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RESUME

Ce travail de thése aborde la problématique du sexage précoce des ceufs,
consistant a déterminer le sexe d’un embryon aviaire, dans ce cas particulier du canard
mulard, a un stade précoce de développement embryonnaire. En effet il s’agit d’une
problématique mondiale avec de forts enjeux sociétaux liés au bien-étre animal ainsi
que des enjeux économiques liés a 1’agro-industrie. Pour répondre a cette
problématique, les développements en cours impliquent des techniques invasives ou
non, majoritairement optiques. Dans notre cas, Nous nNous sommes intéressés au
développement d’instrumentations basées sur la technique de spectroscopie
radiofréquence (RF) comme méthode de sexage précoce in et ex ovo en raison de son
caractere non-invasif et sa capacité a caractériser la matiére biologique par ses
propriétés diélectriques.

Dans une premiere partie de ce manuscrit, le Chapitre I, nous étudions le
contexte actuel du sexage des ceufs, en abordant les enjeux sociétaux et économiques
ainsi que les techniques d’analyse existantes ou en cours de développement. Dans ce
paysage, nous positionnons la spectroscopie RF comme technique innovante et viable
pour une application a grande échelle.

Ensuite, le travail de these a été divise en deux axes principaux. Le premier est
décrit dans le chapitre 1l de cette thése avec la mise en place d’un systéme d’analyse
RF millifluidique pour évaluer les différents liquides constitutifs de 1’ceuf et voir s’il
est possible de trouver une source de différentiation sexuelle (male-femelle) ciblée
dans I’ceuf. Pour cela nous avons congu puis optimisé un dispositif de spectroscopie
millifluidique RF. Sa caractérisation en termes de sensibilité et de reproductibilité des
mesures a été¢ menée a I’aide de liquides de référence. Des protocoles de prélevements
et de préparation des échantillons liquides d’ceufs ainsi que des méthodes de mesures
ont ensuite été mis en place, appliqués a la discrimination d’ceufs clairs et d’ceufs
fécondés puis du sexe.

Le deuxi¢me axe traite de la mise en place de I’instrumentation d’analyse RF
non invasive des ceufs. Pour cela une partie a été¢ dédiée a la conception des capteurs
permettant d’irradier des ondes électromagnétiques dans I’ceuf et de mesurer les ondes
réfléchie et transmise par et a travers I’ceuf. En utilisant des outils de simulation
électrique et électromagnétique, nous avons congu différentes versions des capteurs
dédiés a la mesure des ceufs, et défini celui le plus adapté pour I’application visée. Un
banc de caractérisation d’ceufs et une méthode expérimentale ont été également mis
en place pour mesurer des ceufs a différents jours d’incubation. Différentes campagnes
de mesure sur ceuf a permis de mettre en évidence des améliorations a apporter a
I’instrumentation pour une meilleure adaptabilité a la variabilité intrinséque des ceufs
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et une meilleure sensibilité, avec la proposition d’une nouvelle version du banc de
spectroscopie RF sur ceufs, adaptable a la géométrie de I’ceuf.

Ce travail pose donc les premiéres bases d’une instrumentation RF dédiée a
I’analyse non invasive d’ceufs, avec pour perspective une possible exploitation pour
des problématiques de fraicheur ou encore de sexage précoce, qui revétent des enjeux
économiques importants pour le secteur agricole et la filiére aviaire.

Mots clés: spectroscopie diélectrique, agriculture de précision,
radiofréquences, millifluidique, biocapteurs.

ABSTRACT

This doctoral work addresses the issue of early sexing of eggs, consisting in
determining the sex of an avian embryo, in this particular case of the mulard duck, at
an early stage of embryonic development. Indeed, it is a global problem with strong
societal issues related to animal welfare as well as economic issues related to agro-
industry. To address these issues, current developments involve techniques, that may
or may not be invasive, mainly optical. In our case, we were interested in the
development of instrumentation based on the radio frequency (RF) spectroscopy
technique as a method of early sexing in and ex ovo due to its non-invasive character
and its ability to characterize biological material by its dielectric properties.

In the first part of this document (Chapter 1), we study the current context of
egg sexing, by addressing societal and economic issues as well as existing or
developing analytical techniques. In this landscape, we position RF spectroscopy as
an innovative and viable technique for large-scale application.

Then, the work is divided into two main axis. The first one is described in
chapter I1 of this PhD manuscript with the establishment of a millifluidic RF analysis
system to evaluate the different constituent fluids of an egg and evaluate if it is possible
to find a source of sexual differentiation (male-female). To do this, we design and then
optimize an RF millifluidic spectroscopy device. Its characterization in terms of
sensitivity and reproducibility of measurements is carried out using reference liquids.
Protocols for the collection and preparation of liquid egg samples as well as
measurement methods are then set up, applied to the discrimination of clear eggs and
fertilized eggs and then gender.

The second axis deals with the implementation of an instrumentation for non-
invasive RF analysis of eggs. To do this, a part of the work is dedicated to the design
of sensors to irradiate electromagnetic waves in the egg and, to measure the waves
reflected and transmitted by and through the egg respectively. Using electrical and
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electromagnetic simulation tools, we design different versions of the sensors dedicated
to eggs measurements, and define the most suitable for the intended application. An
egg characterization test bench and an experimental method are also set up to measure
eggs at different incubation days. Various eggs measurement campaigns permit to
highlight the improvements which should be made to the instrumentation for a better
adaptability to the intrinsic variability of eggs and a better sensitivity, with the proposal
of a new version of the RF spectroscopic test-bench of eggs, adapted to the geometry
of the egg.

This work therefore lays the first foundations of a RF instrumentation
dedicated to the non-invasive analysis of eggs, with the prospect of a possible
exploitation for freshness evaluation or even early sexing, which both have significant
economic challenges for the agricultural and avian sector.

Key words: dielectric spectroscopy, precision agriculture, microwave, milli-
fluidic, biosensors,
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INTRODUCTION GENERALE

Les travaux de recherche décrits dans ce manuscrit de theése s’inscrivent dans
un contexte interdisciplinaire qui joint les techniques radiofréquences (RF), plus
souvent utilisées pour les systemes de télécommunications, et I’agriculture de
précision et la biologie. Plus précisément, les techniques RF ont été ici utilisées pour
la caractérisation des ceufs fécondés. En effet, la composition physiologique et
biochimique d’un matériau détermine ses propriétés diélectriques, lesquelles vont agir
sur I’amplitude et la phase d’un champ électromagnétique placé en interaction avec ce
matériau. En mesurant ces variations de champ électromagnétique, il est possible de
déterminer alors les propriétés biochimiques ou physiologiques d’un matériau. Grace
notamment a son caractere non-invasif, cette technique, nommee spectroscopie RF, a
été développée pour la caractérisation d’entités biologiques telles que : les solutions
liquides, les cellules, les tissus, etc. pour des applications biomédicales, ainsi que pour
la détermination de 1’humidité du sol ou du bois dans des applications agricoles, ou
encore pour la determination de la fraicheur des aliments tels que les fruits, les
ceréales, les ceufs et les viandes dans 1’industrie agro-alimentaire.

