dizaine de nanolitres.
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Figure 3.1 — Schéma du dispositif sensible utilisé en réflexion (a) en vue de dessus, (b)
schéma en 3D.

Les résultats de simulation obtenus ont permis de valider la méthode d’extraction des
propriétés diélectriques des liquides retenue par la suite.

Le couplage fluide / champ électromagnétique se produisant dans le biocapteur est le
phénomene permettant d’assurer la sensibilité de la sonde a la variation de permittivité
relative et de tangente de pertes des échantillons. La diminution de 1’espace entre 1’élec-
trode et I’échantillon sous test entraine une augmentation du couplage, ce qui augmente
la perturbation du biocapteur en présence d’un échantillon en contact avec la pointe. Par
suite, la sensibilité de la sonde pour une faible variation de la permittivité relative de
I’échantillon est augmentée.

Afin d’atteindre cet objectif, une structure interdigitée en réflectométrie, présentée
sur la Fig. 3.3, a été retenue. La zone sensible de détection se représente comme une
capacité interdigitée au bout d’une ligne de transmission coplanaire et située sous un canal
microfluidique. Le zoom représente la zone de détection des matériaux. Nous verrons
plus loin I’intérét de cette configuration interdigitée. En effet, la simulation montre que le
champ est uniformément intense dans la zone interdigitée définissant ainsi la zone sensible
au-dessus de laquelle 1’échantillon liquide a mesurer circule dans le micro-canal.
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Figure 3.2 — Distribution de I’amplitude du champ électrique dans le canal microfluidique
vue de dessus. En raison des propriétés de symétrie, seule la moitié (partie gauche) de la
structure est représentée.

La taille typique de la zone de détection diélectrique est associée a une surface de
150 um de long x 90 um de large. Le confinement du liquide est assuré avec un canal
microfluidique composé de résine photosensible SU-8 sur une hauteur de 75 pum. Ce po-
lymere présente les principaux avantages d’€tre biocompatible et simplement structuré.
Sa viscosité facilite 1’obtention de films uniformes, sans défaut et sans contrainte et, plus
tard, I’élimination de la résine non solidifiée (indésirable) pendant I’étape de développe-
ment. Sa transparence permet une observation aisée des fluides et des cellules biologiques
placés dans le canal. Les parois du canal microfluidique sont d’une largeur de 300 wm au
niveau de la zone sensible. Le liquide passe a travers un canal de largeur 150 um dans la
zone de détection. L’IDC (interdigitated capacitor pour capacité interdigitée) présente des
rubans et des fentes d’une largeur de 10 um. Les électrodes sont constituées d’une fine
couche de titane (TiW - 20 nm) et d’or (300 nm) sur une plaquette en verre pour minimi-
ser les pertes diélectriques supplémentaires dues au substrat. Le volume a tester se situe
dans la gamme des nanolitres, ce qui est compatible avec la caractérisation des cellules
biologiques et représente un progres dans ce domaine d’intérét. Un diagramme résumant
les étapes principales du cycle de fabrication en salle blanche est présenté sur la Fig. 3.4
suivante.
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Figure 3.3 — Dispositif interdigité en réflexion (a) vue du dessus avec un zoom de la zone
sensible, (b) Modele 3D simulé sous HFSS.
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Figure 3.4 — Séquence des étapes de la fabrication des biocapteurs.

Nous allons ici comparer le comportement de ces deux sondes avec soit une capacité
simple a extrémité ouverte (CPW-OE) ou capacité interdigitée (CPW-IDC). Ces deux cap-
teurs CPW proposés sont analysés pour une utilisation en réflexion dans le but d’extraire
les propriétés diélectriques des milieux liquides dans la bande de fréquences comprise
entre 0,15 et 5 GHz. La Fig. 3.5 montre, pour les géométries OE et IDC, les contrastes
capacitif et de conductance de la zone sensible lorsque le liquide considéré varie. Cette
variation a été extraite de simulations sous HFSS et en considérant la capacitance et la
conductance associées au bout de la ligne, a partir de la paroi en SU-8 du canal. Sur la
Fig. 3.5a, la variation est obtenue pour des capteurs remplis d’eau ou d’air, tandis que sur
la Fig. 3.5b, les deux milieux considérés sont 1’éthanol et I’air.

Nous pouvons facilement voir que les contrastes obtenus avec I’'IDC sont deux fois
plus élevés que ceux obtenus par le capteur OE. Cette différence indique que le couplage
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3.2. Dispositifs d’extraction de parametres di€lectriques des milieux fluidiques

entre le condensateur interdigité et 1’échantillon testé dans le canal est plus important
que dans le cas d’une ligne a extrémité ouverte. Cette augmentation du contraste permet
d’estimer de maniere plus sensible les valeurs de la permittivité complexe. Une meilleure
sensibilité des capteurs a IDC est donc attendue.
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(b) Contrastes capacitif et de conductance entre les capteurs chargés d’éthanol et d’air

Figure

3.5 — Contrastes capacitif et de conductance entre les capteurs remplis d’un fluide

et d’air pour les deux géométries : structure a extrémité ouverte (CPW-OE) et capacité
interdigité (CPW-IDC).

3.2.2
Ce

Technique en transmission

paragraphe présente la structure interdigitée utilisée en transmission (CPW-IDT)

qui sera placée sur un PCB avec connecteur SMA. Le biocapteur est composé d’élec-

trodes

de géométrie symétrique en dehors de la zone sensible. Cette derniere est formée

d’une zone capacitive appelée capacité de détection sur laquelle est placé un canal micro
fluidique. Les lignes de transmission coplanaires de part et d’autre véhiculent les signaux
HF vers la capacité. La zone de détection a les mémes dimensions que dans le cas en
réflexion. Une vue schématique 3D du dispositif est présentée sur la Fig. 3.6 suivante.
Les capteurs proposés permettent donc de caractériser un liquide, s’écoulant dans le
canal microfluidique intégré au dispositif et occupant un volume d’analyse de 1’ordre du
nanolitre, échelle permettant d’effectuer une mesure sur une ou plusieurs cellules biolo-
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Figure 3.6 — Dispositif interdigité en transmission, (a) vue du dessus avec un zoom de la
zone sensible, (b) Modéle 3D du CPW-IDT simulé sous HFSS.

giques. Les lignes de transmission sont caractérisées par une impédance caractéristique
qui dépend de la largeur du ruban central et des caractéristiques du substrat.

Afin d’obtenir un circuit large bande, il est nécessaire que la ligne coplanaire reste le
plus longtemps possible adaptée sur 50 ohms. Les dimensions des lignes d’acces copla-
naires sont donc choisies de facon a avoir une impédance caractéristique de 50 ohms et
sont également adaptées pour avoir un bon contact avec la métallisation du support PCB.
Le ruban signal et les rubans de masse sont respectivement de largeur 120 pm et 3,5mm.
La distance qui les sépare est de 12 um. Les lignes sont uniformes sur une longueur de 3
mm puis la largeur est progressivement rétrécie dans la zone centrale.

Les procédés de microtechnologie utilisés pour fabriquer les dispositifs couplés aux
capacités microfluidiques sont ceux exposés au chapitre précédent. Le choix de la confi-
guration coplanaire de la détection capacitive facilite la cointégration avec le canal micro-
fluidique en raison de son caractere planaire.

3.3 Dispositifs pour la mesure sous-pointes

A partir de la structure HF a capacité interdigitée présentée dans la section précé-
dente, nous avons modifié les transitions d’acces pour permettre des mesures sur un banc
de mesure sous-pointes. Les techniques de mesures hyperfréquences présentées dans cette
partie sont des techniques qui utilise la réflectométrie ou la transmission. Les structures
retenues ainsi que leurs dimensions sont présentées sur la Fig. 3.7. La Fig. 3.7a présente le
capteur utilisé en réflectométrie. Le capteur en transmission est présenté sur la Fig. 3.7b.
Le ruban central a une largeur de 90 um et une longueur de 5 mm dans le cas en trans-
mission contre 3,125 mm dans le cas en réflexion. Le plan de masse a une largeur de 250
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Figure 3.7 — Structures des biocapteurs pour les mesures sous-pointes.

Afin d’effectuer des mesures sous pointes, les dimensions des transitions d’acces du
biocapteur ont été choisies de maniere a avoir 50 ohms a I’entrée tout en étant adaptées
aux dimensions des pointes de type masse-signal-masse (GSG : Ground-Signal-Ground)
disponibles dans notre laboratoire. Ces pointes de type GSG consistent en trois aiguilles
paralleles dont deux, latérales, seront en contact avec les plans de masse et une, centrale,
sera posée avec la ligne de signal. Ce systeme présente un espacement entre pointes la-
térales (pitch) de 300 wm compatible avec les dimensions de la ligne coplanaire utilisée
pour I’excitation des biocapteurs.

La Fig. 3.8 montre la distribution du champ électrique a 5 GHz dans la zone d’analyse
en vue de dessus et en coupe pour les deux cas : réflexion et transmission. Le champ
est fortement concentré dans la zone de la capacité interdigitée ou ’interaction entre le
champ et le liquide se produit. Au-dessus de la capacité, le champ est fortement concentré
jusqu’a une hauteur de 5 um environ, ou il est compris entre 80% et 100% de sa valeur
maximale (zone rouge). Il reste intense jusqu’a une hauteur de 10 pm environ, avec une
valeur de champ compris entre 40% et 80% de la valeur maximale et devient négligeable
au-dela de 10 um. Ces valeurs élevées du champ électrique (supérieures a 40% de sa
valeur maximale) sont observées sur une longueur de 140 pm et une largeur de 90 um, ce
qui donne un volume d’analyse autour de 126.103 um? équivalent a 0,126 nanolitres

Nous avons présenté dans le chapitre précedent une méthode de caractérisation hyper-
fréquence par spectroscopie diélectrique appliquée a des mesures en réflexion. Rappelons
que cette technique est basée sur I’exploitation du coefficient de réflexion S 1. Cependant,
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Figure 3.8 — Amplitude du champ électrique vue en coupe (au milieu de la zone sensible)
et en vue de dessus pour les dispositifs ID en réflexion et en transmission.

pour les nouvelles structures en transmission, nous avons adapté cette méthode d’extrac-
tion des parametres a la transmission. La méthode se base sur la connaissance des coef-
ficients de transmission S,; et /ou de réflexion S et sera détaillée dans la suite de ce
chapitre.

3.4 Méthode de caractérisation des propriétés diélectriques
a partir de S,

Comme I’onde transmise dépend de la valeur de la permittivité du milieu placé dans
la zone sensible de la sonde, nous allons développer une technique de caractérisation ba-
sée sur la mesure des coefficients de réflexion et de transmission a I’aide d’un analyseur
de réseaux vectoriel. Ainsi, I’obtention des caractéristiques hyperfréquences d’un échan-
tillon a partir de plusieurs parametres permet d’atteindre une bonne précision. En effet,
les propriétés des matériaux peuvent étre extraites a partir de la réflexion des ondes sur le
matériau diélectrique et/ou de leur transmission au travers du matériau a analyser comme
nous allons le voir dans le paragraphe suivant.

3.4.1 Principe de fonctionnement

La structure du biocapteur de caractérisation diélectrique en transmission se compose
de deux transitions symétriques en technologie coplanaire entre lesquelles est placé le
circuit sensible (voir Fig. 3.6). La Fig. 3.9 suivante montre trois quadripdles cascadés
ainsi que le diagramme de fluence associé.

La méthode de mesure consiste a mesurer les parametres S du circuit intégrant le
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Figure 3.9 — Cascade des 3 quadripdles et diagramme de fluence associé a un capteur en
transmission.

matériau sous test a I’aide d’un analyseur de réseau vectoriel (VNA).

Pour pouvoir faire le produit matriciel de ces trois entités, nous devons transformer
les matrices [S] en matrices de chaine [T]. Les formules de passage de la matrice [S] a la
matrice [T] et inversement sont données a la référence [1] :

Tn Ti2 -AS  S11

[T1= =5 3.1)
151 Tx -S» 1
S Si2 T, AT

[S1= =75 (3.2)
Sa1 S» I =Ty

Avec AS =511.52-S512.521

Par symétrie des acces, nous pouvons exprimer le quadripdle Y en fonction du qua-
dripdle X et inversement, d’ou la relation :

TY, TY,| | TX\ -TX;
= (3.3)
TY; TY.] |-TX» TX4

Pour une impédance en série Z;“q, les matrices [S] et [T] associées sont données par :

Spurl = Zeg 220 3.4
[DUT]—mzZ , (3.4)
0 eq

83
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2%-2;,  Z,

[Tourl = 27 (3.5)

~Zeq 220+ Z;,

Avec Zy I'impédance caractéristique de 50 € dans notre cas, et, pour notre capteur, Z,
I’impédance du canal microfluidique chargé par un milieu fluidique ayant une permittivité
complexe &, dont I’expression est la suivante :

Z;, = (jwCy + jwe,Co+G)™! (3.6)
On va utiliser une notation complexe pour la permittivité relative, de la forme :

4

ci=¢—je, (3.7)

’€q.(3.6) devient alors :

Z;, = (jwCr+ jwe;Co) ™! (3.8)

avec G = Cows:

La matrice de répartition [S ,,,.s] de I’ensemble ainsi formé se transforme en matrice
chaine [Tes].

Nous calculons ensuite le produit matriciel suivant :

7] =[] [0 7] 39
On obtient :
2Z0(T X7 —TX3)— Z3(TX) +TX)?
Tll,mes = (310)
27y
2Z0(TX,. TX4—TX.TX3)+ Z:q(Txl +TXo))(TX3+TXy)
T12.mes = 27 (3.11)
0
ZZO(TX1 TX3— TXZ.TX4) — qu(Txl + TXZ)(TX3 + TX4)
T21,mes = 27 (3.12)
0
2Z0(TX; - TX3) + Z3 (T X3+ TXy)>
T22,mes = (313)
27y
A partir des égs.(3.2) et (3.13), nous obtenons :
27y
SZl,mes = (314)

2Z0(TX3 —TX3) +Z3 (T X3+ TX4)?

En combinant cette équation avec 1’éq.(3.8), nous trouvons la relation linéaire entre la
permittivité complexe de 1’échantillon sous test et le coefficient de transmission :

«_BiSatmes=P2

g = (3.15)
' ﬁ3_S21,mes
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3.4. Méthode de caractérisation des propriétés diélectriques a partir de Sy

Avec B; sont des nombres complexes li€s a la géométrie du biocapteur et détermi-
nés par la mesure des coeflicients de transmission S21 s des milieux de référence (voir
section 3.4.2). Ils sont donnés par :

(TX3+TXy)? .\ Cy

= 3.16

Pr=s jwZoCo(TX2-TX2)  Co (.10)
1 Cy

=— 3.17
P2 (TX2-Tx2) Co .17
B3 = 1 (3.18)

T axe-Tx?) '
De la méme maniere, exploitant les égs.(3.2), (3.11) et (3.13), nous obtenons :
2720(TX>. TX4—TX,.TX3) +Z:q(TX1 +TXo)WTX3+TXy)

S 11,mes = (319)

2Z0(TX3 —TX3) +Z; (T X3+ TX4)?

En combinant cette équation avec 1’éq.(3.8), nous trouvons une relation linéaire entre
la permittivité complexe de 1’échantillon sous test et le coefficient de réflexion :

o = a’lsll,mes —a2

(3.20)
az—3S 1,mes

a; sont des nombres complexes qui dépendent de la géométrie du biocapteur et ils sont
déterminés par la mesure des coefficients de réflexion S 11 s des milieux de référence
(voir section 3.4.2) et sont donnés par :

TX3+TXs) C
o= — B o) (3.21)
2jwZoCo(TX;-TX2) Co

(TXi+TX)TX3+TXy) (TXoTXs—TX\TX3)Cy
2jwZoCo(TXZ - TX3) (TX2-TX?) Co

(3.22)

_ (TXoTX4—TX,TX3)

2
(TX;-TX3) (3:23)

a3

3.4.2 Etape de calibrage

Selon I’éq. (3.15), la connaissance de &) de 1’échantillon sous test a partir du coeffi-
cient de transmission nécessite la détermination des coefficients complexe ;. Pour cela,
une phase de calibrage, avec au moins trois milieux différents, est nécessaire pour pou-
voir calculer ces constantes complexes, ce qui nécessite des milieux de référence ayant un
comportement bien connu dans la littérature :

0] * * 0]

Sy~ =& |[B —£,0571

syo—1 ~&tw (|82 = —Sj,WSK <«<Mp=e (3.24)
A % % A

Sy 1 =, )\Bs —&€, 455
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Le systéme sera résolu numériquement comme 3 = M~!.e e et &% de I’échantillon in-
connu peut ensuite €tre calculé a partir du coeflicient de transmission mesuré S7; confor-
mément a (3.15). Cependant, si plus de trois échantillons connus sont mesurés, alors la
matrice M n’est plus carrée et son inversion est remplacée par la forme 8= (M? M)"' M7 e
résolue numériquement. Nous avons utilisé, comme pour la mesure en réflexion, I’air
(Si,o = 1), ’eau déionisée (& :j,W) et ’acétone (&) = 8; ) pour calculer a; et §;.

De la méme maniere (voir section 2.3.2 du chapitre 2), on peut déterminer le vecteur
«@; et la permittivité complexe &) de 1’échantillon inconnu a partir de mesure du coefficient
de réflexion S |; conformément a (3.20).

3.5 Analyse des capteurs par simulations numériques

La simulation et I’analyse des résultats ont été effectuées sur HFSS sur la bande fré-
quentielle allant de 200 MHz a 25 GHz. La Fig. 3.10 présente les modeles 3D des struc-
tures simulées. Les valeurs de capacité IDC dépendent de la largeur des fentes et des
doigts constituant la configuration de la capacité interdigitée. Ces largeurs sont affectées
par I’étape de développement et la gravure latérale de la métallisation. C’est pourquoi des
simulations ont été effectuées sur HFSS en considérant différentes largeurs de doigt (8
pwm, 9 um, 9,5 um, 9,7 um, 9,8 pm, 9,9 um et 10 um). La Fig. 3.11 montre le contraste
capacitif entre les capacités extraites pour les capteurs interdigités en réflexion ou en
transmission lorsqu’elles sont chargées d’eau ou a vide (air).
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> Plan de mesure
Plan de mesure de S11

(a) Capteur a extrémité ouverte (OE-CPW)  (b) Capteur interdigité en réflexion (CPW-IDR)
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(c) Capteur interdigité en transmission (CPW-
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Figure 3.10 — Modele 3D du dispositif simulé sur HFSS.
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Figure 3.11 — Capacités extraites, pour différentes largeurs de doigt, en considérant le
capteur chargé par l’eau et l’air.