Mes travaux de thése ont été dédiés au développement d’une instrumentation
RF pour le sexage précoce des ceufs, consistant a déterminer le sexe d’un embryon
aviaire, a un stade précoce de développement embryonnaire. Ceci se place comme une
solution permettant d’éviter la problématique mondiale de broyage des poussins dans
les couvoirs de I’industrie agro-alimentaire. Cette pratique, déja interdite en
Allemagne, et interdite en France a partir de 1’année 2021, entraine de forts enjeux
societaux liés au bien-étre animal ainsi que d’importantes conségquences économiques
dans une industrie de grande importance en France et en Europe. Pour répondre a cette
problématique, les développements actuels impliquent des techniques majoritairement
optiques. Ce travail de these constitue alors une premiére approche au sexage des ceufs
en utilisant la spectroscopie RF, laquelle jusqu’a présent n’a pas été développée pour
une telle problématique.

Ces travaux de recherche ont été divisé en deux axes principaux. L un est dédié
au développement d’une instrumentation RF, nous permettant d’analyser les propriétés
diélectriques des liquides constituants les ceufs fécondés (sexage ex ovo). Pour cela un
dispositif de spectroscopie RF millifluidique a été concu et évalué avec des protocoles
de tests dédiés aux liquides d’ceufs particuliérement visqueux et collants. L’autre
branche de recherche a été dédié au développement d’un banc de spectroscopie RF
non-invasif d’ceuf entier (in ovo) nous permettant d’envoyer des ondes RF dans I’ceuf
et de mesurer 1’énergie réfléchie et transmise par et a travers 1’ceuf afin d’identifier le
sexe de ’embryon.
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Ce manuscrit est donc organisé en 3 chapitres :

Le premier chapitre présente 1’état de I’art des techniques existantes
pour le sexage des ceufs fécondés. De plus, nous avons décrit I’état de
I’art des techniques RF utilisées pour I’analyse de la fraicheur des ceufs
de consommation. Enfin nous positionnons la spectroscopie RF comme
une possible solution au sexage des ceufs.

Le deuxieme chapitre décrit les travaux réalisés pour 1’analyse RF des
liquides constituant les ceufs. L’architecture d’un dispositif de
spectroscopie RF milli-fluidique est décrite ainsi que les résultats
obtenus lors de mesures sur liquides modeéles pour validation du
dispositif, ainsi que sur les liquides constituants les ceufs. La méthode
utilisée pour I’extraction de la permittivité de liquides est également
décrite. Outre des variations induites par le genre, la possible
discrimination de liquides d’ceufs clairs et fécondés est aussi abordée.

Le troisieme chapitre aborde les travaux réalisés pour la conception
d’un banc non-invasif dédi¢ a la spectroscopie RF des ceufs (in ovo).
Le processus de conception des capteurs RF dédiés a la mesure des
ceufs est décrit, ainsi que les méthodes de caractérisation de ces
capteurs, le tout en utilisant des simulations électriques,
électromagnétiques et des mesures expérimentales en laboratoire. Enfin
nous décrivons les méthodes et les résultats obtenus lors de mesures
faites sur ceufs fécondés a différents stades de développement
embryonnaire.
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CHAPITRE 1 : MOTIVATION
ET ETAT DE L'ART
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I. INTRODUCTION

Ce travail de these vise a évaluer I’utilisation de la spectroscopie
radiofréquences (RF) comme une méthode de détermination du sexe d’un embryon
aviaire, situé a I’intérieur d’un ceuf. Le but de cette technique est de pouvoir prédire le
sexe a un stade précoce de développement embryonnaire, de fagcon non-invasive, sans
perturber le processus naturel d’incubation.

Le broyage de poussins males et de cannetons femelles dans 1’industrie agro-
alimentaire, plus précisement dans les couvoirs des poules pondeuses et de canards
pour la production de foie gras, constitue une pratique de plus en plus questionnée par
la sociéte. De plus, I’incubation des ceufs « non-productifs » ainsi que le processus de
trie et d’euthanasie entrainent des colts économiques significatifs pour 1’industrie.
Cette problématique est actuellement étudiée mondialement et notamment en France,
ou les acteurs impliqués cherchent a trouver des solutions technologiques.

Pour mieux comprendre les enjeux sociétaux et économiques de cette
problématique, ceux-ci seront exposés dans un premier temps dans ce chapitre. Nous
indiquerons ensuite les principales caractéristiques et évolutions des constituants de
1I’ceuf au cours du développement embryonnaire de la poule et du canard afin de mieux
appréhender les possibilités techniques d’analyse envisagées.

Nous présenterons alors 1’état de ’art des techniques existantes en cours de
développement pour le sexage des ceufs et nous introduirons des techniques RF
évaluées pour 1’analyse de la qualité et de la fraicheur des ceufs de consommation.

Finalement, nous proposerons I’utilisation de la spectroscopie RF pour le
sexage des ceufs, comme une solution non-invasive et adaptée a une application a
grande échelle.
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II. ENJEUX SOCIETAUX LIES A
LA PROBLEMATIQUE DU
SEXAGE PRECOCE D'OEUFS

II.1. CONTEXTE ETHIQUE ET DU BIEN-ETRE ANIMAL

Cette thése est réalisée dans le contexte économique et sociétal de la production
d’ceufs de consommation et de volaille de chair, surtout pour les espéces de type canard
et poulet, mais aussi potentiellement pour la dinde, la pintade ou la caille.

Dans I’industrie agro-alimentaire, et plus particulierement dans la filiére des
ceufs, les poules pondeuses destinées aux activités de ponte des ceufs, naissent a la
suite d’une opération d’accouvage en couvoirs industriels dans lesquels, apres
éclosion, I’ensemble des poussins né est manuellement trié par sexe. Les femelles
aptes pour 1’activité de ponte sont sauvegardées, tandis que les poussins males sont
tués et éliminés.

D’autre part, dans la filiere "foie gras", en France, s’ajoute le probleme de
I’élevage des canards gras. Dans ces activités d’élevage et de gavage, pour garantir la
qualité, seuls les males sont utilisés, car les foies des femelles trop nervurés et petits,
sont inaptes a étre valorisé en tant que foie gras. Dans les couvoirs industriels
inversement aux poules pondeuses, les cannettes sont tuées et éliminées juste aprés
éclosion.

D’apres les données du service de statistiques du ministére de 1’agriculture
disponibles dans leur plateforme numérique « agreste » (Agreste 2019), environ 91
millions de canards ont éclos en 2019. Si on considére que le rapport de sexe
male/femelle a la naissance des oiseaux est de 60% en faveur des males (Govoroun et
Brillard 2004), on peut donc estimer que 36 millions de cannetons femelles ont été
éliminées en 2019. De la méme facon, on estime que 72 millions de poussins males
inaptes a la production d'ceufs de poule auraient été tués en 2019 dans les couvoirs
industriels, en France.

Ces poussins males, (et cannetons femelles) sont tués selon des normes en
vigueur mais, malgré cela, ces opérations sont de moins en moins acceptées par la
sociéteé pour des raisons éthiques.
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En France, le ministre de 1’Agriculture, Didier Guillaume, a fixé a 2021
I’interdiction du broyage des poussins males tandis qu’en Allemagne c’est une
pratique déja interdite, remplacée par la détection du sexe au 9éme jours d’incubation
(42% du processus d’incubation) en utilisant une technique considérée comme
invasive et peu efficace par les autorités francaises.

Les enjeux économiques et éthiques sont importants, en France, en Europe et
dans le monde. La société questionne de plus en plus ces pratiques dans un secteur
économique agricole et industriel, qui occupe une place trés importante dans le pays.

I1.2. CONTEXTE ECONOMIQUE

L’incubation des males dans la filiere ceufs et celle des femelles dans la filiére
foie gras n’ont pas de valorisation économique et engendrent un cycle de production
industriellement inutile, et donc codteux.

Données économiques des poules pondeuses : la production d’ceufs de poule
de consommation dans le monde est d’environ 1140 milliards, dont 116 milliards en
Europe, et 14 milliards d’ceufs en France (Service Economie ITAVI 2016). Chaque
année en France, naissent pres de 120 millions de poussins. Parmi eux, environ 72
millions sont des poussins males et donc éliminés. En Allemagne, c’est environ le
méme chiffre. Dans le monde, ce chiffre est de I’ordre 4 milliards de poussins tués par
an.

Données économiques de canards gras : La production mondiale de foie gras
est evaluée a 26 630 tonnes de foie gras cru en 2014. Avec plus de 25 000 tonnes, la
production européenne reste trés majoritaire au plan international et la France est le
principal pays de production de foie gras avec plus de 19 000 tonnes (Service
Economique ITAVI 2014). En France, il existe 26 couvoirs principaux dédiés a
I’incubation des ceufs de canard. En 2019, 91 millions de canetons sont nés en France,
parmi lesquels 36 millions sont des canetons males a gaver, et le reste, des femelles &
éliminer ou a envoyer sur des marchés incertains, comme 1’Egypte.

Les enjeux économiques sont donc importants pour la filiére « foie gras » et
reposent sur deux aspects principaux :

e Eviter I’incubation inutile de 36 millions d’ceufs femelles. Estimé a 8 cts €/ceufs,
le gain direct représente environ 3 a 5 millions d’euros d’économie par an pour
les couvoirs francais, sans compter les colts de destruction,
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e Permettre I’incubation des males a leur optimum de durée, celui-ci étant
différent de celui des femelles, et ainsi obtenir des animaux plus robustes pour
I’¢levage, avec moins de pertes.

Dans un futur proche, la continuité de ces activités et la préservation de ces
filieres économiques et alimentaires de grande importance en France, ne sera pas
possible sans leur acceptation par la société, dans un contexte satisfaisant aussi pour
les consommateurs et pour le bien-&tre animal. Ceci impose la nécessité de développer
des technologies de sexage in ovo utilisables a grande échelle et sans perturber le
processus d’incubation. Jusqu’a présent, les techniques proposées n’ont pas apporté
de solutions combinant une efficacité technique avec une viabilité technique et
économique.

Dans ce contexte économique et sociétal 1’entreprise Ovalie Innovation,
partenaire industriel de ce projet, intéressé par I’innovation technologique pour
I’agriculture, cherche a résoudre cette problématique. En effet, cette entreprise est
intéressee par I’implémentation des technologies permettant de déterminer le sexe des
embryons de canards (de type mulard) dans les couvoirs de la filiere « foie gras » de
grande importance dans le sud-ouest de la France. Ovalie innovation a fourni des
éléments nécessaires au développement de ce projet ainsi que de I’expertise provenant
de professionnels du domaine agricole-aviaire qui ont aussi participé a ce projet.

Afin de bien comprendre les enjeux techniques a résoudre pour réaliser un
sexage précoce d’ceufs non invasive, sans perturber le processus d’incubation, il est
important de connaitre comment se déroule le développement embryonnaire aviaire.

I1.3. DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE AVIAIRE

Le développement embryonnaire du canard reste peu décrit dans la
bibliographie, a la différence de 1’espéce Gallus qui a été largement documenté depuis
longtemps. Nous allons donc d’abord étudier les différentes structures présentes dans
un ceuf de poule fécondé, puis nous ferons un descriptif des principaux stades de
développement embryonnaire du canard. Cette partie s’appuie sur la these de Mylene
Da Silva, qui a étudié les liquides allantoiques et amniotiques de 1’ceuf de poule
fécondé (Da Silva 2017), et qui a participé au projet de thése, en tant que membre de
la societé Ovalie Innovation.
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I1.3.1. Différents constituants d’un ceuf fécondé

L’ceuf est formé dans 1’appareil reproducteur de la poule. Une fois pondu, il est
composé de quatre structures principales servant de source de nutriments et d’énergie
a I’embryon (Romanoff 1960) : le jaune, la membrane vitelline, le blanc et la coquille
(cf. Figure 1 a gauche). Pendant le développement de 1’embryon, des structures
supplémentaires extra-embryonnaires apparaissent telles que: le sac vitellin,
amniotique et allantoique comme montré dans la Figure 1 (a droite).

@ Da Silva 2017

Coquille
Sac amniotique
Membrane
vitelline - Sac vitellin

Jaune
Sac allantoique

Blanc
Membrane

chorioallantoique

CEuf non fertilisé CEuf fertilise ED8

Figure 1 : Différentes structures d’un ceuf non fertilisé a gauche et fertilisé a droite au
8éme jour d’incubation (J-8), schéma d‘aprés (Da Silva 2017)
Le jaune, le blanc et la coquille d’un ceuf constituent respectivement 29%,
61.5% et 9.5% du poids total d’un ceuf sans embryon (Nys et Guyot 2011). La teneur
en eau, protéines, minéraux, lipides et glucides des différents constituants d’un ceuf
fécondé sont présentés dans la Figure 2.

95%
88,1%

m Fau 81,6%
M Lipides
M Glucides
Mineraux
H Proteines
48%
34%
16%
10,5%
6,5%  6,5% 3 9%
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Jaune Membrane vitelline Blanc Coquille

Figure 2 : Composition des différents constituants de I'ceuf d’apres (E. C. Li-Chan et Kim
2008)

Le jaune, riche en lipides et protéines, apporte des nutriments a 1’embryon
pendant son développement, et au poussin les premiers jours aprés éclosion. La
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membrane vitelline est une matrice protéique qui entoure le jaune en le séparant
physiquement du blanc. Elle constitue ainsi une barriére de protection chimique et
physique de I’ovocyte fertilisé, en empéchant les pathogénes d’atteindre le jaune. De
plus le blanc constitue une source de nutriments pour 1’embryon et sert aussi de
protecteur des protéines du jaune. La coquille forme la premiére barriére physique de
protection de 1’ceuf, ainsi qu’une source de calcium pour la formation du squelette de
I’embryon lors de son développement. La coquille contient des pores qui permettent
I’échange d’eau et de gaz entre 1’ceuf et I’extérieur (Freeman et Vince 1974).

Au moment de la ponte de 1’ceuf entre 40.000 et 60.000 cellules indifférenciées
forment le disque germinal (aussi nommé blastodisque ou blastoderme). Il a un
diameétre compris entre 4 et 5 mm et une épaisseur de 250 um (Klein et al. 2002). Le
blastoderme est une membrane formée de cellules provenant de la segmentation du
vitellus, a partir duquel se génerent les structures extra-embryonnaires telles que :
le sac vitellin, amniotique et allantoique. Ces structures apparaissent des les premiers
stades du développement embryonnaire, et ils évoluent en interaction avec les milieux
intérieur et extérieur de I’ceuf. Leur réle dans le développement embryonnaire est
décrit ci-dessous.

e Le sac vitellin recouvre progressivement la totalité du jaune, participe a la
digestion et le transport des nutriments du jaune vers I’embryon. Il permet aussi
la respiration de I’embryon dans les premiers jours de I’incubation. Le réseau
sanguin qui se développe a sa surface est 1’¢lément essentiel a la réalisation de
toutes ces actions (Romanoff 1960).