La Fig. 3.12 représente 1’évolution des coefficients de réflexion S |; simulés pour dif-
férents milieux introduits dans le canal. En considérant 1’air, I’eau déionisée et 1’acétone
comme milieux de référence, les parties réelle et imaginaire des permittivités diélectriques
du méthanol et de I’éthanol sont extraites de ces coefficients pour le capteur en réflexion
(Fig. 3.13). Les valeurs obtenues sont comparées a celles implémentées dans le logiciel
de simulation HFSS et décrit par un modele de Debye (courbes théoriques).

A1 — Al 41 — Air
‘ — ) L o Eau déionisée
*JD,E.,- A M Eau déionisée - T Acélone
Acétone a .
. = Méthanol
) Méthanol ——— Ethanol
— Ethanol ~_ \ .
—r . N \I+15
g!i‘ ﬂ‘:_w |+j30
~J o0

(a) Capteur CPW-IDR (b) Capteur CPW-IDT

Figure 3.12 — Représentation des coefficients de réflexion S 11 simulés de 200 MHz a 25
GHz sur I’abaque de Smith pour différents liquides dans le canal microfluidique.

La Fig. 3.14 présente les courbes des parties réelle et imaginaire des permittivités
diélectriques des différents milieux obtenus par la simulation de la structure interdigitée
en transmission. Ces valeurs sont extraites des parametres Sy (Fig. 3.14a) et de S»;
(Fig. 3.14b) apres la phase de post-traitement exposée ci-dessus, en prenant pour milieux
de référence I’air, I’eau déionisée et 1’acétone.

88



3.6. Extraction et analyse des propriétés diélectriques des milieux mesurés en reflexion

[
o

Courbe théorique
= = =Méthanol
""" Ethanol

[ 5]
=
T

[
o

[~
[=]

-
o
T

s
o
T

(=]
T

Spectre de permittivitt complexe

(=]

10° 1010
Frequence [Hz]

Figure 3.13 — Propriétés diélectriques théoriques (en noir) ou extraites des simulations
du CPW-IDR sur HF'SS.
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Figure 3.14 — Propriétés diélectriques extraites des simulations du CPW-IDT comparées
avec les courbes théoriques implémentées dans HF'SS.

Aussi bien en réflexion (CPW-IDR) qu’en transmission, on obtient une tres bonne
adéquation entre la permittivité diélectrique ainsi estimée et celle, théorique, ayant ali-
mentée le modele HFSS pour chacun des milieux. Ceci montre la pertinence du capteur
miniaturisé associé a la méthode d’extraction utilisée pour déterminer le modele de Debye
des milieux testés, et ceci sur une large bande de fréquences allant de 200 MHz a 25 GHz.

3.6 Extraction et analyse des propriétés di€lectriques des
milieux mesurés en reflexion

Dans cette partie de ce chapitre, nous décrivons en détail les structures utilisées et
nous présentons les différentes mesures réalisées afin de valider les résultats théoriques
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obtenus.

Pour I’ensemble des mesures, le coefficient de réflexion S 11 est mesuré a 1’aide d’un
analyseur de réseaux vectoriel (PNA E8361C de Keysight) préalablement calibré. Ce cali-
brage est effectué a I’aide de 4 standards "Short — Open — Load — Through" (SOLT). Afin
de corriger I’amplitude et la phase des parametres S et éliminer les erreurs systématiques
dues a I'instrumentation de mesure, un court-circuit (Short), un circuit ouvert (Open) et
une charge adaptée (Load) sont placés aux extrémités des deux cables de connexion (ou
des pointes), puis les deux cables sont reli€s via une transition calibrée. Une fois la phase
de calibrage menée a son terme, 1’analyseur de réseau corrige automatiquement les para-
metres S mesurés.

3.6.1 Mise en ceuvre du capteur et mesures

Les premieres mesures ont été effectuées pour le parametre S1; a ’aide d’un banc
instrumenté. La puce a été assemblée sur un support PCB intégrant un connecteur SMA
pour le systeme d’excitation. Les excitations des capteurs sont de type coplanaire adapté
50 , compatible avec des connecteurs SMA. L'utilisation de ce type de connecteur est
privilégiée en raison de sa comptabilité avec le systeme de cablage utilisé dans la mesure
du capteur. Les biocapteurs proposés, analysés et caractérisés en réflexion dans la bande
de fréquences comprise entre 200 MHz et 8 GHz sont présentés sur la Fig. 3.15. La
Fig. 3.16 montre les capteurs finaux apres 1’assemblage sur le support PCB et la soudure
des connecteurs SMA.

.

ok

Canal
microfluidique

oo eueds wrd OGL

(a) Capteur a effet de bout (b) Capteur interdigité

Figure 3.15 — Dispositifs fabriqués en salle blanche de I’ESIEE-Paris

Les premieres mesures ont été effectuées avec le capteur OE-CPW dans la gamme fré-
quentielle allant de 0,4 a 6 GHz par pas de 2,5 MHz et a une température ambiante (T =
25 °C). Dans un deuxieme temps, le capteur CPW-IDR a été utilisé dans la bande fréquen-
tielle 300 MHz - 8 GHz. Selon les milieux mesurés (air, eau déionisée, acétone, méthanol
et éthanol), le coefficient de réflexion S|; se positionne différemment sur 1’abaque de
Smith selon les propriétés diélectriques des différents milieux testés (Fig. 3.17); on peut
remarquer une plus grande différence entre les courbes obtenues avec différents milieux
dans le cas du capteur CPW-IDR, ce qui indique une meilleure sensibilité.

90



3.6. Extraction et analyse des propriétés diélectriques des milieux mesurés en reflexion

—Air

———Eau désionisée
——— Acétone
Méthanol
Ethanol

\ 45

—Air
Eanlj désionisée +0.5
~——Acétone
Méthanol
— Ethanol

(a) Mesurés par OE-CPW (b) Mesurés par CPW-IDR

Figure 3.17 — Coefficients de réflexion S || mesurés pour différents liquides dans le canal
microfluidique et représentés sur I’abaque de Smith.

En utilisant les résultats des mesures et les protocoles d’extraction s’appuyant sur
les trois milieux de calibrage (Air, eau déionisée, Acétone), les permittivités complexes
diélectriques du méthanol et de I’éthanol ont été déterminées. Les Figs. 3.18 et 3.19 re-
présentent, respectivement, les permittivités diélectriques extraites a partir des résultats
de mesure du méthanol et de I’éthanol comparées avec des courbes obtenues par ajus-
tement sous le logiciel de calcul scientifique Matlab® (a 1’aide de la fonction Matlab®
Isqcurvefit). Ce programme permet d’approcher au mieux le tracé d’une courbe au sens
des moindres carrés avec 1’expression analytique sous la forme donnée en éq.(1.11).
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Figure 3.18 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique du méthanol
théoriques et extraites des résultats de mesure avec le OE-CPW (résultats bruts et courbes
d’ajustement).
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Figure 3.19 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique du méthanol théo-
riques et extraites des résultats de mesure avec le CPW-1IDR (résultats bruts et courbes
d’ajustement).

Le Tab. 3.1 suivant présente une synthese des différentes valeurs de permittivité com-
plexe et fréquence de relaxation obtenues par ajustement apres 1’extraction et 1’écart en
% par rapport aux valeurs théoriques.

Ainsi, les résultats obtenus en simulation et lors de campagnes de mesure (Tab. 3.1)
ont permis de valider a la fois le principe du capteur proposé (intégration au sein d’un
canal microfluidique) et la méthode d’extraction des propriétés diélectriques. On retrouve
pour les permittivités des trois matériaux un comportement du type de Debye avec une
constante de relaxation et valeurs de limites de permittivité attendue. Il est a noter que la
mesure des propriétés de 1’éthanol est plus délicate en raison de son évaporation au cours
de la mesure.

Sur la Fig. 3.20, une comparaison est présentée entre la permittivité extraite par I’OE-
CPW, celle mesurée par la sonde Agilent 85070E (Fig. 2.10) et par la sonde coaxiale
a ligne ouverte (Fig. 2.7). Un bon accord est obtenu entre les différentes méthodes de
caractérisation.
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Tableau 3.1 — Valeurs des permittivités et fréquences de relaxation obtenues par ajuste-
ment a 25 °C, entre parentheses les différences par rapport aux valeurs théoriques

Liquide (a 25 °C) Es Eco fH(GHz)

Méthanol
(CPW-IDR) 32,83 (2,4%) | 5,46 (3,4%) | 2,60 (7,8%)
(OE-CPW) 32,60 (1,3%) | 5,76 (7,1%) | 2,95 (5,9%)

Ethanol
(CPW-IDR) 26,02 (3,4%) | 4,58 (1,1%) | 0,97 (17,8%)
(OE-CPW) 23,31 (5,0%) | 4,37 (6,1%) | 1,06 (11,7%)
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Figure 3.20 — Comparaison de ;. du méthanol mesuré par trois dispositifs différents.

3.6.2 Caractérisation sous-pointes

Afin d’augmenter la sensibilité du capteur, il est nécessaire de s’affranchir de la tran-
sition vers le connecteur SMA rendue nécessaire par le dispositif de mesure ici utilisé
et d’optimiser I’'impédance d’acces a la zone de mesure. Une solution, au-dela d’un redi-
mensionnement de la puce, est de permettre des mesures sous pointes au niveau de 1’acces
coplanaire. C’est pourquoi la caractérisation sous-pointes a été effectuée. La Fig. 3.21 sui-
vante montre le biocapteur retenu.

Notre banc de mesure est présenté sur la Fig. 3.22. Il est constitué d’un analyseur de
réseau vectoriel (PNA E8361C de Keysight) connecté a un écran. Le banc de mesure sous-
pointes est constitué d’une pompe a vide pour fixer la puce sur la plaquette, trois platines
de déplacement pour le déplacement micrométrique de la sonde : deux pour controler le
déplacement de la sonde sur I’axe XY et le troisieme pour controler le déplacement de la
sonde sur I’axe Z.

La premicere étape consiste a aligner la pointe GSG avec la paquette afin d’avoir un bon
contact entre eux. Ensuite, on place la puce microfluidique sur la plaquette et on démarre
la pompe a vide pour assurer un bon maintien de la puce. Dans notre systeme de mesure
nous utilisons une technique manuelle de contrdle de la distance pointe - puce. La sonde
se déplace selon les axes X, Y et Z vers la puce (descendante) jusqu’a obtenir un contact
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Figure 3.21 — Capteur a effet de bout en capacité interdigitée.

entre la sonde et la métallisation du capteur. Le mouvement de la pointe, sur les derniers
microns est contr0lé par une surveillance de la variation du coefficient de réflexion sur
I’abaque de Smith.
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Figure 3.22 — Banc de mesure sous-pointes.

Les mesures ont été réalisées a 20 °C sur une large gamme fréquentielle allant de 200
MHz a 25 GHz.

Les résultats bruts d’extraction des parties réelles et imaginaires de permittivité com-
plexe du méthanol et I’éthanol sont présentés sur la Fig. 3.23 et on retrouve la permittivité
des milieux extraits avec une tres bonne précision. L’air, I’eau déionisée et I’acétone sont
toujours mesurés et conservés pour I’étape de calibrage. La courbe rouge montre les va-
leurs extraites apres I’ajustement. On peut voir le bon d’accord entre les fréquences de
relaxation mesurées ainsi extraites. De méme, on voit que la valeur de la permittivité sta-
tique et celle a tres hautes fréquence correspondent a celles attendues. Ainsi, dans le cas
du méthanol, la permittivité statique estimée est de 32,97 contre 33,64 en théorie et la
fréquence de relaxation est de 2,55 GHz contre 2,82 en théorie. Pour I’éthanol, on estime
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3.6. Extraction et analyse des propriétés diélectriques des milieux mesurés en reflexion

la permittivité statique a 23,72 contre 25,16 en théorie et la fréquence de relaxation a 1,01
GHz contre 0,83 en théorie.
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Figure 3.23 — Farties réelles et imaginaires de permittivité complexe du méthanol et
I’éthanol brutes et extraites (200 MHz - 25 GHz). Mesures effectuées sous-pointes.

Afin de montrer la robustesse de la méthode vis-a-vis du choix des milieux de réfé-
rence pour le calibrage, nous avons effectué 1’extraction des propriétés de milieux a partir
des mesures en considérant a chaque fois trois milieux de référence différents.

3.6.3 Influence des milieux de calibrage

® Cas 1 : Air, Acétone et Méthanol

Bien que la permittivité statique réelle de 1’eau ait une valeur tres éloignée de celles
des milieux utilisés pour le calibrage et excede largement la permittivité la plus élevée
des milieux de référence (8 = 1 pour 'air, &7 A= =21 pour I'acétone et &7, = 32,66 pour
le méthanol), on retrouve, en mesures, une permittivité de 1’eau delonlsee tres proche de
celle théorique a savoir 80,21, ici &* ~w = 85,27 (Fig. 3.24a). De méme, la fréquence de
relaxation estimée en mesure est de 16,18 GHz contre 17,00 GHz en théorique. Nous
avons effectué une extraction de la permittivité de I’eau a partir de simulations en utilisant
les mémes milieux de référence pour voir si le résultat trouvé en mesure est cohérent avec
celui obtenu en simulation. La Fig. 3.24b présente les valeurs extraites des simulations.
La permittivité est tres fluctuante notamment en haute fréquence autour de la fréquence de
relaxation en raison des erreurs numériques. Notons que les résultats numériques obtenus
des simulations dans la bande de fréquence allant de 200 MHz a 25 GHz sont réalisés en
plusieurs sous bandes afin d’avoir un maillage par éléments finis adapté aux fréquences
considérées ; ceci explique les discontinuités observées sur les résultats de simulation.

La courbe rouge sur la Fig. 3.25 nous montre qu’avec ces nouvelles références de
calibrage, on retrouve le méme comportement du type de Debye pour I’éthanol sur la
bande de fréquences. La fréquence de relaxation estimée dans ce cas de calibrage est de
0.96 GHz contre 0,83 GHz en théorie.
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Figure 3.24 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique de I’eau déionisée
extraites ou par ajustement de la mesure (a) et de la simulation (b) avec un calibrage :
air, méthanol, acétone. Mesures effectuées sous-pointes.
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Figure 3.25 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique de I’éthanol ex-
traites des simulations avec un calibrage : air, méthanol, acétone.

® Cas 2 : Air, Eau déionisée, Méthanol

La Fig. 3.26 présente les résultats de caractérisation de la permittivité diélectrique de
I’acétone. On retrouve les caractéristiques diélectriques de 1’acétone (ainsi que de 1’étha-
nol) avec une bonne corrélation dans notre gamme de mesure (0,2 a 25 GHz).
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Figure 3.26 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique de [’acétone
(gauche) et de ’éthanol (droite) extraites ou par ajustement de la mesure. Mesures effec-
tuées sous-pointes.

3.6.4 Extraction des permittivités complexes des mélanges

Afin d’étudier et d’optimiser la sensibilité d’un biocapteur, I'impact de I’introduc-
tion d’un liquide sur la variation de la capacité globale du capteur a été évalué. Pour ce
faire, nous avons utilisé des liquides dont les permittivités sont bien connues comme par
exemple 1’eau pure et le méthanol. Dans le cas du liquide pur ou de mélanges eau/méthanol,
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la permittivité relative varie en fonction de la fréquence en suivant des lois de type Debye
(éq. (1.11)) comme discuté dans le chapitre 1.

Les Figs. 3.27 et 3.28 représentent respectivement 1’évolution de la partie réelle et
imaginaire de la permittivité en fonction de la fréquence pour différents mélanges eau/méthanol
(pris a une température de 20 °C).
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Figure 3.27 — Evolution de la partie réelle de la permittivité en fonction de la fréquence de
chaque milieu liquide choisi. Modele théorique pour I’eau, valeurs extraites des mesures

pour le méthanol et les mélanges, en pointillés modéles de Debye estimés a partir des
valeurs extraites.

Pour les différents mélanges, 1’équation de Debye nécessite trois parametres (&g, fr,
£c) pour décrire le comportement fréquentiel de relaxation diélectrique des mélanges
binaires. Dans ce paragraphe, nous avons étudié les trois parametres des mélanges de sol-
vants qui sont liés a ceux des solvants purs a travers des "regles de mélange" appropriées.

Les permittivités diélectriques sont extraites a partir des résultats de mesure a 20 °C
des mélanges comparées avec des courbes obtenues par ajustement sous Matlab®. Une
méthode d’optimisation par la méthode des moindres carrés a été utilisée pour extraire les
trois parametres (&9, fr, €) €n considérant I’expression analytique de Debye.

Pour évaluer la variation des parametres qui permettent de tracer la variation de per-
mittivité en fonction de la fréquence, nous avons tracé 1’écart entre tous les parametres
obtenus en mesure et les valeurs théoriques obtenus par les équations décrites ci-dessous
en fonction de la fraction volumique de la phase dispersé :

— Temps de relaxation diélectrique : la relaxation diélectrique fait référence a la
réponse de relaxation d’un milieu diélectrique a un champ électrique externe de
fréquence micro-onde. Cette relaxation est souvent décrite en termes de permitti-
vité en fonction de la fréquence qui peut étre décrite par I’équation de Debye. Une
formule de mélange pour le temps de relaxation a température constante a été pro-
posée par Lou et al.10 en [2].

Intnix = X1lnt) + Xplnty (3.25)
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Figure 3.28 — Evolution de la partie imaginaire de la permittivité en fonction de la fré-
quence de chaque milieu liquide choisi. Modele théorique pour ’eau, valeurs extraites
des mesures pour le méthanol et les mélanges, en pointillés modeles de Debye estimés a
partir des valeurs extraites.

ou les indices 1 et 2 représentent respectivement les deux solvants. X et X» (X; +
X> = 1) sont les fractions volumiques des composants respectifs. Ce type de variation
suggere qu’une association intermoléculaire a lieu dans ce systeéme binaire et que les
interactions induites par la liaison hydrogene produisent un champ tel que les dipoles
efficaces tournent plus lentement. La Fig. 3.29 présente 1’écart entre les fréquences de
relaxation diélectriques des mélanges issus de mesure et celles théoriques obtenus par
I’éq. (3.25).

— Constante diélectrique haute fréquence : la valeur des mélanges de solvants peut
étre calculée sur la base de modeles théoriques ainsi que de nombreuses formules
empiriques. Un modele simple s’est avéré suffisant pour calculer la valeur des mé-
langes de solvants. La Fig. 3.30 suivante montre les valeurs estimées de £« théori-
quement et obtenus par ajustement.

L X, % (3.26)

Ecomix  €c00,1 €002

Comme le montre la Fig. 3.30, un décalage est observé entre les valeurs théoriques
et celles estimées des constantes diélectriques haute fréquence des mélanges. Ce-
pendant, comme &, représente la limite haute fréquence de la permittivité diélec-
trique (f > 20 GHz), ces valeurs sont difficiles a estimer a partir des mesures sur la
bande considérée pour I’analyse des signaux (ici 300 MHz — 8 GHz).
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Figure 3.29 — Représentation des fréquences de relaxation diélectriques des mélanges
obtenus de mesure et celles théoriques. Mesure effectuée sur un capteur connectorisé.
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Figure 3.30 — Représentation de constante diélectrique haute fréquence des mélanges
obtenus de mesure et celles théoriques. Mesure effectuée sur un capteur connectorisé.