e Le sac amniotique entoure I’embryon dans un milieu aqueux en le protégeant
des chocs mécaniques, de la déshydratation, et le sépare des autres structures
extra-embryonnaires. Le liquide amniotique est composé d’environ 99% d’eau,
et un 1% de protéines, ainsi qu’une concentration élevée en ions chlorure,
responsable de I’entrée d’eau dans le sac (Baggott 2001)

e Le sac allantoique est le dernier a se créer, il est connecté a I’intestin de
I’embryon, et s’étend progressivement au cours du développement
embryonnaire (Patten 1920). Il participe au métabolisme de 1’embryon, en
stockant les déchets, en permettant la respiration de I’embryon et en participant
au processus de transfert de calcium provenant de la coquille vers I’embryon.
Le fluide allantoique est en conséquence composé en grand partie par des
excrétions de I’embryon. Il concentre de 1’azote, de I’ammonium et de 1’acide
urique (Baggott 2001).
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I1.3.2. Développement embryonnaire du canard
mulard

Le canard mulard, est un hybride provenant du croisement inter générique entre
le canard de Barbarie (Cairina moschata) et une cane commune (Anas platyrhynchos).
Il s’agit d’un hybride viable mais infertile, qui est trés valorisé dans la filiere « foie-
gras ». En effet, le canard mulard produit des foies gras lourds et de bonne qualité. Il
est aussi reconnu pour sa facilité d’élevage, et sa capacité au gavage. Son utilisation
massive, depuis les anneées 1985 est due au développement de I’insémination
artificielle des canes, car I’obtention de canetons par 1’accouplement naturel des
parents de genres différents était trés rare. En 2004, plus de 90 % du foie gras produit
en France provient des canards mulards méales exclusivement (Brun et al. 2005).

Le développement embryonnaire du canard mulard a une durée de 30 jours, de
la ponte jusqu’a 1’éclosion, a la différence d’un ceuf de poule dont 1’éclosion a lieu le
21°™ jour d’incubation. Les chercheurs de I'INRA de Bordeaux ont fait une étude
comparative des développements embryonnaires du canard de Barbarie (Carina
Moschata), du canard de Pékin (Anas platyrhynchos) et de leur hybride, le canard
mulard (Cornuez et Pain 2015). La Figure 3 montre un résumé des principaux
changements au cours du développement embryonnaire du canard mulard.

Pendant les premiers jours de développement embryonnaire, une des
principales évolutions des structures de 1’ceuf est le réseau sanguin placé dans la
surface du sac vitellin. Il accroit comme montrer dans le tableau 1.

Jour Surface réseau sanguin mm?
2 879,11
3 955,90
4 2611,56
5 3418,07

Tableau 1 : surface du réseau sanguin

De plus le canard mulard présente une caractéristique particuliére, il s’agit
d’un dimorphisme sexuel qui est d0 au phénotype albinos dont les yeux sont pigmentés
noir pour les males et rouges pour les femelles (Gourmaud et al. 2014). Cette
caractéristique est visible au 8¢me jour d’incubation.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux stades précoces du
développement embryonnaire, car la détermination du sexe doit se faire avant le 15°™
jour d’incubation pour éviter la souffrance chez I’animal, et durant le premier tiers
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(avant le 10°™ jour) pour avoir une solution économiquement intéressante pour
I’industrie agro-alimentaire.

Vaisseaux sanguins visibles dans la
surface du vitellus

Sac amniotique formé
Début de la formation du sac allantoique

Yeux pigmentés
Sac allantoique de méme taille que
I’embryon

«------- Premier tiers ---------»

Apparition du bec
Sac allantoique plus grand que ’embryon

Apparition des plumes

Rétractation du sac vitellin

Développement des pates

Début d’éclosion interne (membrane
coquillaire)

Dernier tiers

Plumage Jaune
Début de 1’éclosion

== ———

Figure 3 : Développement embryonnaire du canard mulard d’aprés (Cornuez et
Pain 2015).
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Pendant le développement embryonnaire aviaire, les différentes structures
présentes dans 1’ceuf subissent des transformations. Ces changements sont liés les uns
avec les autres et pourraient se présenter difféeremment selon le sexe de I’embryon. De
plus, ces différences pourraient étre détectées avec la spectroscopie RF. Les techniques
existantes actuellement pour le sexage des ceufs utilisent, entre autres, 1a concentration
d’hormones présente dans le fluide allantoique ainsi que I’information génétique
présente dans les cellules du disque germinal comme sources d’information pour
identifier le sexe de I’embryon. Nous avons alors étudié 1’état de 1’art des différentes
techniques utilisées actuellement pour le sexage précoce des ceufs ainsi que les
techniques RF utilisées pour I’évaluation de la fraicheur des ceufs de consommation.
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ITI. TECHNIQUES EXISTANTES
POUR LE SEXAGE DES
OEUFS

Divers travaux ont été réalisé pour déterminer le sexe d’un embryon dans un
état précoce de développement. La plupart des inventions connues utilisent des
techniques du domaine de I’optique, en explorant un spectre large en fréquence. Des
techniques biochimiques ont aussi été utilisées. L’ensemble de ces travaux est décrit
dans cette partie avec une distinction pour les techniques invasives et celles semi voire
non invasives.

III.1. TECHNIQUES INVASIVES

Technique d’analyse chromosomique par imagerie infra-rouge

Une premiére technique est basée sur I’analyse de I’information génétique
contenue dans le disque germinal. En effet, aux premiers jours du développement
embryonnaire aviaire, entre 40 et 60 mille cellules blastodermiques sont présentes dans
I’ceuf formant le disque germinal (Ellendorf et Klein, S 2003). Ces cellules contiennent
I’information génétique dont les chromosomes sexuels se présentent pour les femelles
dans la forme ZW et ZZ pour les males (Crawford 1990).

Les chercheurs de 1’Université de Leipzig, en Allemagne, ont été capables de
reconstruire I’information chromosomique d’un ceuf par technique d’imagerie infra-
rouge a partir d’un échantillon de cellules blastodermiques au jour 0, avant incubation
(Steiner et al. 2011). Pour cela, une ouverture de 1 cm de diamétre dans la coquille de
I’ceuf est nécessaire pour pouvoir visualiser le disque germinal. Ensuite 1 pg de
cellules blastodermiques est prélevé et mesuré par spectroscopie infra-rouge (Figure
4.3). L’image des chromosomes présents dans les cellules blastodermiques est ensuite
reconstruite par imagerie FT-IR (Figure 4.b). Le contenu d’ADN des cellules des
males (ZZ) est 2% plus grand que celui des femelles (ZW). Cette méthode est invasive
car elle impligue I’ouverture de la coquille et le prélevement du contenu de 1I’ceuf, ce
qui peut avoir un impact négatif dans le développement embryonnaire. Des
contaminations sont ensuite possibles entrainant une diminution du taux d’éclosion.
De plus I’ouverture de 1’ceuf rajoute un temps supplémentaire a la procédure de
mesure.
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Figure 4 : a) schéma du prélevement de cellules blastodermiques du disque germinal, b)
reconstruction de I'image par spectroscopie FT-IR des échantillons des cellules
blastodermiques (Steiner et al. 2011).

Analyse de vaisseaux sanguine par spectroscopie de Raman et spectroscopie
fluorescente

Une deuxieme technique est basée sur ’analyse des vaisseaux sanguins aux
premiers jours d’incubation par spectroscopie de Raman et spectroscopie fluorescente
(Galli et al. 2016). Entre le troisitme et quatrieme jour du développement
embryonnaire les vaisseaux sanguins forment a la surface du sac vitellin un cercle
d’environ 3 cm de diamétre (voir Figure 5b). Lorsque I’ceuf est en position verticale
les vaisseaux sanguins se déplacent vers la partie haute de 1’ceuf (Klein et al. 2002).