100



3.6. Extraction et analyse des propriétés diélectriques des milieux mesurés en reflexion

— Constante diélectrique statique : plusieurs équations de mélange diélectrique ont
été utilisées dans la littérature pour estimer les propriétés diélectriques des mélanges
binaires. De nombreuses équations se sont avérées applicables aux données expé-
rimentales de la littérature précédente. Une équation de la constante diélectrique
basée sur I’électrostatique et pour une dispersion diluée d’inclusions sphériques a
été développée par Bruggeman [3] :

&, iv—E & l
(B (em)? =1-X (3.27)

ou les indices 1 et 2 désignent respectivement les deux composants solvants et X est la
fraction volumique de la phase dispersée. Les valeurs trouvées par la mesure de mélange
et les valeurs théoriques sont présentées sur la Fig. 3.31 suivante.
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Figure 3.31 — Représentation de constante diélectrique statique des mélanges issus de
mesure et celles théoriques. Mesure effectuée sur un capteur connectorisé.

A partir de ces mesures, nous avons tracé, sur la Fig. 3.32, la valeur de la permittivité
statique des mélanges, a certaines fréquences, en fonction de la fraction volumique du
liquide présent dans le canal.

Les parameétres qui permettent de tracer la variation de permittivité en fonction de la
fréquence sont présentés dans le Tab. 3.2.
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Figure 3.32 — Permittivité statique des mélanges, a certaines fréquences, en fonction de
fraction volumique. Mesure effectuée sur un capteur connectoriseé.

Tableau 3.2 — Parametres de relaxation diélectrique pour différents mélanges obtenues
par ajustement a 20 °C

% volumique & &~ | fr(GH2)
25% Méthanol 74,04 | 6,20 9,42
50% Méthanol 62,83 | 7,63 6,19
75% Méthanol 55,95 | 4,51 4,54
100% Méthanol 32,83 | 5,60 2,60
100% Eau déionisée (ED) | 80,23 | 5,60 | 17,00

3.7 Extraction et analyse des propriétés di€lectriques des
milieux mesurés en transmission

L’ obtention de coeflicients de réflexion et de transmission d’un échantillon sous test
nous permet d’obtenir plus précisément ses caractéristiques physiques en fonction de
la fréquence. Les parametres de réflexion et de transmission sont donc mesurés de 200
MHz a 7 GHz par I'utilisation du dispositif interdigité utilisé en transmission présenté
sur la Fig. 3.33.a. Le capteur final apres 1’assemblage sur le support PCB et la soudure
des connecteurs SMA est présenté sur la Fig. 3.33.b. Un calibrage « Short-Open-Load-
Through » (SOLT) du VNA ramene les plans de mesure aux extrémités des cables d’acces
c’est-a-dire au niveau des entrées des connecteurs SMA.

Les milieux fluidiques purs (Eau déionisée, Acétone, Méthanol et Ethanol) ont été
mesurés dans la gamme de fréquence allant de 200 MHz jusqu’a 7 GHz. L’introduction
de ces différents liquides dans le canal microfluidique modifie la permittivité complexe
du liquide dans le canal. Ces variations de caractéristiques diélectriques du milieu de pro-
pagation de 1’onde électromagnétique modifient donc la réponse en transmission S,; et
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transmission

microfluidigue
détection

~

(@)

Figure 3.33 — Puce microfluidique interdigitée en transmission (a) fabriquée et (b)
connectorisée.

en réflexion S 11 du capteur. Il y a également une variation de la capacité globale du bio-
capteur. L’extraction de &} requiert une derniere étape de post-traitement apres 1’étape de
calcul des vecteurs a et 8. Nous pouvons ensuite extraire d’apres 1’éq. (3.15) et ’éq. (3.20)
la permittivité relative complexe d’un milieu sous test.

De la méme maniere, le dispositif a été calibré en considérant cette fois trois autres
milieux de référence, a savoir I’air, I’eau déionisée et 1’acétone, et les calculs de la per-
mittivité complexe diélectrique du méthanol et de 1’éthanol sont effectués par le protocole
d’extraction présenté dans le paragraphe III de ce chapitre. Selon les milieux mesurés, le
coeflicient de réflexion S 1; est positionné différemment sur 1’abaque de Smith, comme
illustrée a la Fig. 3.34.

- T - - - Air

+0.5 ST L N2 [ Eau désionisée
= ' iy o Acétone

Méthanol

- = ~Ethanol

Figure 3.34 — Représentation de S 11 obtenu sur des mesures de puce CPW-IDT sur
I’abaque de Smith pour différents liquides dans le canal microfluidique.

Les Figs. 3.35 et 3.36 présentent les permittivités diélectriques extraites a partir des
résultats de mesure de S1; et S, respectivement du méthanol pur et de 1’éthanol pur,
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des milieux fluidiques

comparées avec des courbes obtenues par ajustement sous le logiciel de calcul scientifique
Matlab®.
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Figure 3.35 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique du méthanol
(gauche) et de I’éthanol (droite) extraites des mesures de S 11.

La forme des courbes indique qu’une réponse de type Debye de chaque constante de
relaxation attendue peut étre extraite a 20 °C. Une comparaison entre les permittivités
estimées par notre appareil et celles mesurées par une sonde coaxiale a ligne ouverte
fabriquée de maniere artisanale et par la sonde Agilent 85070E [4] a été effectuée et
présente des résultats similaires validant la fonctionnalité du capteur miniaturisé.
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Figure 3.36 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique du méthanol
(gauche) et de I’éthanol (droite) extraites des mesures de S 7.

® Caractérisation sous-pointes en transmission dans la gamme de fréquence 1
GHz -10 GHz

La technique de caractérisation en transmission a été également testée. Le spectre de
permittivité complexe du méthanol a été estimé a 20 °C par I’exploitation des coeflicients
de réflexion S1; et S, et de coeflicient de transmission S71. Le résultat expérimental
obtenus avec le biocapteur sous pointes IDT - CPW en utilisant le banc de mesure présenté
sur la Fig. 3.22 est présenté sur la Fig. 3.37. Les mémes milieux fluidiques de référence
du paragraphe précedent ont été utilisé pour la phase de calibrage.
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transmission
IDT-CPW (Sous-pointes): S11 IDT-CPW (Sous-pointes): S21
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Figure 3.37 — Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique du méthanol
extraites des mesures des parametres [S].

Les Tabs. 3.3 et 3.4 suivants résument les parametres de relaxation diélectrique pour
différents milieux obtenus par ajustement a 25 °C a partir des résultats de mesure des pa-
rametres [S] du biocapteur CPW-IDT celui connectorisé et sous -pointes respectivement.
L’écart en % par rapport aux valeurs théoriques est également présenté.

Les résultats obtenus montrent que le systeéme sous pointe reste la méthode la plus
propre pour extraire les parametres du modele de Cole Cole. Ce systeme par contre est
contraignant en terme d’utilisation et limite le contexte applicatif du principe de mesure.
Le systeme en connectorisé permet de s’affranchir de cette contrainte. Les résultats obte-
nus sont dégradés mais permettent néanmoins d’avoir des résultats satisfaisants pour une
premiere analyse.
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des milieux fluidiques

Tableau 3.3 — Parametres de relaxation diélectrique pour différents milieux obtenues par
ajustement a 25 °C de biocapteur CPW-IDT, entre parentheses les différences par rapport
aux valeurs théoriques

Liquide (a 25 °C) &5 Eoo f(GH?z)
(erreur en %)

Méthanol
S 33,85 (3,6%) | 3,00 (46%) | 2,81 (10 %)
Sa1 33,01 (1,0%) | 6,80 (22%) | 2,58 (17%)

Ethanol
S 24,82 (1,6%) | 4,20 (6,7%) | 0,93 (2,7%)
Sa1 23,52 (3,6%) | 4,80 (5,6%) | 0,97 (1,2%)

Tableau 3.4 — Parametres de relaxation diélectrique pour différents milieux obtenues par
ajustement a 20 °C de biocapteur CPW-IDT sous-pointes, entre parentheses les diffé-
rences par rapport aux valeurs théoriques

Liquide (2 25 °C) &5 Eoo Jfr(GHz)

(erreur en %)

Méthanol
S 33,64 (0,0%) | 5,88 (4,0%) | 2,50 (11,5%)
S 33,80 (0,5%) | 5,50 (2,5%) | 2,54 (9,7%)
S 33,64 (0,0%) | 5,65 (0%) | 2,58 (8,3%)

3.8 Conclusion et discussion

Au travers de ce troisieme chapitre, nous avons présenté plusieurs géométries de bio-
capteurs qui permettent de mesurer la permittivité diélectrique de I’échantillon analysé a
partir de parametres de réflexion S 11 et S et le parametre de transmission S 12 ou So; .

Pour valider expérimentalement les performances du capteur, ces parametres ont été
mesurés a la fois en 1’absence de liquide et pour un canal rempli de plusieurs types de
liquides et en utilisant les deux types de capteurs : connectorisé et sous-pointes. Plusieurs
liquides courants, avec des valeurs différentes de permittivités complexes et de temps de
relaxation, ont été choisis pour tester la sensibilité du capteur en comparant ces résultats
avec ceux obtenus par des simulations.

Les résultats obtenus autant par la simulation que par la caractérisation expérimentale
montrent qu’il est pertinent de s’appuyer sur les microtechnologies en vue de réaliser un
biocapteur permettant la mesure des propriétés diélectriques de milieux liquides ou de
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nature biologique.

La méthode d’extraction de la permittivité complexe des milieux liquides, utilisant
une étape de calibrage a I’aide de trois références, s’est montrée fonctionnelle et a permis
de valider le fonctionnement global du capteur. Il est & noter que les résultats obtenus en
simulation et en mesure sont treés proches.

Les résultats de mesures obtenus sont comparés avec ceux provenant de mesures réa-
lisées par des capteurs similaires, mais adressant des volumes beaucoup plus grands. Les
permittivités complexes extraites sont tres proches et permettent de valider le bon fonc-
tionnement de notre biocapteur. La connaissance des permittivités et fréquences de relaxa-
tion peuvent ensuite permettre I’identification des liquides et en particulier des mélanges.

L’ensemble des résultats expérimentaux montre une bonne concordance entre les per-
mittivités extraites et les résultats théoriques apres application de la méthode d’extraction
et ceci quelques soient les milieux de calibrage. Néanmoins, les mesures sous pointes
sont plus propres que celles prises avec les capteurs connectorisés. La permittivité pré-
sente moins de fluctuations notamment a basse fréquence. Cela peut s’expliquer par une
désadaptation de I’impédance d’entrée du biocapteur connectorisé ou par une surface de
capture du bruit plus élevée comparée avec une mesure sous pointes.

La procédure de calibrage nécessite un bon nettoyage de la zone de mesure entre
chaque étape ainsi qu’une bonne maitrise de la zone du capteur impactée par le liquide.
Cette étape joue un role important et peut aussi jouer sur la précision de mesure. Cepen-
dant, nos résultats de mesures ont été largement influencés par la précision de la tem-
pérature mesurée des milieux de référence. Cela rend la comparaison avec les valeurs
théoriques difficile.

Les perspectives d’applications en rapport avec la caractérisation de milieux hétéro-
genes concernent 1’analyse d’échantillons de quelques nanolitres et contenant quelques
cellules biologiques. On cherchera a analyser les propriétés diélectriques en lien avec la
présence ou non d’une pathologie (type cellulaire, cancer, anémie, . ..) car des variations
de propriétés diélectriques sont observées sur des tissus malades [5, 6].
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des
milieux fluidiques

4.1 Introduction

Le systeme de caractérisation HF développé dans ce travail est constitué de deux
parties principales : le circuit biocapteur hyperfréquence constitué de lignes coplanaires
(CPW pour CoPlanar Waveguide) combiné avec un canal microfluidique qui localise le
fluide a analyser au-dessus de la zone active qui se comporte en premiere approximation
comme une capacité. Nous allons explorer dans ce chapitre la méthodologie qui, a partir
d’une bonne maitrise des caractéristiques électriques de I’ensemble des éléments consti-
tuant cette chaine, permet d’obtenir un modele équivalent et de développer une procédure
d’extraction analytique des parametres diélectriques du milieu sous test. Le signal émis
par la source se dirige vers le dispositif sous test (DUT) et une partie du signal est réflé-
chie tandis qu’une autre est transmise pour étre captée par la deuxieme voie. L’ analyse
des données mesurées sur les signaux réfléchis et transmis permet d’extraire les caracté-
risations diélectriques d’un milieu inconnu placé dans la zone de détection.

Dans le chapitre 3, nous avons présenté les résultats des mesures effectuées a la fois
par des mesures sous pointes et avec les biocapteurs assemblés sur un support PCB in-
tégrant un connecteur SMA, instrumentés pour la mesure a 1’aide d’un analyseur de ré-
seau vectoriel (VNA : Vector Network Analyzer) via une connexion par cable. Il a alors
été montré qu'une meilleure précision était obtenue avec une mesure sous pointes. En
s’aidant du logiciel commercial HFSS pour la simulation RF du dispositif, les méthodes
d’extraction des parametres a partir du coefficient de transmission S7; et /ou de réflexion
S 11, présentées dans la section 3.4 du chapitre précedent , ont été validées numériquement
et expérimentalement.

Etudions la Fig. 4.1 représentant nos structures en transmission et réflexion. C’est
au bout ou au centre de ces structures que sera inséré le motif sous test. Comme seules
les caractéristiques (admittance) du matériau cible nous intéressent, nous avons dii, pour
extraire cette admittance complexe, concevoir des outils pour supprimer 1’effet des autres
éléments présents.

Figure 4.1 — Dispositifs sous pointes sélectionnés pour appliquer la méthode de « deem-
beddil’lg ».

Afin d’augmenter la sensibilité du capteur, les mesures vont étre effectuées directe-
ment sous pointes sur wafer de verre . Nous proposons ici une méthode de « de-embedding
» permettant de supprimer 1’effet des différentes transitions pour extraire les caractéris-
tiques de la zone sensible. Celle-ci est par ailleurs associée a des post-traitements permet-
tant d’extraire les propriétés diélectriques des milieux fluidiques inconnus.
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4.2 Technique de de-embedding : principe et défis

Nous considérons des mesures effectuées sous pointes suivant le dispositif présenté
en Fig. 4.2. Les pointes, reliées au VNA via des cables, sont posées au bout des lignes
d’acces coplanaires. La zone d’intérét est reliée aux pointes par des lignes et transitions
coplanaires dont nous allons chercher a éliminer les effets. Avant toute mesure, 1’étalon-
nage de I’analyseur de réseau vectoriel permet d’éliminer les effets des interconnexions
du VNA et des sondes, en ramenant le plan de référence de la mesure aux extrémités des
sondes.

La mesure apres calibrage compense les effets parasites des plots de contact et des
lignes d’interconnexion coplanaires. Ces effets doivent étre compensés des résultats me-
surés pour obtenir les caractéristiques intrinseques du DUT. Le processus de compensa-
tion mathématique des effets parasites indésirables est appelé « de-embedding» [1,2]. La
phase de de-embedding est similaire a celle du calibrage du banc de mesure hyperfré-
quence, et est réalisée en mesurant différentes structures de test qui peuvent étre de type «
Open », « Short », « Load », « Line » ou « Thru », selon la méthode [3,4]. Le plan de réfé-
rence apres de-embedding est illustré a la Fig. 4.2. Une bonne méthode de de-embedding
doit pouvoir prendre en compte les effets parasites des plots, des interconnexions et du
couplage du substrat.

Analyseur de réseau

)

el / vectoriel (VNA)
L

5233 33 @ Si000 0

Interconnexions: jusqu'a DUT

Probe // ) ) \\ Probe

Plots de contact Plots de contact
Plan de références apres le

procédé de De-embedding
Figure 4.2 — Analyseur de réseaux vectoriel raccordé au dispositif mesuré.

En général, pour réaliser la mesure sur wafer, les sondes RF utilisées présentent les
caractéristiques suivantes :

— Bande fréquentielle d’utilisation définie
— Précision, fiabilité et répétabilité de mesure élevées

— Résistance de contact stable entre la pointe de la sonde et la métallisation qui doit
étre tres faible pour de meilleures performances
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— Bonnes caractéristiques de diaphonie

— Limite les couplages indésirables entre la sonde et la plaquette, la sonde et les ap-
pareils les plus proches

La Fig. 4.3 présente les trois principales sondes RF a choisir en fonction de la fré-
quence d’utilisation, des différentes applications et de la configuration de la pointe de la
sonde.

(b) |Z] Sonde

(c) Sonde Infinity

Figure 4.3 — Différents types de sondes RF

Le modele de la sonde Infinity retenu pour nos mesures est illustré a la Fig. 4.3c.
La sonde Infinity utilise des lignes de transmission microruban pour transporter le signal
entre le connecteur coaxial et les pointes de la sonde. Les lignes de transmission de la
technologie a couche mince Infinity donnent des champs de franges plus confinés que les
pointes coplanaires conventionnelles.

Les méthodes de de-embedding peuvent Etre classées [S5] en trois types selon la stra-
tégie sous-jacente

— modele de circuits équivalents groupés [5—7]
— modele basé sur des matrices en cascade

— matrices en cascade avec modeles équivalents groupés

La deuxieme méthode est utilisée dans ce travail. Cette méthode s’apparente a celle de
la TRL (Through/Reflect/Line) a 8 termes d’erreur. Elle est basée sur la mise en cascade
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de plusieurs matrices [35, 8, 9]. Dans ce modele, les effets parasites des plots et des inter-
connexions sont déterminés différemment, et chaque effet parasite est pris en compte pour
obtenir I’effet total des parasites. Dans les méthodes basées sur les matrices en cascade,
la structure mesurée est représentée sous la forme d’un réseau matriciel en cascade. En
particulier, les éléments distribués sont représentés par un modele matriciel. Pour pouvoir
faire le produit matriciel des différentes entités (dans notre cas les deux lignes d’acces et
la zone sensible), nous devons transformer les matrices [S] en matrices chaine [T].

La Fig. 4.4 montre le modele du dispositif mesuré sous la forme de trois quadripdles
cascadés ainsi que le diagramme de fluence associé. Le quadripdle X correspond a la ligne
d’acces 1 a laquelle s’ajoutent les parasites des plots de contact. Le quadripdle Y repré-
sente la partie symétrique avec la ligne d’acces 2. Le but de la méthode de de-embedding
est d’éliminer ces deux quadripdles pour extraire la matrice représentant le DUT.