La méthode utilisée implique une ouverture de la coquille d’un diamétre entre
12 et 15 mm avant incubation. L’ceuf est ensuite recouvert avec un para-film
biocompatible qui permet la continuation du développement embryonnaire. Cette
procédure évite le prélevement des cellules blastodermiques, mais ajoute une
ouverture de la coquille plus importante (Figure 5).

Avec cette méthode deux études ont été menées. Une premiere en utilisant la
spectroscopie de Raman permettant de prédire le sexe d’un embryon au jour 3.5
d’incubation (17% du développement embryonnaire) avec un taux de réussite de 90%,
e. Pour cette étude ils ont mesuré 165 ceufs dont 36 ont été utilisé pour entrainement
de I’algorithme de classification. Une deuxiéme étude a été faite afin de diminuer le
temps de mesure & 10 min et de diminuer le diamétre de I’ouverture de la coquille de
15mm a 12mm. La spectroscopie fluorescente est alors utilisée, avec une source de
lumiére plus intense et avec un spectre plus large. Les spectres mesurés pour 380 ceufs
ont été séparés en deux groupes dont 190 pour I’apprentissage et 190 pour les tests
d’analyse de donnés en composante principale (PCA). Avec cette méthode ils ont été
capables de prédire le sexe de I’embryon avec un taux de réussite de 93% au jour 3.5
d’incubation (Figure 6).
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Figure 5 : A),B) et C) Processus d’ouverture et de recouvrement de I'ceuf d’aprés (Galli et
al. 2016).
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Figure 6 : Résultats d'apres (Galli et al. 2016) A) Spectre des vaisseaux sanguins des
ceufs femelles (rouge) et males en (bleu). B) Surface total d’intensité calculée.

Le fait de percer la coquille rend cette technique peu acceptable a grande
échelle car elle ajoute du temps de manipulation pour percer et recouvrir chaque ceuf,
en plus d’augmenter le risque de contamination de 1’ceuf avec une conséquente
diminution du taux d’éclosion. Le taux d’éclosion observé est de 91% par rapport aux
ceufs maintenus dans les mémes conditions d’incubation mais sans ouverture de la
coquille.
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Quantification hormonale par analyse chimigue

Une autre méthode de sexage a été proposee par (Weissmann et al. 2013). Elle
consiste a analyser les concentrations d’hormones présentes dans le fluide allantoique.
Un échantillon de I’ordre de 20 a 50 pL est prélevé avec une seringue de 0.5mm de
diamétre (Figure 7 & gauche). lls ont trouvé une différence de concentration de sulfate
d’estrone associé au sexe de I’embryon, visiblement plus faible dans le liquide
allantoique des males (Figure 7 a droite). Ce contraste permet, en utilisant des
traitements statistiques classiques, de prédire le sexe de I’embryon avec un taux de
réussite de 95% au 10°™ jour d’incubation (40% du développement embryonnaire).
Cependant, le temps d’analyse pour chaque échantillon (environ quatre heures) reste
trop long pour une application & grande échelle. De plus, ils ont observé un taux
d’éclosion 3% plus bas pour le groupe des ceufs analysés par cette méthode.
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Figure 7 : Procédure de prélévement du liquide allantoique a gauche, et résultats des
concentrations de sulfate d’estrone en gris clair pour les femelles et gris foncé pour les
méles en fonction du jour d’incubation d’aprés (Weissmann et al. 2013).

Utilisation de biomarqueurs par modification génétique

Une autre technique a été développé par I’industriel eggXYt permettant de
prédire le sexe de I’embryon avant incubation. Il s’agit d’une modification génétique
de la poule pondeuse afin que les ceufs males soient pondus avec un biomarqueur dans
le chromosome Z (Offen 2019). Ce biomarqueur (luciférase) est bioluminescent et
donc visible avec un éclairage de 1I’ceuf (cf. Figure 8). Les ccufs femelles (gardés dans
les couvoirs des poules pondeuses) ne sont pas modifiés génétiquement. Cependant le
caractere OGM rend cette technique peu acceptable du point de vue éthique pour la
société et les consommateurs. Jusqu’a présent il n’y a pas de résultats de sexage
publiés en utilisant cette technique.
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Figure 8 méthode détection ceuf méle eggXYt (Verma s. d.)

I11.2. TECHNIQUES NON INVASIVES
Détection de la couleur de plumes par imagerie hyper-spectrale

La société Allemande EVONTA (Gohler, Fischer, et Meissner 2016) utilise
une technique d’imagerie hyper-spectrale afin de détecter la couleur des plumes d’un
embryon d’une souche particuliere de poulet, laquelle présente un dimorphisme sexuel
dans la couleur des plumes (marron pour les femelles et jaune pour les males). Les
plumes sont visibles & partir du 11°™ jour d’incubation. Pour chaque mesure, ils
utilisent une lampe halogéne d’un coté de 1’ceuf et une caméra hyper spectrale de
Iautre (Figure 9). Ultérieurement, une procédure statistique de données est appliquée.
Sur un total de 481 spectres mesurés, 244 ont été utilisé pour 1’apprentissage de
I’algorithme de classification et le reste pour la validation. 1ls sont capables de prédire
le sexe des embryons avec un taux de 97% au 14°™ jour d’incubation (7 jours avant
éclosion). Cette étude propose une technique non invasive avec un taux de réussite tres
élevé. Malheureusement, le 14eme jour d’incubation chez le poulet (soit au 2 tiers du
processus de développement embryonnaire) est un stade trop tardif pour éviter la
souffrance chez I’embryon. Un embryon ressent la douleur a partir de la deuxieme
moitié d’incubation (Close et al. 1997), donc cette solution n’est pas acceptable du
point de vue du bien-étre animal. De plus, le temps de mesure et le processus de
classification par 1’algorithme prend considérablement de temps et rend cette
technique inadaptée pour une application a grand échelle.
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Figure 9 : systeme de mesure des ceufs par imagerie hyper spectrale d’apres (Géhler,
Fischer, et Meissner 2016)

Analyse par chromatographie gazeuse et spectroscopie THz

Un dispositif a été récemment breveté par la compagnie Novatrans permettant
de capturer les molécules organiques présentes dans le gaz a proximité de la coquille
d’un ceuf afin d’identifier le sexe de 1’embryon dans un ceuf (Knepper et al. 2019). Il
est composé d’une pompe a vide permettant d’aspirer le gaz a proximité d’un ceuf et
d’une membrane permettant de capturer les particules organiques volatiles, présentes
dans le gaz. Ensuite, les échantillons collectés sont analysés par spectroscopie Tera-
hertz. L’hypothése émise est que 1’échange gazeux entre ’intérieur de 1’ceuf et
I’extérieur a travers les pores de la coquille contient des particules organiques nous
permettant de différencier un ceuf male d’un ceuf femelle quelques jours apres sa ponte
(avant incubation). 1l s’agit donc d’une technique non-invasive apte pour une
application a grande échelle. Cependant, le temps du processus, de la collecte de
particules jusqu’a la spectroscopie et le post traitement de data pour chaque ceuf peut
étre élevé. Jusqu’a présent, il n’a pas de résultats publiés utilisant cette technique.

Synthése des techniques existantes pour le sexage des eeufs

Le Tableau 2 résume les différentes techniques, décrites précédemment dans
ce chapitre, pour le sexage des ceufs tenant compte du jour d’incubation (J) auquel le
sexe de I’embryon est relevé, du taux de réussite (R) du sexage, et du temps estimé de
mesure par ceuf.