Ligne accés 1 Ligne acces 2 ;

Crnur Crur

N —e— e IR

Quadripdle Quadripdle

i i
i i
! i
i X Y

1
! i

|
Calibration Solt 12 dans le Calibration Solt 21 dans le
plan des pointes accés 1 plan des pointes accés 2

Figure 4.4 — Modele du dispositif mesuré comprenant le dispositif sous test.

La méthode d’étalonnage « Ligne de longueur nulle/Réflexion/Ligne de longueur dé-
finie » ou TRL (Through/Reflect/Line) a été¢ développée par Engen et Hoer [3] en 1979.
La TRL utilise trois structures de de-embedding : une ligne de longueur nulle d’impé-
dance caractéristique Z. (Through), un dipdle a fort coefficient de réflexion (Reflect) et
une longueur de ligne avec les mémes propriétés électriques que la ligne de longueur nulle
(Line). Les structures de de-embedding utilisées dans notre cas sont illustrées a la Fig. 4.5.

L’opération de de-embedding consiste d’une manicre générale a réaliser les étapes
suivantes :

® Premiére étape : mesure de la ligne d’une longueur nulle (Through Line) : Dans
un premier temps, nous mesurons une structure composée de deux transitions entre
lesquelles est insérée une ligne de longueur nulle (transitions téte-béche) (Fig. 4.5a).

® Deuxiéme étape : mesure de la ligne d’une longueur L; (Delay Line) : Nous
mesurons ensuite une deuxieme structure composée d’une ligne de transmission de
longueur L; que nous insérons entre les deux transitions. Cette ligne engendre un
retard lié a sa longueur physique. L; est choisie de facon a obtenir un déphasage
inférieur a 180° a la plus haute fréquence de mesure (Fig. 4.5b).
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® Troisieme étape : Circuit ouvert de longueur L, (Open Line) Enfin, nous mesu-
rons le coefficient de réflexion lorsque la zone d’analyse est une ligne ouverte de
longueur L, et de méme impédance caractéristique que la ligne L; (Fig. 4.5¢).

a) c) Ligne de
longueur
L2
i & i & Ligne accés
Ligne acces Ligne acces 8! >
PS Py P Py ——e—
Cmur cmur Cmur

Mesure de la ligne de longueur nulle (Through Line) Circuit ouvert de longueur L2 (Open circuit)

b) Ligne de
longueur
L1
Ligne acces —> Ligne acces
cllllll‘ Cmur

Mesure de la ligne de longueur L1 (Delay Line)

Figure 4.5 — Dispositifs mesurés pour le procédé de ‘de-embedding’ : (a) : structure d’une
ligne de longueur nulle, (b) : structure d’une ligne de longueur LI insérée entre les deux
transitions, (c) : structure d’une ligne a extrémité ouverte.

Suivre ces étapes nous permet de spécifier I’'impédance, la longueur physique (ou le
retard), les pertes par unité de longueur et la constante diélectrique relative (effective) de
la ligne de transition. Connaissant ces parametres, nous pouvons extraire les parametres
[S] des transitions X ou Y et donc déduire, a 1’aide d’opérations matricielles, la matrice
de la zone DUT.

4.3 Méthode de caractérisation de la permittivité diélec-
trique a partir de I’admittance du canal

Les biocapteurs fonctionnant en transmission présentent a leurs acces des lignes CPW
avec 3 électrodes : masse — signal — masse. La structure générale est symétrique par rap-
port au plan longitudinal. La Fig. 4.6 montre le circuit électrique équivalent d’un bio-
capteur en transmission et sa représentation par la mise en cascade de trois quadripdles.
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canal

Nos mesures sont donc associées a I’ensemble ‘ligne coplanaire + zone d’analyse + ligne
coplanaire’.

Mur du
a) micro-canal
Masse
. Ligne accés Ligne accés X
| Signal _ = = _Signal |
| Masse
""""""""""" 'Ir [
B 1 |
b)i i i
i ! !
! 5 o, I Y J
! M " i
! Quadripdle i Quadripdle i
| X : Y :
H 1 |
i : :
e | @ e 1
I i ; ;
Calibration Solt; (21t ! . Calibration Solt
12 dans le plan i |

i
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des pointes : !
i

N i des pointes
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Figure 4.6 — Capteur en transmission, (a) Schéma électrique équivalent du biocapteur,
(b) Représentation équivalente par trois quadripdles en cascade.
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Figure 4.7 — Admittance série sur une ligne.

Considérons une admittance Y en série dans une ligne (Fig. 4.7), la matrice admittance
[Y] associée s’écrit :

Yi -Yio
[y] - (4.1)
=Y Yo

D’apres le schéma électrique présenté ci-dessus, 1’admittance représentant le canal
microfluidique correspond a la mise en parallele d‘une capacité et d’une conductance, et
elle s’écrit :

_ AT AT
=121 =G ppyige + JOC r1i4, (4.2)

On en déduit le lien entre 1’admittance complexe et la permittivité complexe du maté-
riau sous test :
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des
milieux fluidiques

’ ’

CT _ | Im(Y2)| — 8milieu +8substrat % KT (4 3)
milieu — 2nf - 2 Geom .
£ .. +&.
T — _ milieu substrat T
G itien = ‘Re(Y 21 )| = &0 5 #2710 f % KG o 4.4)

Ou KL estun coefficient qui ne dépend que de la distribution des champs électro-
Geom q p q p
magnétiques dans le biocapteur. Les contrastes capacitif et conductif des fluides sous test

par rapport au vide sont donnés par :

e .. —1
ACT = 05— 5 Koo (4.5)
I _ . Enitien=O T
AGT = 05— 5 27 % Kf o (4.6)

Pour une mesure en réflexion, le schéma bloc se réduit a deux quadrip0les cascadés. La
représentation schématique de I’ensemble est donnée a la Fig. 4.8. On utilise le quadripdle
X d’une transition qui a les mémes propriétés que pour la structure en transmission.

Mur du
micro-canal
a)

Masse

_ ) . Criuide
Signal Ligne acces

® o
Gﬂuide
— A
b)

Quadripole
X
Callibration Solt
11 dans le plan
des pointes
accés 1

e

Figure 4.8 — Capteur en réflexion, (a) Schéma électrique équivalent du biocapteur, (b)
Représentation sous forme de deux quadripdles cascadés.

Notons que les dimensions des transitions d’acces d’un biocapteur sous pointes en
transmission et celles du canal microfluidique sont les mémes que dans le cas en réflexion.
Dans ce cas, nous obtenons la méme forme que les égs. (4.2), (4.3) et (4.4), avec toutefois
des parametres différents :

R . AR
Y11 = G rpige + JOC 114 4.7)
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4.3. Méthode de caractérisation de la permittivité diélectrique a partir de 1’admittance du

canal
8, . +g,
R _ | Im(Y )| — milieu substrat R
Conitieu = ‘ pry 3 *KGoom 4.8)
£ . +&.
R milieu substrat R
G itien = ‘Re(Yn)' =& « 270 f % K& pom (4.9)

2

La Fig. 4.9a montre le spectre de permittivité complexe extrait de I’admittance com-
plexe Y11 dans le cas de réflexion en présence de méthanol (matériau cible). Le coefficient
ngom est calculé a partir de ’eau DI. Cette courbe est obtenue en simulant uniquement
la zone capacitive de détection, c’est-a-dire le DUT. Les contrastes capacitif et conductif
sont également présentés sur la Fig. 4.9b.
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Figure 4.9 — (a) Permittivité complexe extraite de I’admittance complexe simulée dans le
cas de réflexion du Méthanol, (B) Contrastes capacitif et conductif associés.

Ces valeurs sont comparées avec celles implémentées dans le logiciel de simulation.
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des
milieux fluidiques

On voit que I’accord entre simulation et théorie est excellent jusqu’a 25 GHz. Ces résultats
valident le modele équivalent proposé.

Ansi, la méthode d’extraction des parametres consiste donc a déterminer les admit-
tances du matériau cible a partir des parametres S mesurés. Pour cela, nous devons appli-
quer d’abord un procédé dit de ‘de-embedding’ afin d’éliminer les effets des lignes d’acces
et des parois du microcanal. Ce procédé permet d’extraire les caractéristiques électriques
intrinseques d’un composant enfoui dans un environnement complexe. La détection de la
matrice de la zone DUT dite matrice de détection nous permet ensuite d’extraire 1’admit-
tance complexe du milieu cible, donc dans notre cas C fjige €t G fiuide-

Les calculs sont effectués en utilisant un programme exécuté sous le logiciel de cal-
cul scientifique Matlab® pour extraire les parametres d’intérét a partir des résultats de
simulation et de mesure, et le logiciel HFSS est utilisé pour les simulations.

0.4 40
35 - Y —
0.35 Extrait du procédé de "De-embedding"
/ ol Extrait de |'admittance Y11
0.3 —
o £
g =
~0.25 o
2 G 20
° ]
@ 5
g 02 E
8 -‘E 15 f
0.15 — ©
= Extrait du procédé de "De-embedding" o5
Extrait de I'admittance Y11
0.1 sl
0.05 : 0= -
10° 100 10° 10"
Fréquence en Hz Fréquence en Hz
(a) Cas de réflexion
0.25 30
Extrait du procédé de "De-embedding"
\ P Extrait de I'admittance Y21
0.2
. Erreurs numeriques (’D\ 20|
L £
e T
@ =
= 015 215}
o S
Q ©
© c
(&) S
Extrait du procédé de "De-embedding" o 10
0.1 Extrait de |'admittance Y21
5
0.05 > 0 -
10° 1010 10° 1010
Fréquence en Hz Fréquence en Hz

(b) Cas de transmission

Figure 4.10 — Contrastes capacitif et conductif extraites de simulation apres un procédé
de Deembedding.

Afin de tester la méthode de de-embedding, deux simulations ont été faites. La pre-
miere est faite en mettant des acces d’excitation au niveau du canal, de facon a ne simuler
que le DUT. La deuxieme reproduit ce qui serait fait en mesure : la structure totale avec
les transitions est mesurée, ainsi que les 3 motifs nécessaires a la phase de de-embedding.
Le modele équivalent au canal est alors extrait par la méthode de de-embedding. Les ré-
sultats des parametres extraits sont montrés sur la Fig. 4.10. La courbe rouge représente
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4.4. Application de la méthode de de-embedding en mesure

les valeurs de 1’admittance complexe du DUT apres 1’utilisation de la méthode de de-
embedding, a savoir C}lui e ©t G;lm. 4, bour 1a mesure en transmission et C?lui 20 L Gljflm. e
pour la mesure en réflexion. Elle est comparée avec les valeurs de 1’admittance complexe
extraite de la simulation du DUT seul.

La réponse fréquentielle montre un assez bon accord entre les résultats issus des deux
approches dans la bande simulée. L’erreur sur I’admittance complexe apres de-embedding
provient principalement de la simulation numérique réalisée sur des structures complexes
et de dimensions assez importantes aux longueurs d’onde considérées.

On notera par ailleurs que les capacitances et conductances équivalentes ne sont pas
les mémes en transmission et réflexion. En effet, les distributions des champs électroma-
gnétiques sont différentes pour ces deux types de structures, de sorte que ces éléments
distribués équivalents présentent des comportements différents. Ceci est pris en compte

par des parametres KX et KL différents.
Geom Geom

4.4 Application de la méthode de de-embedding en me-
sure

Les mesures expérimentales ont été faites dans la gamme fréquentielle allant de 1
GHz a 10 GHz. La structure complete intégrant les transitions coplanaires nécessaires
pour réaliser des mesures sous pointes est présentée sur la Fig. 4.11. Comme expliqué
précédemment , lors des mesures avec 1’analyseur de réseau vectoriel, une étape de ca-
librage est tout d’abord nécessaire afin de corriger les erreurs systématiques engendrées
par le banc de mesure.

LaFig. 4.12 présente les structures nécessaires utilisées pour réaliser le « de-embedding
» et extraire les propriétés du canal microfluidique seul. Pour le premier motif, on réalise
deux lignes CPW sur verre de mémes caractéristiques physiques et diélectriques inversées
symétriquement "Ligne coplanaire/Ligne coplanaire inversée". Ce premier motif corres-
pond au cas ou le quadripdle DUT est une ligne de longueur nulle (Through Line). La
partie SU-8 mesure dans ce cas 600 um de longueur (2*300 pum ) correspondant a la
largeur du mur du canal microfluidique.

Pour le second motif, nous utilisons une ligne de transmission de longueur 2 mm que
nous insérons entre les quadripdles X et Y (Delay Line). La constante de propagation
complexe «y» inconnue dépend des caractéristiques de la ligne ajoutée. Le dernier motif
correspond au cas ou le DUT est une ligne ouverte de longueur L; (nous avons choisi
pour L, une longueur nulle).

La mesure de ces trois motifs est ainsi nécessaire pour effectuer le de-embedding.
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des
milieux fluidiques

(a) Capteur IDR

(b) Capteur IDT

Figure 4.11 — Capteurs sous-pointes

Afin de valider la fonctionnalité de la méthode de « Deembedding », nous avons com-
paré les résultats issus des mesures et des simulations électromagnétiques effectuées a
I’aide du logiciel HFSS©. La Fig. 4.13 présente les parties réelle et imaginaire de la
constante de propagation y = « + j§ de la ligne CPW située sous le SU-8 entre les deux
transitions (motif « Delay Line »). Les Figs. 4.13a et 4.13b présentent respectivement
I’atténuation [Np/m] et le déphasage linéique [rad/m] simulés et mesurés.

Nous obtenons une assez bonne concordance entre les simulations et les mesures pour
la constante de phase. L’accord est en revanche moins bon pour la constante d’atténua-
tion; ceci s’explique par la faible contribution de cette petite longueur de ligne aux pertes
globales de la structure, ce qui rend difficile I’extraction de cette contribution. La ligne
présente de faibles pertes, a savoir 30 Np/m a 1 GHz, 47 Np/m a 4 GHz, 53 Np/m a
6 GHz et 60 Np/m a 9 GHz. Les résultats divergent aux plus hautes fréquences. Ceci
s’explique par les moins bonnes performances des transitions aux plus hautes fréquences,
comme montré ci-apres. Ainsi, avec la dégradation des performances des transitions, les
caractéristiques de la ligne sont masquées par les pertes globales de la structure.
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4.4. Application de la méthode de de-embedding en mesure

Figure 4.12 — Motifs utilisés pour faire le « De-embedding ».
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(a) Constante d’atténuation a (Np/m) (b) Constante de phase

Figure 4.13 — Représentation de la constante d’atténuation o (Np/m) et de la constante
de phase B obtenues par simulation et mesure.

Les parametres [S] d’une transition, extraits des mesures des trois motifs en Fig. 4.12
ou obtenus par la simulation d’une transition, sont présentés sur la Fig. 4.14. On note un
léger décalage entre la simulation et la mesure mais les tendances et ordres de grandeurs
sont similaires. Sachant que les parametres [S] sont extrémement sensibles aux valeurs
des impédances de normalisation, il est probable que les largeurs des lignes d’acces du
capteur mesuré ne soient pas strictement €gales a celles simulées. De plus, I’écart peut
étre dii aux variations de 1’épaisseur du SU-8 entre les différents motifs, ce qui change les
caractéristiques des lignes coplanaires.
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des
milieux fluidiques

On voit que S 11 et S22 sont différents. En effet, le coefficient S 11 est associé au plan
externe d’excitation d’un biocapteur (acces 1 : pointes-métallisations) tandis que S 27 cor-
respond au plan d’acces au DUT comme illustré a la Fig. 4.15.
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Figure 4.14 — Représentations des parametres de réflexion et transmission mesurés
(rouge) et obtenus par les simulations (bleu) du quadripole X représentant la transition
d’entrée.

Le calibrage et le de-embedding sont des techniques complémentaires qui ont pour
objectif d’extraire les grandeurs associées au DUT seul, en corrigeant les erreurs engen-
drées par I’environnement de mesure. Les erreurs, pouvant étre corrigées par un calibrage
adéquat, résultent de causes diverses qui peuvent aussi expliquer les écarts observés entre
la valeur théorique et la valeur expérimentale : I’analyseur de réseau vectoriel lui-méme
(Ie VNA), les sondes de mesure hyperfréquences, les cables coaxiaux assurant la liai-
son entre les sondes et I’analyseur et les divers connecteurs introduits entre les sondes et
I’analyseur et les plots de connexion.

Les parametres de réflexion ou transmission des deux capteurs a vide sont mesurés et
simulés au niveau des plans d’excitation. Les résultats sont présentés sur la Fig. 4.16. On
observe une bonne concordance entre simulation et mesure. Ceci valide la fabrication et
le bon fonctionnement du biocapteur, ainsi que les simulations prédictives effectuées.
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4.4. Application de la méthode de de-embedding en mesure

Plan d’excitation

Plan d*accés au

Figure 4.15 — Représentation graphique de la ligne d’acces coplanaire.
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Figure 4.16 — Parametres de réflexion ou transmission mesurés et simulés des capteurs
CPW-IDR (gauche) et CPW-IDT (droite) a vide.

A partir de la mesure a vide de la structure interdigitée en transmission CPW-IDT,
les valeurs de capacité et conductivité extraites, apres le procédé De-embedding, sont
présentées en fonction de la fréquence sur la Fig. 4.17. La capacité interdigitée est toujours
formée de cinq doigts de longueur 140 pum et de largeur 10 pm espacés de 10 um avec
une épaisseur de métallisation de 200 nm.

Apres cette validation du modele de notre dispositif, la mesure du biocapteur nous
permet de calculer I’admittance du canal chargé apres I’application du procédé d’éplu-
chage. Nous avons évalué ses capacités, en les mesurant, chargées par des liquides a une
température de 22,5 °C. Dans un premier temps, nous avons utilisé notre banc de me-
sure avec le capteur sous pointes CPW-IDT présenté ci-dessus. Les fluides standards : eau
DI, acétone, méthanol et éthanol ont ét€ mesurés. Nous avons utilisé une pousse seringue
pour remplir notre composant. Apres une mesure a vide, I’acétone, ensuite 1’alcool et en-
fin I’eau DI ont été mesurés. Pour faciliter la phase de nettoyage, la manipulation dans cet
ordre d’application des fluides est recommandée. En effet, ’eau, apres son passage dans le
canal microfluidique est souvent difficile a faire sécher. Les parametres [S] du biocapteur
chargé sont donc mesurés. Les calculs sont effectués en utilisant un programme exécuté
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Figure 4.17 — Valeurs extraites de la capacité et de la conductance (C,;, air

structure interdigitée en transmission a vide en fonction de la fréquence.

) de la

sur Matlab® pour extraire les parametres d’intérét a partir des résultats de simulation et
de mesure. La Fig. 4.18 présente les valeurs de la capacité et de la conductance extraites
en fonction de la fréquence de 1 GHz a 10 GHz que nous avons comparé avec les si-
mulations faites avec HFSS. La courbe en pointillés représente les valeurs extraites de
simulations.

Ces résultats nous montrent un bon accord entre les mesures et les simulations avec
une tendance de comportement identique. . Nous voyons également qu’il est possible de
discriminer différents types des milieux fluidiques. La procédure d’extraction de Cjyige
et G fuuide €st €galement validée numériquement et expérimentalement.

De la méme maniere, d’autres mesures ont été faites avec le capteur en réflexion CPW-
IDR. Les valeurs de capacité Ciflm. . €t conductance G?lm. L SOnt extraites pour la structure
CPW-IDR apres la mise en ceuvre du méme procédé de de-embedding. La Fig. 4.19 sui-
vante compare ces valeurs en fonction de la fréquence entre la simulation et la mesure.
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(b) Comparaison simulations/mesures entre les valeurs de la conduc-

tance G;lm. 1. Obtenues avec CPW-IDT.
Figure 4.18 — Comparaison simulations/mesures en fonction de la fréquence entre les
valeurs de la capacité C T etde la conductance G, . pour de ’eau DI, I’acétone, le
] fluide fluide

méthanol et I’isopropanol.

La valeur de la capacité mesurée avec I’CPW-IDR est presque deux fois plus grande
que celle obtenue avec I’CPW-IDT. Par exemple, nous obtenons pour 1’eau DI une valeur
de la capacité de 293 {F pour I’CPW-IDR a 5 GHz contre 160 fF pour I'CPW-IDT, ce qui
montre que le couplage entre les électrodes est fort dans le cas en réflexion. Cependant,
a basse fréquence, nous remarquons un saut de permittivité sur les courbes obtenues par
simulation dans la bande de fréquence 1 GHz — 1.5 GHz. Ce saut est dii aux erreurs
numériques introduites lors du de-embedding.
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valeurs de la capacité C}’flm. 1. Obtenues avec CPW-IDR.
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Figure 4.19 — Comparaison simulations (tirés)/mesures (traits pleins) en fonction de la
fréquence pour les valeurs de la capacité Cle. 40 €1 de la conductance G?lm. Je €N Chargeant
le capteur CPW-IDR avec de l’eau DI, de [’acétone, du méthanol et de 1’éthanol.

Le bilan des résultats concernant les contrastes AC et AG obtenus par les 2 composants
est présenté sur la Fig. 4.20. Les contrastes sont toujours extraits par rapport au méme
milieu de référence : 1’air. On peut voir que les contrastes sont plus grands (presque de
deux fois) en réflexion qu’en transmission.
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(b) Contrastes AC et AG obtenus avec CPW-IDR

Figure 4.20 — Contrastes AC et AG obtenus par les 2 composants : CPW-IDT et CPW-
IDR. Comparaison simulation (tirés)/mesure (traits pleins).

Il existe un décalage acceptable entre les capacités mesurée et simulée pour 1’eau dés-
ionisée avec CPW-IDT, sachant que 1’admittance du canal est extrémement sensible aux
valeurs des permittivités complexes du milieu. La température des liquides mesurés est
notée a 20,5 C° tandis que celle considérée pour le modele de Debye dans les simulations
est de 20°C. Malgré des petits décalages entre les mesures et les simulations, les résultats
sont tout a fait encourageants.

*¢ Comparaison avec la technique de détection du chapitre 3

Nous avons tout d’abord mesuré nos nouveaux dispositifs avec des milieux fluidiques.
Nous avons utilisé une technique d’extraction de la permittivité diélectrique a partir du
coeflicient de réflexion S 11 ou du coeflicient de transmission S,;. Apres un calibrage de
I’analyseur de réseaux vectoriel, cette technique nécessite aussi une étape de calibrage
par la mesure avec, au moins, trois liquides standards bien connus dans la littérature. La
précision de leurs propriétés diélectriques est tres importante car le résultat de mesure en
dépend.

Dans ce chapitre nous avons présenté une nouvelle technique de détection qui se base
sur la détermination de I’admittance d’entrée ou de transfert d’un matériau cible. Le prin-
cipe de cette méthode nécessite d’abord, apres un calibrage du VNA, un post-traitement
dit ‘de-embedding’ afin d’extraire la matrice [S] de la transition entre les plots de contact
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Chapitre 4. Méthode de de-Embedding destinée a la caractérisation diélectrique des

milieux fluidiques

Tableau 4.1 — Comparaison entres les techniques de détection utilisées dans ce travail

Caractéristiques Méthode de De-Embedding | Utilisation du coefficient de
réflexion ou transmission

Calibrage du VNA : | Obligatoire De préférence

Calibrage du biocap- | Procédé de-embedding Mesure avec 3 milieux stan-

teur : dards de référence

Acces a la caracté-
ristique diélectrique
par :

La mesure de 1’admittance
du canal (admittance d’entrée
pour le cas en réflexion ou ad-
mittance de transfert pour le
cas en transmission)

Exploitation du coefficient de
réflexion ou de transmission
(coefficient de réflexion pour
le cas en réflexion ou coef-
ficient de réflexion et/ou de
transmission pour le cas en
transmission)

Identification rapide
du milieu sous test,
mesure de & :

Calcul des contrastes capa-
citif et de conductance puis
du coefficient de distribu-
tion des champs électroma-
gnétiques dans le biocapteur

KGeom

Oui, une fois mesuré S; ou
S21

Nombres des dis-
positifs utilisés pour
une mesure :

Trois structures de de-
embedding + un biocapteur

Seulement le biocapteur

Sources d’erreur :

Incertitudes sur 1’épaisseur
de la métallisation, du sub-
strat diélectrique, sur les di-
mensions des structures utili-
sées pour le procédé de de-
embedding et sur les pro-
priétés diélectriques du mi-
lieu de référence (I’eau DI
par exemple)

Incertitudes sur les proprié-
tés diélectriques des milieux
standards de référence (eau
DI et acétone par exemple)

Mesures macro-
scopiques avec des
connecteurs SMA et
un support PCB :

Non, impossible de détermi-
ner la matrice de répartition
[S] de la transition

Oui, possibilité d’assembler
la puce sur un support PCB
intégrant un connecteur SMA
pour le systeme d’excitation
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et le canal microfluidique. Son application nécessite une mesure des trois structures pré-
sentées sur Fig. 4.12 pour la détermination de la matrice de répartition [S]. Les erreurs
a chaque mesure peuvent conduire a des incertitudes importantes sur les caractéristiques
diélectriques du milieu sous test. Le Tab. 4.1 suivant résume les différences entre les deux
techniques développées dans ce travail.

4.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté une deuxieme technique proposée pour dé-
terminer les propriétés diélectriques des liquides étudiés. Au début de ce chapitre, nous
avons défini les caractéristiques de la technologie qui permet de placer le(s) plan(s) de
référence(s) de mesure sur la zone active de détection, ainsi que le principe et la méthode
de mesure. Nous avons ensuite présenté les équations associées a 1’admittance du canal
et a la détermination de la permittivité diélectrique et la constante diélectrique des ma-
tériaux liquides placés dans ce dernier. Cependant, bien que la mesure expérimentale de
la permittivité d’un milieu cible n’ait pas abouti, notre tentative pour la déterminer par
simulation semble réussie. Par conséquent, la méthode de-embedding constitue un outil
appréciable pour la détermination des caractéristiques diélectriques des matériaux fluides.
Nous avons abordé les problemes qui se posent lorsque I’on souhaite mener des mesures
RF avec cette technique de caractérisation.

En conclusion, la méthode proposée pour analyser le milieu diélectrique semble étre
tres prometteuse. En effet, grace aux bio-capteurs développés, nous avons montré la possi-
bilité de discriminer des fluides différenciés présentent des propriétés diélectriques diffé-
rentes. Ces premieres constatations ouvrent des voies nouvelles pour 1’analyse des cellules
dans leurs milieux de culture ainsi que des solutions alternatives a 1’utilisation, souvent
trop compliquée, de marqueurs spécifiques.

Le développement d’une seconde génération de bio-capteurs, basés sur des circuits
hyper-fréquences avec un conducteur central progressivement rétréci, que nous allons voir
dans le prochain chapitre, nous permet d’envisager la spectrographie HF d’une cellule
unique.
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Chapitre 5. Spectroscopie diélectrique hyperfréquence d’une cellule suspendue

5.1 Introduction

Les travaux présentés dans les chapitres précédents ont permis d’une part de valider le
fonctionnement qui résulte de I’interaction entre le champ électromagnétique et les fluides
étudiés. Nous avons utilisé des biocapteurs instrumentés miniaturisés, sous-pointes ou as-
semblés sur un support PCB intégrant un connecteur SMA. Nous avons, d’autre part,
comparé plusieurs géométries de capteurs hyperfréquences afin d’améliorer leur sensibi-
lité. Par ailleurs, les méthodes de caractérisation des propriétés diélectriques des milieux
fluidiques inconnus associées aux mesures hyperfréquences ont également été présentées.
Les résultats des mesures obtenus montrent une trés bonne adéquation entre les valeurs
théoriques associées au modele de Debye et celles extraites par les protocoles de caracté-
risation développés.

Les composants proposés aux chapitres 3 et 4 ne permettent qu’une analyse sur une
population de cellules et non une cellule unique, alors que chaque cellule a une indivi-
dualité qui la différencie qualitativement de 1’ensemble. L’individualité cellulaire signi-
fie simplement qu‘au sein d’une population cellulaire, chaque cellule est un étre vivant
unique et donc qu’aucune cellule ne peut étre exactement identique a une autre [1]. Il
y a individualité cellulaire en lien avec la membrane plasmique qui regle les échanges
entre la cellule et son environnement. L’existence de différences individuelles dans les
caractéristiques cellulaires au sein des organismes multicellulaires suggere que, parmi les
cellules individuelles, il doit exister des différences dans les caractéristiques associées a la
susceptibilité de ces cellules aux maladies ou aux stress environnementaux. Par exemple,
morphologiquement, les différences individuelles dans la forme et la taille des cellules
peuvent étre facilement observées parmi n’importe quel type de cellules. De méme, des
variations de quantités d’antigenes peuvent également étre observées au sein de popula-
tions cellulaires d’un type identique par des techniques telles que I’immunocoloration.

Notre objectif est d’imager diélectriquement des cellules uniques et de mesurer direc-
tement, par la technique hyperfréquence, leur propriété en polarisation dans leur milieu de
culture liquide. Pour cela, de nouveaux dispositifs spécifiques a I’analyse et I’étude d’une
seule cellule ont été développés dans ce travail. Ils permettent, de maniere non invasive,
I’analyse d’une cellule biologique unique et vivante dans son milieu de culture liquide
pour extraire, en temps réel, ses propriétés diélectriques spécifiques qui peuvent refléter
son état physiologique. L’ approche proposée est basée sur la détection capacitive d’échan-
tillons en utilisant des ondes électromagnétiques micro-ondes comme méthode d’analyse
simple et non invasive. Le principe consiste a surveiller en temps réel les variations de
capacité du capteur en fonction des changements de propriétés diélectriques du liquide ou
des particules en circulation traversant le capteur. Basée sur la spectroscopie micro-onde
de liquides et de particules microscopiques, cette technologie est particulicrement attrac-
tive car elle permet I’observation d’une zone focalisée, ol le champ électromagnétique est
fortement concentré. Par conséquent, il est possible d’effectuer une analyse a partir de tres
petites quantités de liquide (typiquement quelques nanolitres). De plus, la configuration
planaire est entierement compatible avec les technologies microfluidiques.

Notre objectif, rappelons-le, est de manipuler des cellules uniques et de mesurer direc-
tement, par la technique hyperfréquence, leurs propriétés diélectriques dans leur milieu de
culture liquide. Pour cela, de nouveaux dispositifs spécifiques a I’analyse et I’étude d’une
seule cellule ont été¢ développés dans ce travail. Ils permettent, de maniere non invasive
et a I’échelle de la cellule unique, 1’analyse d’une cellule biologique unique et vivante
dans son milieu de culture liquide pour extraire, en temps réel, ses propriétés diélec-
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triques spécifiques qui peuvent refléter son état physiologique. L’approche proposée est
basée sur la détection capacitive d’échantillons en utilisant des ondes électromagnétiques
micro-ondes comme méthode d’analyse simple et non invasive. Le principe consiste a
surveiller en temps réel les variations de capacité du capteur en fonction des changements
de propriétés diélectriques du liquide ou des particules en circulation traversant le cap-
teur. Basée sur la spectroscopie micro-onde de liquides et de particules microscopiques,
cette technologie est particulierement attractive car elle permet 1’observation d’une zone
focalisée, ou le champ électromagnétique est fortement concentré. Par conséquent, il est
possible d’effectuer une analyse a partir de tres petites quantités de liquide (typiquement
quelques nanolitres). De plus, la configuration planaire est entierement compatible avec
les technologies microfluidiques.

Le présent chapitre réutilise les outils des chapitres précédents de ce manuscrit afin
de développer des capteurs performants en terme de précision pour la détermination des
propriétés des cellules biologiques. La zone d’interaction entre les champs électromagné-
tiques et le milieu sous test (troisiéme partie de ce chapitre) devra étre a 1’échelle de la
cellule unique ainsi capturée. Pour I’aspect fluidique, décrit dans la deuxieme partie de ce
chapitre, un dispositif de piégeage placé au centre du micro-canal assure la capture d’une
cellule unique grace a la force hydrodynamique. Des nouvelles technologies et méthodes
d’analyse cellulaire sont également présentées.

® Historique

Les propriétés diélectriques des cellules et tissus biologiques sont étudiées depuis
pres de cent ans. Les premiers travaux remontent aux années 1910, lorsque Hober [2—4] a
comparé la conductivité basse et haute fréquence des érythrocytes (globules rouges) et a
démontré électriquement 1’existence de la membrane cellulaire. En 1924 et 1925, Fricke
a publié une série d’articles sur la modélisation mathématique de la conductivité élec-
trique et de la capacité des systemes dispersés [5—13], en utilisant les principes énoncés
par Maxwell [14]. A partir des mesures des globules rouges canins, Fricke a calculé la ca-
pacité de la membrane a 8,1 mF/m?2 et a déterminé 1’épaisseur de la membrane a 3,3 nm.
En 1935, Fricke et Curtis [15] ont utilisé des mesures d’impédance complexe pour suivre
la lyse des érythrocytes de mammiferes. A peu prés au méme moment, Cole [16,17] a
utilisé 1I’équation du mélange de Maxwell pour déterminer 1I’'impédance complexe d’une
cellule a coque unique en suspension. Il a propos€ un modele a angle de phase constant
(CPA) pour la membrane cellulaire et en a déduit I’équation du tracé de Cole-Cole [18].
Cole et Cole ont publié plusieurs articles [19-21] sur I'impédance électrique des ceufs
biologiques (Hipponoe, Asteria et Arbacia). Les mesures sur une seule cellule ont été
faites pour la premiere fois en 1937 lorsque Curtis et Cole [22] ont développé une mé-
thode pour mesurer I’'impédance €lectrique transversale d’une cellule en incorporant deux
électrodes dans des rainures dans lesquelles une cellule Nitella a été placée. En 1938, les
mémes auteurs [23] ont mesuré des ceufs isolés placés a ’intérieur d’un tube capillaire.
Schwan a été le pionnier des mesures diélectriques a large bande en étendant la limite de
fréquence supérieure a 1 GHz. Il a mesuré une gamme de matériaux biologiques allant
des suspensions cellulaires aux tissus [24], ainsi que 1’identification des trois dispersions
(a, Bety)[25,26].

Typiquement, en spectroscopie diélectrique, I’impédance d’une suspension biologique
est mesurée en utilisant un signal d’excitation en courant alternatif. La suspension est
maintenue dans une cellule de mesure contenant deux, trois ou quatre électrodes. Le cou-
rant traversant le systeme est mesuré en fonction de la fréquence pour en extraire les pro-
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priétés électriques des particules en suspension. Actuellement, il existe de nombreuses
approches pour la mesure diélectrique des suspensions biologiques et les revues des tech-
niques sont disponibles dans la littérature [27-37].

5.2 Biocapteur compatible avec I’analyse d’une cellule unique

5.2.1 Description du circuit HF

La méthode de détection est basée sur la surveillance des changements de distribution
de champ électromagnétique a haute fréquence lorsqu’une particule diélectrique est intro-
duite dans la zone sensible. Afin d’obtenir un effet significatif du champ électromagné-
tique sur la particule étudiée, il faut avoir un champ maximal a I’endroit ou la particule est
placée. Comme vu précédemment pour la mesure des propriétés diélectriques de fluides,
la technologie coplanaire est tres bien adaptée a ’intégration d’un canal microfluidique
en raison de son caractere planaire, et ¢’est donc la technologie retenue ici.

Dans cette section, nous développons un biocapteur dont la zone de détection est ré-
duite pour étre compatible avec la taille d’une cellule unique. Le choix des géométries des
électrodes constitue une étape cruciale qui doit répondre a plusieurs conditions critiques :

» Intégration des électrodes dans un microcanal fluidique

» Possibilité de réalisation par les techniques classiques de photolithographie
» Possibilité d’effectuer une mesure sur une seule cellule suspendue

» Sensibilité suffisante pour pouvoir mesurer une seule cellule

Ces criteres sont interdépendants et liés aux dimensions du microcanal et du picge
placé au milieu qui doit pouvoir recevoir et piéger une cellule (ou particule). De plus, les
dimensions des électrodes doivent étre choisies de sorte que le champ électrique qu’elles
produiront lors des mesures couvre bien la zone ou la cellule sera présente et ceci sans
trop excéder cette zone afin de maximiser la sensibilité aux propriétés de la cellule et
d’éviter I'influence de plusieurs cellules si celles-ci sont peu éloignées. Les structures
avec une électrode centrale progressivement rétrécie (structures « en pointe ») sont donc
bien adaptées car I’extrémité de 1’électrode centrale est de largeur inférieure ou égale au
diametre de la cellule biologique a analyser (la plupart des cellules ont une taille d’une di-
zaine de micrometres). Les structures de type interdigité ne sont en revanche pas adaptées
car la zone sensible est trop importante (échelle de plusieurs cellules).

Les capteurs développés dans ces travaux sont constitués de trois éléments princi-
paux : un circuit hyperfréquence couplé perpendiculairement a un canal microfluidique
au centre duquel est placé un piege mécanique des cellules/particules. Ce piege, en SU-8,
a un rdle fondamental pour la capture d’une cellule/particule de diametre compris entre
7 um et 15 um et sa localisation précise dans la zone sensible. La partie hyperfréquence
consiste en une structure capacitive permettant d’effectuer des mesures large bande sur
la gamme de fréquences visée. La partie microfluidique impose des contraintes a prendre
en compte lors de la conception du dispositif RF afin que sa topologie et ses dimensions
soient compatibles avec I’'implémentation d’un réseau microfluidique pour des applica-
tions de type « Laboratoire sur Puce ». Les structures retenues et décrites ci-apres visent
a caractériser des cellules biologiques par spectroscopie diélectrique.
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A partir des structures HF capacitives présentées au chapitre précédent, le choix s’est
porté sur un biocapteur prenant la forme qu’une ligne coplanaire dont le conducteur cen-
tral se rétrécit progressivement jusqu’a une coupure capacitive (gap capacitif) de largeur
de 10 wm (Figs. 5.1 et 5.2).