41

Technique

1 Analyse chromosomique par
imagerie infra-rouge

2 Analyse vaisseaux sanguins
par spectroscopie de Raman
et Fluorescente

3 Quantification hormonale
pour analyse chimique

4 Détection couleur de plumes
par imagerie hyper spectrale

5 Biomarqueur par
modification génétique

6 Analyse gazeux par
spectroscopie Tera-Hertz

Tableau 2 récapitulatif techniques existante pour sexage des ceufs
*Temps estimé, non précisé par les auteurs

Méthode

- Ouverture ceuf (p=1 cm)
- Prélevement des cellules
blastodermiques (1 ug)

- Ouverture ccuf
(p=12-15cm)

- Prélévement fluide
allantoique (20-50 pL)

- Percage ceuf avec seringue
($=0.5 mm)

- Reconstruction d’image :
collecte de spectres et
traitement donnes

- Non-invasive

- Biomarqueur luminescente
chez les ceufs males.
Modification génétique
poules pondeuses

- Capture des particules
organiques présent dans le
gaz en proximité de 1’ceuf.
- Non-invasive

3.5

93

95

97

Temps /ceuf

Elevé>10 min*

Court~ 1 min

Elevé ~ 4h*

Elevé

Court~ 1 min*

Elevé*

La plupart des travaux précédemment décrits pour le sexage des ceufs utilisent des
techniques du domaine de 1’optique. Ceci implique des contraintes mécaniques liées a la
précision requise afin de viser 1’objective (dans 1’ceuf) avec un faisceau lumineux. Cette
précision dépend de la longueur d’onde utilisée. Plus la longueur d’onde est petite plus de
précision est requise. Nous avons donc classifié les techniques, numérotés dans le Tableau
2, en fonction de la longueur d’onde utilisée et en fonction du temps de mesure requis
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comme est montré dans la Figure 10. Dans ce graphe nous avons placé la spectroscopie RF
ayant une longueur d’onde d’une dizaine des millimétres ainsi qu’un temps trés court de
mesure (< 1 m). De plus, il s’agit d’une technique non-invasive.

Il est a noter que les techniques 3 et 5 n’utilisent pas de techniques optiques,
cependant il s’agit de techniques semi-invasives.

100 mm
Spectroscopie
RF
< 10mm @ Invasive
o
T° Semi-invasive
S 1mm o @ non-invasive
2 100 um o
=
-1}
c
9 10um
1pm
100 nm o
10s Im 5m >10m >1h

Temps de mesure

Figure 10 Classification des techniques de sexage en fonction de la longueur d’onde et le
temps de mesure

Parmi les techniques existantes pour le sexage des ceufs la plage de fréquences
RF (30 KHz - 60 GHz) n’a pas été utilisée. Cette plage de fréquences évite la contrainte
mécanique des techniques optiques et implique des codts de fabrication
considérablement plus bas.

Diverses études ont utilisé la spectroscopie RF pour I’analyse des ceufs destinés
a la consommation afin de déterminer leur fraicheur et leur contenue protéique entre
autres. Ces travaux sont decrits dans le paragraphe IV de ce chapitre.
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IV.TECHNIQUES EXISTANTES POUR
L'’ANALYSE RF DE LA QUALITE
DES (EUFS

Jusqu’a présent la spectroscopie RF n’a pas été utilisé pour le sexage des ceufs.
En revanche diverses études ont ete faites en utilisant les ondes RF pour déterminer la
qualité des ceufs destinés a la consommation.

Afin de mieux comprendre les enjeux techniques impliqués dans 1’analyse RF
des ceufs nous allons décrire, dans un premier temps et de fagon concise qu’est-ce que
la spectroscopie RF ainsi que la fagon de quantifier la qualité des ceufs dans 1’industrie
agroalimentaire.

IV.1. SPECTROSCOPIE DIELECTRIQUE
RADIOFREQUENCE

La spectroscopie diélectrique radiofréquences est une technique non-invasive
qui permet de mesurer les propriétés diélectriques d’un matériau a I’état liquide, solide,
ou gazeux. La technique consiste a envoyer une onde électromagnétique dans la plage
de fréquences RF (allant de 30KHz a 60 GHz) vers le matériau a analyser (voir Figure
11). L’onde propagée a travers le matériau (onde transmise) ainsi que 1’onde réfléchie
par le matériau sont modifiées en amplitude et en phase en fonction des propriétés
diélectriques du matériau définies par sa constante diélectrique ou permittivité €. Les
propriétés di¢lectriques d’un matériau dépendent de sa composition biochimique et de
ses caractéristiques physiques

Onde Onde
Réfléchie Transmisse
Onde > < >
incidente <( >>
8*

Figure 11 schéma de spectroscopie diélectrique RF
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Les propriétés diélectriques des matériaux sont représentées par sa permittivité
complexe ¢* = &' — je" dont la partie réelle (¢") représente la capacité du matériel de
stocker 1’énergie électromagnétique et la partiec imaginaire (e'") représente les pertes
de cette énergie en forme de chaleur.

La spectroscopie RF a été utilisée dans de nombreux contextes applicatifs tels
que la mesure d’humidité du sol ou la détection de canalisation de par sa forte
sensibilité a I’eau (Kupfer 2006), ou encore pour Vérifier la qualité de matériaux dans
I’agriculture, la nourriture et autres.

IV.2. INDICES DE QUALITE DES GEUFS

Dans I’industrie agro-alimentaire, ¢’est une nécessité de déterminer de
facon précise la qualité des ceufs de consommation, donc non fertilisés, pendant leur
stockage. Des indices de qualité biologiques et physiques existent pour quantifier la
fraicheur et la richesse protéique des ceufs telles que :

- Humidité, ou teneur en eau d’un ceuf comme un indice de fraicheur de
I’ceuf.

- Temps de stockage, lié directement a la teneur en eau et donc a la fraicheur
de I’ceuf.

- Air cell heigh : la hauteur de la poche d’air est aussi un indice de qualité
de I’ceuf, associé a la fraicheur et aux temps de stockage de 1’ceuf. Elle est
mesurée comme est indiqué sur la Figure 12a.

- Haugh Unit (HU) : en francais « Unité de Haugh », basé sur 1’épaisseur de
I’albumen d’un ceuf cassé et mis sur une surface plane, qui se situe autour
du jaune (Haugh 1937), voir Figure 12b. C’est un indicateur de la viscosité
du blanc.

- Yolk Index (Y1) : en frangais « Indice de Jaune », c’est le rapport entre la
hauteur et le diamétre du jaune d’un ceuf cassé et mis sur une surface plane
(Funk 1948). C’est un indicateur de la richesse protéique du jaune.

Pendant le temps de stockage, les ceufs subissent des changements
physiologiques, tels que la ligquéfaction du blanc, 1’augmentation du pH,
I’aplanissement du jaune et ’accroissement de la poche d’air (E. Li-Chan 1989).
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Figure 12 : Méthode de mesure de la taille de la poche d’ air et de I'épaisseur du blanc
"Haugh Unit" (L. Ragni et al. 2007)

IV.3. ANALYSES RF INVASIVES

Des études préliminaires ont été menées afin d’étudier les propriétes
diélectriques du jaune et de 1’albumen, pour déterminer des indices de qualité des ceufs
indicateurs de la fraicheur, et du contenu protéique. Il s’agit des méthodes invasives
qui impliquent I’ouverture de I’ceuf.