Deux structures simples a 1I’échelle microscopique sont envisageables a partir de ces
géométries d’électrodes de base : des structures coplanaires en transmission et en ré-
flexion. Le biocapteur en transmission est une structure symétrique en technologie CPW :
ligne coplanaire — zone capacitive — ligne coplanaire comme montré sur la Fig. 5.1.

14mm
Zone de mesure de
Electrode
la cellule
‘ /
'/’ Plan de mesure
| A de S21
N
N s
; o/ asopm oun
N
\\\ 90um Plan de
! Verre —> mesure de S11
5 45 9 (mm)
(ﬂ) (b)

Figure 5.1 — Capteur en transmission (CPW-CT) avec conducteur central progressive-
ment rétréci, (a) vue de dessus du capteur et zoom de la zone de détection, (b) vue 3D.

La Fig. 5.2 présente le capteur utilisé en réflexion. La structure hyperfréquence est
composée d’une ligne coplanaire dont le ruban central se rétrécit vers la zone capacitive a
son extrémité. Le champ électromagnétique au niveau du gap interagit avec 1’échantillon
sous test. Ainsi, lors du piégeage d’une cellule dans la zone sensible, la variation de la
réactance et de la conductance du matériau équivalent dans la zone mesurée modifie le
coeflicient de réflexion de la structure coplanaire.

La mesure des parametres de réflexion et de transmission est effectuée par un analy-
seur de réseau vectoriel (VNA) et en utilisant des pointes de mesure posées sur les lignes
CPW. L’interaction entre 1’onde électromagnétique hyper-fréquence et le fluide au sein du
canal microfluidique dépend des propriétés diélectriques du milieu. Ainsi, la distribution
du champ sur la structure hyperfréquence, et par conséquent les parametres de réflexion
et transmission, sont modifiés par I’interaction avec le milieu sous test. Cette modification
s’observe a la fois sur I’amplitude et la phase des coefficients complexes de transmission
et de réflexion :

v Le retard (appelé aussi déphasage) est relié a la partie réelle de la permittivité com-
plexe &y, parametre influencé par la capacitance du milieu.

v/ L’atténuation (ou diminution de I’amplitude de la transmission) est reliée a la partie
imaginaire de la permittivité complexe &}, et correspond a la conductance du milieu
étudié.
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Ces deux parametres mesurés refletent donc les propriétés diélectriques de la cellule
ainsi que le liquide environnant. Cela devrait permettre d’effectuer des analyses de cellules
sans marquage et sans contact.

14mm

Zone de mesure de

Electrode la cellule

Plan de mesure
de S11

0 5 10 (mm)

(a) (b)

Figure 5.2 — Capteur en reflexion (CPW-CR ) avec conducteur central rétréci ,(a) vue de
dessus du capteur et zoom de la zone de détection, (b) vue 3D.

5.2.2 Dispositif de piégeage d’une cellule unique

L’objectif est de caractériser et d’analyser, par spectroscopie hyperfréquence, une
seule cellule/particule dans son milieu de culture, et de pouvoir notamment étudier dyna-
miquement 1’évolution de cette cellule isolée. Evidemment, le blocage de cette cellule est
une étape cruciale qui doit étre compatible avec la méthode de mesure. Dans ce contexte,
deux méthodes de piégeage d’une seule microsphere ont été proposés :

¢ Piégeage par diélectrophorese (DEP) :

La force de diélectrophorese (DEP) est I’une des techniques utilisées non seulement
pour manipuler mais aussi pour séparer, trier et identifier les cellules dans les systemes
microfluidiques. Cette technique est capable de séparer une cellule dans son milieu hote
et de la déplacer vers des zones privilégiées par 1’application d’un champ électrique non-
uniforme a I’échelle d’une particule diélectrique (une cellule dans notre cas). La Fig. 5.3
illustre I’application de cette technique sur une cellule située dans le canal microfuidique ;
celle-ci se déplace rapidement vers le bas en raison des forces DEP (ici positives — attrac-
tives) induites sur les bords des électrodes. Cette technique assure également la libération
de la cellule préalablement piégée en commutant la tension de I’électrode de commande
de +Va-V.
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‘L— Microbilles

0 0.05 0.1 (mm)

Figure 5.3 — Schéma de principe du mécanisme de piégeage par diélectrophorese.

0 002 0.04 (mm)

Figure 5.4 — Vue schématique en 3D du piege par diélectrophorese.

La Fig. 5.4 et le Tab. 5.1 détaillent les dimensions du dispositif de piégeage retenu.
Il est constitué de quatre blocs de hauteur 17 pwm, localisés au centre du micro-canal, et
séparés par une petite ouverture de 5 um qui permet au fluide de circuler et de faciliter
la capture. La particule est confinée dans une petite chambre de surface 15 um x 15
um, ce qui correspond aux dimensions d’une particule. Les autres cellules en suspension
continuent leur chemin de part et d’autre du piege comme le présente la Fig. 5.3.
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Tableau 5.1 — Dimensions du piege par diélectrophorese

Dimensions | Valeurs
A 24,4 um
L 15 um
h 17 um
G 5 um

¢ Piégeage par la force hydrodynamique :

La partie fluidique a pour role, non seulement I’acheminement des cellules dans la
zone d’analyse, mais aussi la capture d’une cellule et sa localisation précise dans la zone
d’étude. Le principe consiste a bloquer une cellule en la « coingant » dans le dispositif de
piégeage grace a la force hydrodynamique tout en laissant passer les autres cellules dans
le canal.

Microbilles
//' 1 \ N \ // .
4 Chute de la f. i
particule ‘;\lans e
le piége @ Ve
/ \ : y p
“Force”
hydrodynamique

. Ligne

Murs du canal aérodynamiqu

microﬂuidiq‘ue/ e

0 v 005 0.1 (mm)

Figure 5.5 — Schéma de principe du mécanisme de piégeage hydrodynamique.

Le dispositif de piégeage mécanique est constitué de deux piliers entre lesquels un
gap d’air de 5 um sur toute leur hauteur permet le passage d’un courant de fluide en son
centre. Ces piliers présentent une face de forme conique adaptée a la forme des objets
a recevoir (forme sphérique dans notre cas) afin de les bloquer. Ce picge est localisé
au centre du micro-canal et attaché a la fois au substrat et au métal. Les microspheres
(cellules) en suspension dans le milieu de culture sont injectées dans le micro-canal par
une pousse seringue externe. Le gap du piege permet le passage d’une fraction de fluide
et favorise en conséquence la conduite, par des lignes de courant fluidique, d’une cellule
vers le piege. Les autres cellules en suspension sont alors déviées de part et d’autre du
picge comme le présente la Fig. 5.5. Une vue schématique 3D du dispositif dessiné sur
HESS est présentée sur la Fig. 5.6. Les dimensions sont données dans le Tab. 5.2.
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Tableau 5.2 — Dimensions du piege mécanique

Dimensions | Valeurs
X 64 um
X1 15 um
X5 26,6 um
Y 41,6 pm
h 17 pm
G 5 um

Figure 5.6 — Vue schématique en 3D du piege hydrodynamique.

Les procédés de fabrication des biocapteurs commencent par le transfert de I’'image du
capteur d’un masque vers un substrat avant 1’étape de photolithographie (Voir chapitre 2.).
Le substrat est alors couvert par évaporation d’une couche mince de TiW (20 nm) et d’or
(200 nm) pour former la métallisation de la structure CPW. Cette couche mince est recou-
verte d’une résine photosensible et est ensuite exposée aux UV, a travers le masque puis
développée afin d’éliminer la résine aux endroits ou la métallisation est non désirée (zones
non exposées). La suite du process est identique a celle présentée dans le paragraphe 2.5.2
du chapitre 2 : elle consiste en un dépdt de résine SU-8 et une photolithographie sur le
substrat comportant le circuit HF pour fabriquer le canal microfluidique et le piege. Le
picge doit étre placé précisément afin que la particule piégée soit située au-dessus de la
capacité de détection.

5.3 Analyse des capteurs et caractérisation par simula-
tion numérique

Les phases de conception et d’analyse de ce nouveau dispositif s’appuient sur 1’utili-
sation du simulateur électromagnétique 3D HFSS © de la société ANSYS.

Afin d’évaluer la sensibilité et la précision des biocapteurs, des simulations électro-
magnétiques de ces biocapteurs ayant un gap capacitif de 7 um ont été effectuées. Elles
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ont été réalisées avec le logiciel HFSS en placant dans le canal microfluidique un milieu
hote (Eau DI) ayant un comportement de Debye conformément a 1’éq. (1.11) du chapitre
I. Une bille sphérique de polystyréne de 10 um de diametre d’une permittivité relative
€ =206 (¢ =0)aété placée dans le piege. Les Figs. 5.7 et 5.8 présentent le modele 3D
des structures simulées. La simulation et I’analyse des résultats ont été effectuées sur la
bande fréquentielle allant de 300 MHz a 25 GHz.

Plan de
mesure de
S11

Verre ———>
b Plan de

mesure de
S21

Figure 5.7 — Vue 3D du dispositif d’analyse HF d’une cellule unique simulé en transmis-
sion (CPW-CT).

L’intensité du champ électrique calculée a 5 GHz pour ces deux structures est illustrée
sur les Figs. 5.9 et 5.10. La simulation est effectuée avec une particule piégée de dia-
metre 10 pm de polystyrene (¢ = 2,6) dans un milieu hote dont gy varie en fonction de la
fréquence conformément a 1I’équation de Debye (milieu = eau DI).
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Plan de
mesure de

Figure 5.8 — Vue 3D du dispositif d’analyse HF d’une cellule unique simulé en réflexion
(CPW-CR).
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Figure 5.9 — Distribution du champ électrique a 5SGHz dans la zone d’analyse du dispositif
CPW-CR (a) en vue de dessus et (b) dans le plan de coupe vertical passant par le milieu
du gap et perpendiculaire au ruban de la ligne.
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(a)
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3. 00E+B5
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1.0BE+B5

3, DAE+B8

Figure 5.10 — Distribution du champ électrique a SGHz dans la zone d’analyse du dis-
positif CPW-CT (a) en vue de dessus et (b) dans le plan de coupe vertical passant par le
milieu du gap et perpendiculaire au ruban de la ligne.

Les simulations montrent que la distribution de champ est bien concentrée dans la
zone sensible du dispositif dans laquelle I’interaction cellule — champ est maximale pour
le capteur fonctionnant en réflexion tandis que, pour le capteur de détection en transmis-
sion, elle est fortement concentrée dans les gaps coplanaires et dans le gap de la capacité
de détection. Cette distribution a une extension d’environ 20 pm au-dessus du substrat si
on considere la zone sur laquelle I’amplitude du champ reste supérieure a 50% de sa va-
leur maximale. Cela implique que I’interaction microsphere — champ électromagnétique
s’exerce sur I’intégralité de la particule tant que le diametre de la particule a analyser reste
inférieur a 20 pum.

Afin de valider la fonctionnalité des méthodes de caractérisation proposées par la
suite, de mettre en évidence I’interaction ondes-fluide et de prédire les parametres S de
la structure lorsque le canal est rempli d’air, d’eau DI, et d’eau DI avec une bille diélec-
trique, nous avons effectué d’autres simulations en piégeant une bille de Polyméthacrylate
de méthyle (PMMA — methyl methacrylate en anglais) de permittivité relative complexe
£ =3,4-j3,4¥1073, ainsi qu’une bille de Saphir (Sapphire en anglais) d’une permittivité
relative £ =10 (s":O) et de diametre égal a 10 pum.

Les Figs. 5.11 et 5.12 représentent, respectivement, la variation entre 300 MHz et 25
GHz des coefficients de réflexion S1; et de transmission S,; obtenus pour les capteurs
CPW-CR et CPW-CT, respectivement, simulés sans et avec une bille placée dans la zone
de détection.
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(b) Coefficients de transmission S

Figure 5.11 — Représentation, dans le plan complexe, des coefficients de réflexion et de
transmission simulés pour le capteur CPW-CR et CPW-CT respectivement, avec ou sans
bille dans le canal rempli d’eau déionisée.

Lorsqu’une particule en suspension dans son milieu hote est piégée, I’admittance com-
plexe Y mesurée dépend de ces deux éléments : particule + milieu hote. Les contrastes
capacitif et conductif par rapport au milieu hote seul sont donc données par :

’

AC = Chiitieu+part. — Crmiliew = €0 * (SPart‘ - Smilieu) * KGeom * A (5.1)

17

AG = Gilieu+Part. = Gmiliew = 27 f * &0 * (S;art. - ) * KGeom * A (5.2)

ou A est un coefficient correspondant a la proportion des lignes de champ électrique
dans la particule comme I’illustre la Fig. 5.13. Le coefficient Kgeom, * A est déterminé par
la mesure de 1’admittance complexe d’une particule de référence dans son milieu hote.

Emilieu
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----- Polystyrene
25+ |= = =PMMA

----- Polystyréne
AT |= = =PMMA

wnn Equ désionisée

10° 10"
Fréquence [Hz] Fréquence [Hz]

(a) (b)

10°

Figure 5.12 — Coefficients de réflexion S 11 (a) et de transmission S 21 (b) pour les capteurs
CPW-CR et CPW-CT respectivement simulées sans ou avec une bille placée dans la zone
de détection remplie d’eau déionisée.

Substrat de verre

Figure 5.13 — Représentation des lignes de champs sans (a gauche) et avec (a droite) la
particule.

La mesure de I’admittance complexe Y du matériau sous test a partir des parametres
S simulés (ou mesurés) nécessite d’abord un procédé dit de ‘de-embedding’, décrit dans
le chapitre précédent, afin d’éliminer I’effet des autres éléments présents. Nous effectuons
ensuite I’extraction de I’admittance complexe : Cfpige €t G fuige du matériau cible. Les
contrastes capacitifs et de conductance obtenus apres la mise en ceuvre du de-embedding
sont présentés sur les Figs. 5.14 et 5.15.
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Figure 5.14 — Contraste capacitif AC et conductif AG entre le milieu hote (Eau DI) et la
présence d’une bille en fonction de la fréquence obtenus par simulation de CPW-CR.
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Figure 5.15 — Contraste capacitif AC et conductif AG entre le milieu hote (Eau DI) et la
présence d’une bille en fonction de la fréquence obtenus par simulation de CPW-CT.

Une fois effectué le procédé de ‘de-embedding’, nous utilisons les résultats issus des
simulations électromagnétiques et obtenus avec une bille de polystyreéne (10 wm) dans de
I’eau DI pour calculer le coefficient A 1ié a la proportion des lignes de champs dans la
bille. Ce coeflicient connu, on peut procéder a I’extraction de la permittivité complexe du
PMMA conformément aux égs. (5.1) et (5.2).

Dans I’étude précédente, nous avons considéré principalement des objets de diametre
10 wm ce qui correspond au diametre moyen des cellules biologiques (cellules sanguines,
cellules cancéreuses (HCT 116, SW620, BL-41, ...)). D’une maniere générale, la trans-
formation de la cellule normale en cellule cancéreuse lui fait acquérir des propriétés
nouvelles. Ces diametres sont donc différenciés d’une cellule a une autre. Pour valider
ces techniques d’extraction de permittivité d’une cellule unique, nous venons d’utiliser
comme biocapteur un détecteur capacitif ayant un gap de 7 um. La sensibilité de détec-
tion d’un biocapteur s’évalue en étudiant si la présence ou 1’absence d’une cellule est
détectable via la mesure, et si la variation des propriétés des cellules peut étre observée.
Pour chercher a optimiser cette sensibilité, une étude paramétrique a été faite en fonction
de la largeur du gap capacitif (Fig. 5.16). Les largeurs de 5 um, 7 pm et 10 um du gap
capacitif ont été considérées dans les simulations.

La Fig. 5.17 présente I’'impact de la diminution du gap de capacité de détection sur
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Gap Gap

Figure 5.16 — Représentation schématique de changement de largeur du gap dans les
structures fonctionnant en réflexion et en transmission.

les spectres des contrastes capacitifs AC et conductifs AG. Les simulations ont été faites
pour le capteur CPW-CR avec un canal rempli d’eau déionisée (considérée comme milieu
hote) dans un premier temps puis d’eau déionisée avec une particule de polystyreéne de
diametre 10 wm au milieu du gap.
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Figure 5.17 — Contrastes AC et AG simulés avec le CPW-CR en présence d’une une bille
de polystyrene piégée .

Cette figure nous montre que les contrastes diélectriques augmentent lorsque la largeur
du gap diminue. Cela peut se traduire par le fait que la proportion du champ électrique
en interaction avec une microsphere considérée augmente lorsque le gap du détecteur
capacitif diminue.

Dans la partie suivante, nous allons étudier I’'impact du diametre d’une particule placée
dans le piege au-dessus du gap de détection sur les spectres AC et AG (Fig. 5.18). La
largeur du gap considérée est toujours de 7 pm.

Pour ce faire, des simulations avec une bille de polystyréne placée au centre de la zone
capacitive et dont le diametre varie entre 10 wm et 14 um ont été effectuées. L’évolution
des contrastes diélectriques en fonction de la fréquence est présentée sur la Fig. 5.19.
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Figure 5.18 — Représentation schématique de changement du diametre d’une particule
placée au-dessus du gap capacitif de détection.
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Figure 5.19 — Effet du diametre de la bille de polystyréne sur les contrastes AC et AG
dans les deux cas : (a) en réflexion avec CPW-CR et (b) en transmission avec CPW-CT

On voit que ces contrastes augmentent lorsque le volume de la bille augmente, ce
qui était attendu. Par exemple, nous pouvons observer que le contraste AC détectable
a 1 GHz pour une bille de diametre 14 um vaut 2,5 fF tandis qu’il n’est que de 1,5
fF pour une bille de 10 um. De méme a 25 GHz, on obtient un contraste AG de 0,2
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mS pour une bille de 14 pm contre 0,12 mS pour une bille de 10 pm. Consécutivement,
lorsque le diametre de la particule piégée augmente, la variation de la proportion de champ
électrique en interaction bille/champ a I’intérieur des billes est plus faible et donc, les
variations relatives de caractéristiques diélectriques intracellulaires sont moins marquées.
Cette étude confirme I’intérét de travailler avec un gap adapté a la taille des particules a
analyser.

Cette étude montre que les contrastes de AC et AG issus de notre spectroscopie hyper-
fréquence sont fortement dépendants de la largeur de la capacité d’analyse et du diametre
de la particule piégée. Ainsi, la diminution du gap de la capacité de détection ainsi que
I’augmentation de la taille de la bille piégée résultent en une augmentation des contrastes
diélectriques.

Par ailleurs, pour evaluer la sensibilité de notre capteur par rapport a la position verti-
cale de la particule, différentes positions de bille de 10 pm de diametre placée au-dessus
de la zone de détection ont été simulées comme I’illustre la Fig. 5.20.

Hauteur
Hauteur

Q 10um e 10pm
°7pm °7pm
0 Sum O Spm
o 3um g 3pm
° 1pm ° 1pm
o 0 10nm
by —

Gap de 7pm Gap de 7um

Figure 5.20 — Représentation des différentes positions simulées pour une bille de polysty-
rene.

Dans cette étude, nous avons utilisé¢ les mémes é€lectrodes que dans les simulations
précédentes (gap de 7 um) et nous avons calculé les valeurs des contrastes pour une bille
de polystyrene de diametre 10 um placée a différentes hauteurs H par rapport au substrat
au-dessus de la zone d’interaction optimale avec le champ électrique. La Fig. 5.21 montre
la variation de ces contrastes en fonction des différentes positions pour la méme permit-
tivité. Nous pouvons bien observer que les contrastes diminuent lorsque la bille s’éloigne
du centre de la zone capacitive. La courbe en rouge sur la Fig. 5.21 montre la variation de
la valeur des contrastes diélectriques en fonction de la fréquence par rapport a la premiere
position qui correspond au cas idéal ou I’interaction bille / champ électromagnétique est
maximale, a savoir H = 10 nm. D’apres cette figure, il existe une limite a partir de laquelle
la perturbation sur la réponse en réflexion ou transmission du capteur devient négligeable
et n’est plus détectable. Cela correspond a la limite pour laquelle la bille n’interagit plus
suffisamment avec la zone de fort champ électromagnétique. A partir d’une hauteur de 10
um du centre du gap, la perturbation induite devient difficilement détectable par la simple
mesure de parametres [S] (courbe bleue).

La méthode de caractérisation diélectrique des matériaux a partir du coefficient de
réflexion S 11 ou de transmission S, a été mise en ceuvre pour la mesure de permittivité
complexe de liquides dans les chapitres précédents. Cependant, comme vu aux chapitre 2
et chapitre 3, paragraphe III, cette technique peut étre également utilisée pour mesurer la
permittivité diélectrique de I’ensemble ‘’milieu hote + cellule” d’apres 1’éq. (5.3) :

152



5.3. Analyse des capteurs et caractérisation par simulation numérique

Y11 «101° Y11
05 pyati
0 =esvEvELELEN Y SvEy
OF = e e e e e e — - ———— -]
= = —Eau DI sans bille 2 = = =Eau DI sans bille
----- H=10nm . =====H=10nm
~05F H=1pm I 1 —ws“ H=1pm
i H=3pm Lt 1 € | |- H=3pm
o | | H=5um 4 AL o °[ |- H=5pm
< Ll H=7pm Y > H=7pm
H=10um i 8 H =10 ym
-"I
e 10
1.5 premem— ~amaas .} ______ i"
[ i - 12
2 ! ! 14 | |
10° 10" 10° 10'°
Fréquence [Hz] Fréquence [Hz]
(a) Capteur CPW-CR
Y21 Y21
0.2 0 [Frre e R S SRR T T
Of === e = TS Lo e .\\' T )
= = =Eau Dl sans bille _.—-"“”.l__,.::‘ 00z2r = = =Eau DI sans bille "-\
0.2 fremmmem e H=10nm e - H=10nm "-\
0.4 H=1pm -~ 004F H=1ppm \
-------- e "= == H = 3 um |~ =====H =3 ym \
E-osf |- H=5pm I e H=5um ’
; H=7pum ’,l" E-ODB- H=7um
<08 H=10 ym V < H=10um
A7
1 I.’ .08
.,‘
1.2 O3
/
e 011 -
1.4 . .
"""" 1 o )
16 —EEA . 0.12 . -
109 1010 10° 10'0

Fréquence [Hz]

Fréquence [Hz]

(b) Capteur CPW-CT

Figure 5.21 — Contrastes diélectriques en fonction de la position verticale de la bille.
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(5.3)

&

i = j=1dans le cas de mesure en réflexion et, i =2 et j = 1 dans le cas en transmission.

Rappelons que les coeflicients complexe x; peut étre calculé par un calibrage avec
au moins trois milieux de référence bien connus dans la littérature (air, eau DI, acétone,
par exemple). La permittivité globale de I’ensemble « milieu hote + cellule » estimée a
partir de S 1; (obtenu avec CPW-CR) ou de S;; (obtenu avec CPW-CT) est donnée sur
la Fig. 5.22 suivante. La courbe bleue représente les valeurs de la permittivité complexe
de I’eau DI sans particule. On observe qu’il existe un décalage significatif et distinct
entre la permittivité de référence et celle estimée en présence des particules de propriétés
diélectriques différentes dans la zone de détection. Ces résultats permettent de confirmer
la sensibilité de notre capteur pour ce type d’application.

En utilisant les résultats des simulations précédentes, la méme étude a été réalisée
pour évaluer la performance de notre biocapteur en utilisant la méthode d’extraction de
la permittivité a partir des coeflicients de réflexion ou transmission (voir section III des
chapitre 2 et chapitre 3). La permittivité di€lectrique complexe de I’ensemble « milieu
hote + une bille de polystyrene » extraite dans ce cas est présentée ici.
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Figure 5.22 — Spectre de permittivité complexe d’un ensemble « milieu hote + particule »
obtenu avec (a) CPW-CR et (b) CPW-CT. Les capteurs ont un gap de 7 pm et la bille est
placée a une hauteur de 200 nm au-dessus du centre du gap.
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La Fig. 5.23 montre la variation de la permittivité globale du mélange en fonction du
diametre de la bille placée dans la zone de détection. Comme nous pouvons le voir sur
cette figure, la permittivité complexe diminue quand le diametre augmente. Comme déja
constaté, cette quantité dépend des propriétés diélectriques des constituants, ainsi que de
leurs fractions volumiques respectives c’est-a-dire de la taille de la bille.
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Figure 5.23 — Spectre de la permittivité complexe d’un « milieu hote + particule » extraite
en fonction du diametre de la bille : (a) en réflexion avec CPW-CR et (b) en transmission
avec CPW-CT.

De méme, a partir de la perturbation introduite sur les parametres de réflexion ou
de transmission du biocapteur, nous avons évalué 1I’évolution de la permittivité globale
du capteur chargé avec de ’eau DI et avec une bille dans I’eau DI placée a différentes
hauteurs. Cela permet d’apprécier la marge d’erreur sur la détermination des proprié-
tés diélectriques d’une particule en fonction de sa position au moment de la mesure des
parametres [S] du biocapteur. La Fig. 5.24 montre les parties réelle et imaginaire des
contrastes de permittivité complexe estimée Ac* = & dans les différents
cas de simulation.

On voit que les valeurs de la permittivité globale sur la bande étudiée se rapprochent
des valeurs de permittivité présentées par le capteur dont le canal est uniquement rempli
d’eau lorsque la bille s’éloigne du centre de la zone capacitive. En réflexion, a partir de
5 wm de hauteur, la permittivité globale du capteur est quasiment confondue avec celle

3k _ 8*
milieu+part milieu
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Figure 5.24 — Contraste de permittivité complexe extraite en fonction de la position verti-
cale de la bille : (a) en réflexion avec CPW-CR et (b) en transmission avec CPW-CT.

du capteur sans particule. Et des la hauteur 7 um, il semble difficile de pouvoir assurer
la détection de la présence de la particule et sa caractérisation en présence de potentielles
perturbations. Les écarts sont en revanche plus marqués avec les mesures en transmission.
D’apres ces études, au-dela d’une simple détection de la présence d’une particule dans
la zone d’analyse du biocapteur, pour extraire les propriétés diélectriques de la particule,
il est donc indispensable de positionner la particule au plus pres du centre du gap.
Par ailleurs, griace a 1’éq. (5.4) suivante, il est possible d’extraire la permittivité com-
plexe de la cellule piégée dans son milieu hote :
5.4

*
&

* _ *
€ _A*gPart+(1 —A)* milieu

mes,milieu+part

Pour calculer le coefficient A, une premiere étape de calibrage est nécessaire avec une
bille (de polystyrene par exemple) dont les propriétés diélectriques sont connues.

En raison des contraintes technologiques et des colits de fabrication, deux largeurs
de 7 um et 10 um du gap capacitif ont été retenues pour les structures réalisées afin de
maximiser les contrastes diélectriques des mesures.

Ce paragraphe a présenté les résultats numériques d’analyse par spectroscopie HF
de particules individuelles telle que le polystyréne. Ces résultats sont capitaux pour nos
travaux de recherche car ils démontrent que nous sommes capables de caractériser des
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cellules vivantes dans leur milieu de culture grace aux dispositifs et aux techniques d’ex-
traction de permittivité diélectrique développés.

5.4 Expérimentations

Dans un premier temps, pour valider notre banc expérimental, nous avons choisi le
capteur interdigité en réflexion pour réaliser des expérimentations sur des billes de poly-
styréne et de PMMA suspendues dans un milieu de suspension aqueux. Ce capteur a été
étudié dans le chapitre 3 de ce manuscrit. Pour évaluer numériquement la fonctionnalité
de ces biocapteurs, la Fig. 5.25 montre la structure simulée en présence de huit billes
diélectriques de diametre 10 um avec leur emplacement dans la zone de détection.

’N

Plan de mesure
de S11

>
\j— Zone &’

> >

Lo
PIan de "ty
symétrie

Figure 5.25 — Structure du capteur CPW-IDR sous-pointes simulées sur HF'SS en présence
des billes diélectriques. Par raison de symétrie par rapport au plan xOz, seule la moitié
de la structure est représentée.

La Fig. 5.26 représente 1’évolution des parties réelle et imaginaire de la permittivité
complexe en fonction de la fréquence avec uniquement le milieu héte puis en présence
des billes diélectriques de deux types.

Les résultats des simulations présentées sur cette figure montrent que notre biocapteur
interdigité permet de détecter la présence des particules (cellules) en induisant un décalage
des parties réelle et imaginaire de la permittivité. Ces résultats de simulation montrent
I’évolution de la variation des parties réelle et imaginaire de la permittivité du matériau
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Figure 5.26 — Spectre de permittivité complexe d’un « milieu hote + particule » diélec-
trique obtenu de simulation du Capteur CPW-IDR.

équivalent dans le canal microfluidique. Par exemple, a 1 GHz, I’insertion de huit billes
de polystyrene de permittivité 2,6 génere un décalage de la partie réelle de la permittivité
de 2,5%

Pour évaluer expérimentalement la sensibilité du biocapteur en présence des parti-
cules dans la zone de détection, nous avons choisi de travailler avec des microspheres de
polystyrene présentant un diametre de 20 um et de PMMA de diametre de 10 pm. Ces
dimensions sont comparables a la taille des cellules biologiques. Tout d’abord, une me-
sure avec trois milieux de calibrage a été faite (air, eau déionisée, acétone). Ensuite, des
microbilles en suspension dans 1’eau sont injectées par un pousse seringue dans le canal
comme le montre la Fig. 5.27.

arol d

Paroi (iu .'C:‘n!al
k{icqoﬂﬁidix}u\e

i ofluidique

Figure 5.27 — Photographie des billes de polystyrene et de PMMA présentes dans la zone
de détection du capteur interdigité sous-pointes en réflexion CPW-1DR.

L’intérét d’utiliser ces particules est multiple : (i) leurs propriétés diélectriques sont
uniformes et bien connues, (ii) elles sont tres bien calibrées en taille et s’adaptent a des
structures miniatures, (iii) elles n’ont pas besoin d’une préparation préalable et (iv) la
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5.4. Expérimentations

mise en ceuvre de I’expérimentation est simplifiée par rapport a la mesure de cellules
biologiques.

Les parametres [S] du capteur sont mesurés et enregistrés. La mesure des parametres
S du dispositif a I’aide du VNA nécessite un étalonnage préalable du banc de mesure. Une
méthode de type SOLT a été choisie. Un court-circuit (Short), un circuit ouvert (Open),
une charge adaptée (Load) et une ligne de transmission sont successivement placés sous
les pointes de mesure pour ramener les plans de mesure au niveau des extrémités des
lignes d’acces coplanaires. Une représentation dans le plan complexe des coefficients de
réflexion S 11 mesurés a I’issue de cette phase de calibrage est présentée sur la Fig. 5.28.

+1
+0.5 B 42
/,/' Eau ci:esioniséé pure . o
: Eau DI + billes de polystyrene
Eau DI + billes de PMMA |-
+j0.2 X . +j5
\ o \o )+j30
0.0 = v
\‘ ‘ 1430
// _j5

Figure 5.28 — Représentation du coefficient de réflexion S 11 dans le plan complexe avec
le capteur interdigité en réflexion CPW-1DR.

La Fig. 5.29 montre I’evolution des parties réelle et imaginaie de la permittivité com-
plexe du milieu fluide/billes présent dans le canal microfluidique obtenues par extraction
a partir des coeflicients de réflexion mesurés.

Dans un deuxieme temps, nous avons évalué ce biocapteur en le mesurant en présence
d’un nombre des billes de polystyréne bien connus dans la zone de détection : une bille,
deux billes, trois billes, puis il est mesuré lorsque le canal est totalement rempli par des
billes comme le montre la Fig. 5.30.
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Figure 5.29 — Evolution de la partie réelle (a) et imaginaire (b) de la permittivité complexe
des fluides/billes présents dans le canal microfluidique.

Figure 5.30 — Photographies des billes de polystyréne piégées dans la zone de détection.
Le biocapteur CPW-IDR est utilisé pour la mesure sous-pointes.
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Figure 5.31 — Parametres de réflexion S 1| mesurés a l’entrée du Capteur CPW-IDR.

Les amplitudes des parametres de réflexion S 11 mesurés dans la bande fréquentielle
allant de 1 GHz jusqu’a 10 GHz sont présentées sur la Fig. 5.31. La courbe rouge dé-
crit la réflexion a I’entrée du biocapteur lorsque le canal microfluidique est rempli d’eau
DI (c’est-a-dire sans billes). Les autres courbes présentent la réponse en réflexion a 1’en-
trée du capteur lorsque le canal contient des billes. Ces mesures ont été faites dans les
mémes conditions. La Fig. 5.31 représente les écarts de coefficient de réflexion S (en
dB) mesuré a I’entrée du biocapteur.
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Figure 5.32 — Parties réelle (a) et imaginaire (b) de la permittivité complexe globale
obtenue en présence des billes diélectriques dans la zone de détection. Mesure effectuée
avec le biocapteur CPW-1DR.

La Fig. 5.32 présente la partie réelle et la partie imaginaire de la permittivité relative
complexe globale mesurée du milieu fluide/billes présent dans le canal microfluidique.
Lorsque les microbilles arrivent dans la zone sensible, la permittivité complexe globale
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du milieu diminue car la permittivité de la bille, plus faible, diminue la capacité de bout
du capteur.

La courbe bleue présente la permittivité globale mesurée lorsqu’une seule cellule est
présente dans la zone sensible de détection. Un écart de 0,8% est obtenu par rapport
au milieu hote (I’eau désionisée), ce qui correspond a un écart de 0,5 de permittivité
relative. Cela signifie que notre biocapteur est capable de détecter la présence d’une seule
particule lorsqu’elle est dans la zone de caractérisation. Ainsi, nous pouvons observer un
écart significatif des permittivités complexes entre le milieu hote et la présence des billes
et ceci suivant leur nombre : 6,2% pour deux billes, 7,4% pour 3 billes et 8,4% pour un
grand nombre de billes.

Cependant, on voit que la courbe rose, qui correspond a la présence de 3 billes, et
la courbe noire, qui correspond a la mesure avec beaucoup de billes, sont proches. Cela
signifie que ces billes n’ont pas toutes la méme influence et ceci vient certainement du
fait qu’elles ne sont pas situées a la méme hauteur dans le microcanal . En effet, I’étude
faite dans le paragraphe . 5.3 de ce chapitre montre I’effet de la hauteur de la bille sur les
parametres mesurés.

En exploitant la méthode de de-embedding proposée dans le chapitre précédant, nous
avons extrait les contrastes capacitif et de conductance pour les 5 manipulations. Le ré-
sultat de cette expérience est montré sur la Fig. 5.33.
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Figure 5.33 — Contraste capacitif AC (a) et conductif AG (b) entre le milieu hote (Eau DI)
et la présence des billes diélectriques dans la zone de détection. Mesure effectuée avec le
biocapteur CPW-IDR.

Les écarts capacitif et de conductance obtenus a basse fréquence sont résumés dans le
tableau suivant :

L’introduction de ces différentes billes dans le canal microfluidique modifie la permit-
tivité complexe du milieu hote a I’intérieur du canal. Ces variations de caractéristiques
diélectriques du milieu de propagation de 1’onde électromagnétique perturbent donc la
réponse en réflexion du biocapteur. Cette perturbation des parametres S est engendrée par
une variation de la capacité globale au bout du capteur. Comme le montrent les Figs. 5.29
et 5.32, les parties réelle et imaginaire de la permittivité globale du milieu avec billes
varient de maniere similaire a celles de I’eau déionisée, en fonction de la fréquence. Tou-
tefois, lorsque la fraction volumique des billes augmente dans le mélange, la capacité du
capteur diminue puisque la permittivité du mélange eau + billes diminue (voir Fig. 5.23).
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Tableau 5.3 — Ecarts capacitif et de conductance obtenus a IGHz :

Nombre de billes | Ecart en % de AC | Ecarten AC | Ecart en % de AG | Ecart en AG
1 bille 0,64% 2,58 fF 0,3% 4,8 uS
2 billes 5,00% 20,00 fF 3,8% 56,6 uS
3 billes 5,90% 23,67 fF 4,3% 63,4 uS
> 50 billes 6,40% 26,00 fF 5,2% 77,8 uS

Nous avons étudié de méme le cas en transmission, avec le capteur interdigité sous-
pointes en transmission CPW-IDT que nous avons simulé sur HFSS avec deux particules
de polystyrene de diametre 20 wm placées dans la zone active du biocapteur (Fig. 5.34).
Le spectre de la permittivité complexe globale de 1’eau DI + particules est présenté de
300 MHz jusqu’a 25 GHz sur la Fig. 5.35. La Fig. 5.35a présente le spectre global obtenu
a partir du coefficient de transmission S et la Fig. 5.35b présente celui obtenu a partir
du coefficient de réflexion S 11 conformément aux égs.(3.15) et (3.20) respectivement.
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Figure 5.34 — Structure du capteur CPW-IDT sous-pointes simulées sur HFSS en présence
de 4 billes diélectriques. Bande fréquentielle 300 MHz — 25 GHz.