Les chercheurs du département d’agriculture aux Etats-Unis ont mesuré les
propriétés diélectriques du jaune et de I’albumen d’ceufs stockés pendant 5 semaines.
Parallélement des indices de qualités des ceufs ont été mesurés avec des procedures
mécaniques et biochimiques (Trabelsi et al. 2007).

Pour les mesures diélectriques, une ligne coaxiale a circuit ouvert a été utilisée
dans la plage de fréquences de 10 MHz a 1800 MHz. Chaque ceuf a été cassé et ouvert
dans une surface plane pour mesurer les indices Y1 et HU au préalable. Ensuite le jaune
et le blanc ont été séparés pour les mesures RF.

Les résultats obtenus montrent en général que la permittivité diminue en
fonction de la fréquence pour le jaune et le blanc. De plus la valeur mesurée est
supérieure pour le blanc. Ceci est di au fait que la teneur en eau dans le blanc est
supérieure a celle du jaune. De plus, la partie réelle de la permittivité du jaune et du
blanc présentent une bonne corrélation avec les valeurs des taux d’humidité.
Cependant le facteur de pertes (¢’”) reste peu sensible. Pour les indices HU et YI la
partie réelle de la permittivité semble légérement sensible alors que la partie
imaginaire (pertes diélectriques) reste peu sensible.
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Une étude similaire a été faite par (Luigi Ragni et al. 2007) afin de mesurer les
propriétés diélectriques du jaune et du blanc des ceufs en stockage destinés a la
consommation. Pour cela, chaque ceufa été cassé et le jaune et le blanc ont été séparés.
Des mesures d’indices de qualité tels que le ph, I’humidité, HU, Y|, entre autres, ont
éte faites. Ensuite, des mesures RF ont été réalisées avec une sonde coaxiale en circuit
ouvert dans la plage de fréquences de 20 a 1800 MHz. Les liquides de I’ceuf ont été
mesuré a différents jours de stockage, et des coefficients de corrélation ont été calculés
entre les propriétés diélectriques mesurées et les indices de qualité de 1’ceuf.

Les résultats obtenus montrent une bonne corrélation entre le temps de
stockage et les propriétés diélectriques de I’albumen (R? = 0.98) a 20 MHz tandis que
le jaune présente une augmentation continue et significative de la permittivité (de
I’ordre du 20%) a 400 MHz pour la partie réelle et 4 20 MHz pour la partie imaginaire
en fonction du temps de stockage. Ils ont obtenu un coefficient de corrélation entre la
constante diélectrique du jaune et la teneur en eau (humidité) de R? = 0.965 a 20MHz
et R = 0.95 a 1800 MHz. Nous pouvons attribuer ce résultat a la forte sensibilité des
RF a la teneur en eau surtout aux bases fréquences pour lesquelles la permittivité de
I’eau est trés €levée. De plus, des échanges d’eau entre le blanc et le jaune ont lieu
pendant la période de stockage. Cependant ces explications n’ont pas été évoqué dans
ce travail.

Ces études montrent que la spectroscopie RF peut étre utilisée comme
technique de mesure des indices de qualité des ceufs propres a la consommation. Ces
études restent néanmoins limitées car elles sont réalisées de facon invasive. De plus,
il serait intéressant de pouvoir mieux comprendre ce qui est a l’origine des
modifications des propriétés diélectriques et de les corréler & des changements de
composition chimique ou autres transformations au cours du stockage.

La procédure invasive de casser 1’ceuf pour mesurer ses liquides constitutifs
n’est donc pas envisageable pour une exploitation économique et donc une solution
non invasive doit étre étudiée.

IV.4. ANALYSES RF NON-INVASIVES

Utilisation d’une sonde coaxiale terminée par un circuit ouvert

Les chercheurs de 1’Université de Bologne ont fait 3 travaux différents pour
mesurer de fagcon non-invasive les indices de qualité des ceufs en utilisant différentes
techniques RF dans différentes bandes de fréquences.
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En 2007, ils ont utilisé une sonde coaxiale a circuit ouvert, pour mesurer les
propriétés diélectriques des ceufs, dans la bande de fréquences entre 10 MHz et 1800
MHz en posant la sonde coaxiale sur la coquille de I’ceuf (L. Ragni et al. 2007). Trois
différentes zones de 1’ceuf ont été mesurées, comme illustré dans la Figure 13.
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Figure 13 : Systeme de mesures RF par sonde coaxiale d’ceufs (L. Ragni et al.
2007)

Les constantes dielectriques mesurées ont été corrélés par <<Partial Least
Squares regression>> (PLS) aux différents indices de qualités, lesquelles ont été
mesurés de facon destructive apres mesures RF. Les coefficients de corrélation
obtenus sont respectivement de 0.92 et 0.98 pour la hauteur de la poche d’air et I’age
de stockage dans la bande de 300-700 MHz, tandis que pour les autres indices de
qualité, les coefficients calculés sont respectivement de 0.7 et 0.6 pour HU et Y1 dans
les bandes 10-700 MHz et 10-300 MHz.

Utilisation d’une capacité a 2 plaques paralléles

Un systeme différent a été utilisé pour la mesure RF d’ceufs (Luigi Ragni,
Berardinelli, et Guarnieri 2008). Dans cette procédure, I’ceuf est placé au milieu de
deux plaques paralléles capacitives (comme sur la Figure 14), connectées a un circuit
différentiel qui permet de mesurer la différence d’amplitude et de phase des deux
entrées, dans une bande de fréquences allant de 50 a 500 MHz. Des corrélations ont
été faites entre le spectre mesuré et des indices de qualités des ceufs a différents jours
de stockage en utilisant des modeéles statistiques comme PLS (partial least square).
Des coefficients de corrélation de R? =0.99 pour le temps de stockage est obtenue, de
R? =0.8 pour la taille de la poche d’air (air cell height), et une corrélation faible de R?

<0.68 pour Y1 et HU.
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Figure 14 : schéma du systéeme de mesure RF capacitive d’ceufs (Luigi Ragni,
Berardinelli, et Guarnieri 2008)

Utilisation d’un guide d’onde rectangulaire

Dans une autre étude, un guide d’onde rectangulaire a été utilisé comme
systeme de mesure non-invasif d’ceufs (comme indiqué sur la Figure 15), dans une
plage de fréquences entre 0.01 et 22 GHz (Luigi Ragni, Cevoli, et Berardinelli 2010).
L’ceuf est introduit dans le guide d’onde et deux antennes (transmission et réception)
sont introduites de chaque c6té de 1’ceuf dans le guide d’onde. Le signal recu est ensuite
envoyé a un ordinateur pour traiter les données afin de corréler les spectres obtenus
avec des indices de qualité des ceufs. Une forte corrélation a été obtenue entre 10.5
GHz et 11.5 GHz pour la taille de la poche d’air R? =0.92, et R =0.85 et R? =0.9 pour
HU et Y1 respectivement.
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Figure 15 : schéma du systéme de mesure RF par guide d’onde rectangulaire d’ceufs
(Luigi Ragni, Cevoli, et Berardinelli 2010)

Synthése des techniques non-invasives pour ’analyse RF des ceufs

Le Tableau 3 résume les techniques, précédemment décrites, en fonction du
capteur utilisé pour la mesure RF des ceufs, ainsi que les coefficients de corrélation

(R?) obtenus pour les différents indices de qualité des ceufs et la gamme de fréquence
utilisée.