Cette structure a été mesurée sur la bande de fréquences allant de 1 GHz a 10 GHz. La
permittivité globale de 1’eau déionisée contenant quatre billes de polystyréne de diametre
20 wm, Fig. 5.36, a été mesurée.
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Figure 5.35 — Spectre de permittivité complexe issu des simulations du capteur CPW-IDT
en présence de 4 billes diélectriques.
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Figure 5.36 — Photographie de quatre billes de polystyréne piégée dans la zone de détec-
tion. Le biocapteur CPW-IDT est utilisé pour la mesure sous-pointes.

Les coefficients de transmission obtenus par simulation et mesure en présence des
billes au-dessus de la capacité interdigitée sont présentés dans le plan complexe sur la
Fig. 5.37. On voit bien sur I’Abaque de Smith la différence de positionnement entre les
coeflicients S, en fonction de la valeur de la permittivité globale estimée. Nous remar-
quons que, lorsque la permittivité globale diminue (en présence de billes), la réponse
dans le plan complexe se rapproche du cercle unitaire, ce qui est en concordance avec la
simulation.

Ces résultats expérimentaux obtenus avec ce capteur sont ensuite exploités pour cal-
culer les parties réelle et imaginaire de la permittivité complexe globale a partir des para-
metres S mesurés. Les résultats sont présentés sur la Fig. 5.38.
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Figure 5.37 — Représentation, dans le plan complex, des coefficients de transmission en
présence et en absence des billes diélectriques dans la zone active de détection.

Ensuite, le procédé de de-embedding a été appliqué pour calculer la capacité C;lm de+billes

et la conductance G, en présence des billes diélectriques dans la zone de détec-
flulde+bllles

tion et les comparer avec CL. et GL associées au milieu hote seul. Les résultats
fluide fluide
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(a) Spectres obtenus a partir de S 11 : partie réelle (gauche) et partie imaginaire (droite)
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(b) Spectres obtenus a partir de S, : partie réelle (gauche) et partie imaginaire (droite)
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(c) Spectres obtenus a partir de Sy : partie réelle (gauche) et partie imaginaire (droite)

Figure 5.38 — Spectres de permittivité complexe obtenus a partir de mesures avec le cap-
teur CPW-IDT en présence de 4 billes diélectriques.

sont présentés sur la Fig. 5.39. Nous pouvons observer un écart significatif entre le milieu
hote seul et en présence de quatre billes de polystyrene. Par exemple, nous avons un écart
capacitif de 1,3% correspondant a 2,75 fF et un écart de conductance de 0,92% corres-
pondant a 7,6 uS a 1GHz. L’écart de conductance augmente jusqu’a 0,1 mS a 10 GHz.
Cette variation de capacité et de conductance permet clairement de détecter la présence
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des particules dans 1’eau lors de leur passage au travers de la zone capacitive avec un
contraste capacitif moyen de 2,5 {fF sur toute la bande fréquentielle.

IDT-CPW(sous-pointes)

220
210 Eau DI 1
200 | + 4 Billes de polystyrene |
190
é 180
o
'© 170
o
3
S 160
150
140
130
120
10° 1010
Fréguence [Hz]
. T T
(a) Comparaison entre Cp o pites € C fruigerbities
IDT-CPW(sous-pointes)
6
Eau DI
5| + 4 Billes de polystyréne

Conductance(ms)
5] S

3]

0
10° 10"

Fréquence [Hz]

. T T
(b) Comparaison entre Gy, bites €8 O pruide-bities

Figure 5.39 — Comparaison, en fonction de la fréquence, entre les valeurs de la capacité
et de la conductance pour de l’eau DI et I’eau DI + 4 billes diélectriques.

Nous avons vu que les tests de sensibilité réalisés avec les billes de polystyreéne ont
montré des performances intéressantes en accord avec ce que nous attendions. Ce résul-
tat confirme que notre biocapteur, avec les méthodes de caractérisation proposées, peut
étre utilisé pour effectuer un suivi en temps réel de cellules uniques d’une maniere non-
invasive et non-destructive.

Dans la partie précédente, nous avons validé les performances de notre capteur inter-
digité, en le mesurant chargé d’eau DI et avec des billes diélectriques. Nous avons ensuite
extrait les parties réelle et imaginaire de la permittivité complexe du mélange «Eau DI +
billes» en fonction de la fréquence de 40 MHz a 25 GHz, et avons comparé ces résultats
a ceux obtenus par des simulations faites sous HFSS. Les résultats nous montrent un bon
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accord entre les mesures et les simulations et valident la fabrication et le bon fonctionne-
ment du biocapteur, ainsi que les simulations prédictives effectuées.

5.5 Conclusion

Apres avoir discuté des différentes contraintes imposées par le développement d’un
dispositif de caractérisation diélectrique large bande de milieux liquides, nous avons pré-
senté dans ce chapitre les choix des différentes structures que nous avons réalisées pour
mettre au point un ou des capteurs de permittivité performants. La technologie des lignes
de transmission coplanaires a été choisie, cette filiere technologique permettant la réalisa-
tion de circuits métallisés hyperfréquences sur substrat en verre avec des canaux fluidiques
enticrement obtenus par des techniques de fabrication standard accessibles dans la salle
blanche de I’ESIEE-Paris. Concernant la répartition du champ électrique générée dans
cette structure, nous observons qu’une forte intensité de champ est bien localisée dans le
gap situé entre les électrodes qui se font face, de sorte que cette zone est celle ou la cellule
devra étre localisée.

Deux systemes de piégeage d’une cellule unique ont également été présentés. Un pre-
mier dispositif de piégeage assure la capture d’une cellule grace a la force hydrodyna-
mique tandis qu’un deuxieme dispositif repose sur 1’utilisation de la diélectrophorese ou
DEP. La cellule piégée peut étre libérée apres la mesure. Nous avons étudié et développé
également des nouveaux principes et méthodes de mesure. L’extraction de la permitti-
vité est faite en exploitant les coefficients de réflexion ou de transmission mesurés via un
analyseur de réseau vectoriel, ou sur I’admittance qui en est déduite. Ainsi, au cours de
ce dernier chapitre, nous avons démontré que notre biocapteur de spectroscopie diélec-
trique HF est capable de déterminer si une cellule est présentée dans la zone sensible de
détection.

En conclusion, dans ce chapitre de theése, nous avons démontré que I’approche par
spectroscopie diélectrique hyperfréquence associée aux microtechnologies permet une
analyse de cellules individualisées. C’est une technique efficace pour analyser des cel-
lules vivantes et discriminer 1’état de viabilité cellulaire en temps réel, de maniere non-
invasive et de produire des données expérimentales de qualité reflétant les propriétés di-
électriques de cellules individualisées. Il est également possible d’analyser des cellules
mortes et soumises a différents traitements thermiques et chimiques et/ou électriques et
cela permet ainsi d’enrichir la vision que les biologistes peuvent avoir des cellules. En
effet, les cellules mortes ou souffrantes possedent généralement une membrane altérée, et
elles deviennent alors perméables aux échanges entre le contenu de la cellule et son milieu
extérieur. Ainsi, si le milieu intracellulaire s’échappe completement et s’il est remplacé
par le milieu extracellulaire, les différences entre les deux milieux disparaissent et par
conséquent, il y a un fort changement de propriétés diélectriques dans le cas de cellules
mortes.
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Ces travaux de these se placent dans le contexte du développement d’une technique et
d’une technologie de caractérisation par spectroscopie diélectrique hyperfréquence de li-
quides et de particules a I’échelle micrométrique. Cette technique est basée sur le couplage
de capteurs hyperfréquences avec la technologie microfluidique. L’objectif est d’aboutir
a de la spectroscopie diélectrique de liquides et de microparticules dans le domaine hy-
perfréquence en visant I’analyse a 1’échelle de la cellule unique. Les bio-capteurs congus
lors de ces travaux de these ont été basés sur des lignes coplanaires fonctionnant aux fré-
quences microondes. Le concept de détection des différents capteurs utilisés repose sur
le changement produit par la présence de 1’échantillon liquide ou micro-sphérique sur
la réponse RF du dispositif (en transmission ou en réflexion) qui peut étre exploité pour
extraire la valeur de la permittivité complexe de 1’échantillon. Ce type de capteur hyper-
fréquence pourrait par exemple €tre utilisé pour 1’analyse de petits volumes de liquide
ainsi que pour le suivi non-invasif et en temps réel de 1’évolution cellulaire. Il permettrait
d’analyser une ou plusieurs particules, et notamment des cellules biologiques, dans leur
milieu de culture sans les dénaturer, et ceci sans contact entre le détecteur et I’échantillon,
ni préparation spécifique au préalable ou marquage des cellules. Ces capteurs permettent
aussi une intégration simple au sein d’un réseau microfluidique et sont compatibles pour
envisager un « laboratoires sur puce » qui.expoiterait cette technique d’analyse.

Dans la premicre partie de ce manuscrit, nous avons présenté 1’état de 1’art sur les
méthodes d’analyse de milieux fluidiques et de cellules, avec une mise en lumiere des
méthodes électriques et notamment dans le domaine des hyperfréquences. Nous avons
montré I’intérét de travailler dans la gamme des hyperfréquences pour 1’analyse de cel-
lules biologiques car elles permettent d’une part de pénétrer a I’intérieur de la cellule
pour étudier le contenu intracellulaire et donc de discriminer les cellules entre elles et
d’autre part, les longueurs d’ondes associées, grace a I’évolution des microtechnologies,
permettent de fabriquer des dispositifs miniaturisés assurant des analyses cellulaires jus-
qu’a I’échelle de la cellule unique.

Apres avoir étudié un systeéme macroscopique qui nous a permis de mettre en place la
méthodologie d’extraction des parametres, la deuxieme partie du travail a été consacrée
a la spectroscopie diélectrique de milieux fluidiques de volumes microscopiques ou un
microsysteme de spectroscopie diélectrique hyperfréquence de liquides a été concu et son
fonctionnement validé. L’ obtention d’un tel microsysteme nécessite a la fois la conception
électromagnétique du circuit hyperfréquence de détection des variations de permittivité
dans sa zone sensible, I’'implémentation d’un systeme microfluidique sur le circuit RF par
des microtechnologies, et le développement d’une méthode d’extraction des parametres
électriques recherchés. Nous avons présenté 1’architecture de nos microcomposants et les
procédés de microfabrication mis en ceuvre au sein de la plateforme technologique de
I’ESIEE-Paris. Apres avoir caractérisé numériquement le principe de fonctionnement des
dispositifs hyperfréquences, nous avons démontré expérimentalement la bonne sensibi-
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lité de détection de notre biocapteur, le grand potentiel de discrimination de solutés en
solution aqueuse, ainsi que la fiabilité et la pertinence de la technique d’identification
diélectrique par spectroscopie diélectrique.

Il est donc possible, de détecter et d’analyser une tres faible concentration de cellules
et de discriminer des états biologiques a 1’échelle des cellules et non plus des tissus. Ainsi,
la premiere génération de bio-capteurs développée dans ces travaux a partir d’une ligne
coplanaires micro-ondes a permis de démontrer la faisabilité de la méthode de détection
proposée.

En exploitant pleinement les capacités de miniaturisation de la microtechnique, nous
avons dans un second temps adapté ces dispositifs a I’analyse d’une seule cellule. Outre
I’étude paramétrique de la sensibilité de détection du biocapteur, nous avons également
abordé les aspects hydrodynamiques de la capture cellulaire dans les microcanaux. Deux
systemes de piégeage ont été proposés pour assurer la capture d’une cellule unique :un
piege hydromécanique et un piege diélectrophoretique. Nous avons ainsi travaillé sur la
conception et le développement de nouveaux dispositifs hyper-fréquences, toujours ba-
sés sur une ligne coplanaire, de fagcon a augmenter la sensibilité de mesure, au travers
de I’amélioration du couplage champ électrique/échantillon, mais aussi pour accroitre la
sensibilité de détection des propriétés du milieu intra cellulaire. Nous avons montré que
la spectroscopie diélectrique peut étre utilisée pour mesurer les propriétés diélectriques
de cellules individuelles sur une large gamme de fréquences en vue d’aider au diagnos-
tic. Nous avons ainsi pu expérimentalement démontrer, via des mesures avec de billes
diélectrique de polystyrene dans de I’eau DI, une tres forte corrélation entre les résul-
tats de spectroscopie HF et les résultats issus des simulations électromagnétiques. Les
résultats expérimentaux présentés dans le dernier chapitre de ce manuscrit montrent qu’il
est possible d’extraire les parametres diélectriques des cellules analysées et en particulier
leur permittivité relative complexe. Ces études ouvrent également des perspectives pour
la spectroscopie hyperfréquence de cellules biologiques uniques.

Apres avoir valider les approches d’extraction de permittivité complexe et des contrastes
des milieux proposées dans ce manuscrit, et démontrer, par des simulations numériques et
mesures, que les biocapteurs que nous avons congus et fabriqués pendant ces trois ans de
travail ont des bonnes performances et précisions et sont capables de mesurer la permitti-
vité d’un tel milieu fluidique inconnu circulant dans le microcanal, les résultats innovants
obtenus montrent une sensibilité intéressante qui ouvre des perspectives intéressantes en
termes de spectroscopie large-bande pour la caractérisation non-invasive et en temps réel
de cellules biologiques.

Dans un premier temps, nous pouvons voir comment exploiter ces différents biocap-
teurs pour des applications a I’analyse des milieux biologiques pouvant contenir quelques
cellules biologiques et les caractériser en temps réel sans contact de maniere non inva-
sive et non destructive et sans d’utiliser des marqueurs. Dans un deuxieéme temps, nous
pouvons utiliser les dispositifs sous-pointes, interdigités et ceux qui sont dédiés a la ca-
ractérisation large-bande d’une seule cellule, pour une spectroscopie cellulaire. Ceci nous
permettra d’extraire les parametres diélectriques intracellulaires des cellules uniques dans
leur milieu héte et de discriminer les cellules entre elles. Ainsi, la comparaison entre les
différents biocapteurs et méthodes d’extraction nous permet d’obtenir plus précisément
les caractéristiques physiques d’un échantillon sous test en fonction de la fréquence, ce
qui ouvre des perspectives pour des applications de criblage pharmaceutique.

Malgré les bonnes performances offertes par la structure interdigité en matiere de dé-
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tection de la présence de billes et d’extraction des propriétés du mélange, I’utilisation de
ce capteur reste complexe. En effet, pendant les mesures il est difficile d’éviter que des
billes ne viennent se fixer sur les bords des électrodes. C’est pourquoi, nous avons opté
pour d’autres structures qui permettent de réduire cet effet dans I’optique d’une différen-
ciation entre une cellule saine et une cellule pathologique.

Rappelons que ces structures sont données et étudiées en détail dans le paragraphe
IIT de ce chapitre. Cette structure proposée correspond a un capteur en pointe obtenu
par le rétrécissement progressif du ruban signal et de deux plans de masse qui se situent
symétriquement de part et d’autre du conducteur central (Figs. 5.7 et 5.8). Au centre de
ce dernier se situe un piege en SU-8 qui permet de capturer une cellule unique et de la
positionner au-dessus du gap capacitif de détection. Cette structure (CPW-R ou CPW-T)
est capable de générer un champ électrique non uniforme qui sera déformé une fois que
la cellule présente. Un exemple d’un capteur fonctionnant en réflexion est présenté sur la
Fig. 5.40 suivante. La Fig. 5.41 présente un capteur pour des mesures en transmission.

..................... -

Canal
microfluidique

\

Zone de
détection

Plan de mesure
de S11

Figure 5.40 — Capteur CPW- CR de caractérisation cellulaire en réflexion.

Dans un premier temps, il conviendrait de tester le bon fonctionnement des deux
pieges fabriqués, et la sensibilité de ses deux capteurs a la présence d’un élément piégé.
Ceci pourrait tout d’abord étre effectué a 1’aide de micro-billes comme celles utilisées
dans ce travail, en raison de la connaissance précise de leurs propriétés, avant d’envisager
des tests avec des cellules biologiques. Pour cette derniere étape, un rapprochement avec
des biologistes sera nécessaire afin de choisir des cellules adéquates et de les tester dans
de bonnes conditions.

Par ailleurs, en vue de la conception d’un laboratoire sur puce fiable, 1’utilisation
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Figure 5.41 — Capteur CPW- CT de caractérisation cellulaire en transmission.

conjointe de capteurs micro-fluidiques résonants pourrait étre envisagés. En effet, ils per-
mettent d’atteindre une bonne sensibilité mais souffrent de ne donner acces aux propriétés
diélectrique du milieu qu’a leur fréquence de résonance; ces propriétés sont donc com-
plémentaires au fonctionnement large bande de nos dispositifs et leur utilisation conjointe
permettrait une analyse plus précise et fiables des milieux testés.
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Résumeé

"Caractérisation hyperfréquences par spectroscopie di-
electrique de composes biologiques en environnement
microfluidique"”

Ce sujet de thése propose le développement d’un capteur exploitant les ondes électroma-
gnétiques (gamme 100 MHz - 20 GHz) pour mesurer les propriétés diélectriques de compo-
sés biologiques. Un avantage indéniable de ce type d’analyse est son caractére non-invasif
permettant de garder I'environnement biologique intégre. Ce principe de mesure de la "si-
gnature diélectrique” large bande d’'un milieu biologique sera mis en ceuvre a l'aide d’une
ligne de propagation dont les caractéristiques seront couplées a celles du composé biolo-
gique. Lenjeu de la thése est donc de concevoir, réaliser et caractériser ce dispositif afin
qu’il puisse étre opérationnel & I'échelle d’une cellule biologique unique (taille 10 um). La fi-
nalité est I'extraction des parametres diélectriques intracellulaires permettant de discriminer
les cellules entre elles.

Mots-clés : Bio-capteur, Ondes électromagnétiques, Microfluidique, Hyperfréquence,
Diélectrique, Extraction de paramétres

Abstract

"Characterization of biological cells, in microfluidic envi-
ronment, by microwave dielectric spectroscopy"”

This thesis aims to develop a micro sensor using electromagnetic waves (100 MHz - 20 GHz
range) to measure the dielectric properties of biological cells. This technique presents the
advantage to be non-invasive, which makes it particularly interesting to monitor intracellu-
lar reactions. This principle of measuring the broadband "dielectric footprint" of a biological
medium will be implemented using transmission lines whose characteristics will depend on
the biological cells properties. The challenge of the thesis is therefore to design, fabricate
and experimentally characterize this device so that it can operate at the scale of a single
biological cell (typical size 10 um). The purpose is the extraction of the intracellular dielectric
parameters making it possible to discriminate between biological cells.

Keywords : Bio-sensor, Electromagnetic waves, Microfluidic, RadioFrequency, Die-
lectric parameters, Parameter extraction
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