Sonde / capteur Indice de qualité R? Gamme de fréquences
Temps de stockage 0.98 300-700 MHz
Sonde coaxial a Taille poche d’Air 0.92 300-700 MHz
circuit ouvert HU 0.7 10-700 MHz
Yl 0.6 10-300 MHz
Temps de stockage 0.99 50-500Mz
Plaques paralléles | Taille poche d’Air 0.82 50-500 MHz
HU 0.7 440-490 MHz
Yl 0.6 440-490 MHz
Taille poche d’Air 0.92
Guide d’onde HU 0.85 10.5-11.5 GHz
Yi 0.9

Tableau 3 Résumé des techniques de spectroscopie RF des ceufs
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Nous avons alors analyseé les coefficients de corrélations des indices de qualité
des ceufs obtenus dans les différents travaux exposés, en fonction des gammes de
fréquences utilisées (cf. Figure 16). Nous pouvons observer qu’a basse fréquence il y
a une bonne corrélation pour le temps de stockage et la taille de la poche d’air. En effet
ces deux indices sont liés a la teneur en eau d’un ceuf présentant alors une forte
sensibilité aux ondes RF en basses fréquences. Les indices Y1 et HU présentent une
bonne corrélation aux fréquences plus hautes.
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Figure 16 : Résume des coefficients de corrélation en fonction de la fréquence pour
différents indices de qualité des ceufs obtenus dans les différents travaux mentionnés
dans 1V.4 du chapitre 1.

Par ailleurs, nous constatons dans les travaux décrits précédemment,
I’utilisation de capteurs classiques, que I’on trouve dans le marché, et qui n’ont pas été
congus spécialement pour la mesure des ceufs. En conséquence, nous proposons
d’utiliser la spectroscopie RF pour I’analyse des ceufs en concevant des capteurs dédiés
spécifiquement a la mesure des ceufs, dans une plage de fréquences assez élevée (GHz)
pour atteindre I’intérieur de 1’ceuf avec les ondes RF.

Nous allons ensuite analyser les enjeux techniques pour le sexage des ceufs
ainsi que les atouts de la spectroscopie RF pour 1’analyse des entités biologiques, qui
nous permettent de proposer |’utilisation de cette technique pour le sexage des ceufs.
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V. SPECTROSCOPIE RF POUR LE

SEXAGE DES CEUFS

Criteres recherche de la solution technique de sexage d’ceufs

Des criteres ont été établis pour décrire une méthode idéale de sexage des
embryons des poules pondeuses (Kaleta et Redmann 2008). Ces critéres peuvent étre
interpolés aux sexage des ceufs de canards, dont la technique de sexage proposé doit
au moins satisfaire dans I’idéal les points suivants :

1.

La méthode doit étre appliquée avant incubation, ou bien dans des
stades précoces d’incubation.

La méthode ne doit pas affecter la coquille ou I’intérieur de 1’ceuf.

La technique appliquée ne doit pas affecter négativement le
développement embryonnaire.

Le colt des équipements nécessaires doit étre suffisamment faible pour
étre économiquement rentable.

La méthode doit étre appliquée a un grand nombre d’ceufs (application
a grande échelle).

Le temps de mesure de I’ceuf doit €tre court.

La méthode appliquée doit étre acceptable du point de vue bien-étre
animal.

Positionnement de la spectroscopie RF pour le sexage précoce d’ceufs

Si I’on considere les travaux précédemment cités, la spectroscopie diélectrique
RF offre des potentialités intéressantes.

1. Cette technique, a la différence des techniques optiques envisagées pour le
sexage des ceufs, montre que la coquille de 1’ceuf ne représente pas une
barriére aux ondes RF. De ce fait, cette technique pourrait constituer une
solution non-invasive car il est possible de rayonner les ondes a I’intérieur
de I’ceuf sans nécessairement ouvrir la coquille.

2. Les champs applicatifs de la spectroscopie RF sont divers, elle est
particulierement trés pertinente pour 1’analyse des entités biologiques. Par
exemple, elle a été utilisé pour la mesure de I’humidité du sol, d0 & sa forte
sensibilité au contenu d’eau (Kupfer 2006), aussi que pour la détection de
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charbon dans des conduits, ou encore pour analyser des entités biologiques
tels que tissus et cellules en suspension (Schwan 1994; Stuchly et al. 1982).
Plus récemment, cette technique a été développée pour I’étude de molécules
et cellules biologiques grace a leurs propriétés diélectriques dans la plage
de fréquences RF, en utilisant des dispositifs microfluidiques pour des
applications biomédicales (Ning et al. 2014; Zedek, Dubuc, et Grenier
2017).

3. La spectroscopie RF a aussi été utilisé dans le domaine agro-alimentaire
dont des travaux ont été menés pour mesurer la qualité et la fraicheur de
divers aliments de consommation tels que des fruits, Iégumes, céréales, ainsi
que de la viande de porc (Nelson, Guo, et Trabelsi 2008; Reyes et al. 2018;
Nelson et al. 2007; Redzwan et al. 2018; Ates, Ozen, et Carlak 2017; Nelson
et al. 1999; Ji et al. 2010). En outre, diverses applications dans I’agriculture
sont décrites dans Brodie, Jacob, et Farrell 2016, comme par exemple
I’évaluation de qualité du bois, du sol, ainsi que I’utilisation des ondes RF
pour le séchage des récoltes (fruits et légumes) et du bois, grace aux
molécules polaires de 1’eau (Manickavasagan, Jayas, et White 2006; Setiady
et al. 2009).

4. Le colt des équipements RF est en forte diminution, en raison du fort
développement des applications grand public de transmission de données
sans fil. Le colt ne devient donc plus un inconvénient et donc une
application a grande échelle est économiquement envisageable.

5. 1l s’agit d’une technique rapide dont le temps exposition aux ondes RF de
I’entité a mesurer est trés courte (de I’ordre des millisecondes) et donc
envisageable dans une application a grande échelle comme le sexage des
ceufs sans perturber le processus d’incubation.

En conséquence dans ce travail de thése, nous proposons I’utilisation de la
spectroscopie RF pour déterminer le sexe d’un embryon a I’intérieur d’un ceuf. Le
principe de fonctionnement de la méthode proposée consiste a rayonner des ondes
dans le spectre RF (dans un premier temps entre 0.1 et 10 GHz) a I’intérieur d’un ceuf
et de mesurer ainsi 1’énergie réfléchie et transmise dans 1’ccuf. Une onde
électromagnétique est caractérisée par son amplitude (ou module) et sa phase ; tous
deux étant dépendants du milieu de propagation. Dans ce cas, ce signal
électromagnétique est modifié en amplitude et en phase aux contact de 1I’ceuf, dd aux
propriétés biochimiques et physiques du contenu de I’ceuf.

L’objectif est ici de trouver une signature dans le spectre du signal réfléchi, du
signal transmis, ou bien d’un mélange des deux signaux, qui permettrait de différencier
un ceuf contenant un embryon male d’un ceuf contenant un embryon femelle.



Le systéeme de spectroscopie RF proposé pour le sexage des ceufs est présenté
dans la Figure 17, et il est composé par :

1. Un systéme d’illumination RF composé de 2 capteurs ; dédiés spécifiquement
aux mesures des ceufs, permettant d’envoyer les ondes vers 1’ceuf et de mesurer
les ondes réfléchies et transmises.

2. Un Analyseur de Réseau Vectoriel (ARV) ; utilisé pour mesurer le coefficient
de transmission et de réflexion des capteurs en contact avec 1’ceuf, dans un
spectre large en fréquences (0.1 - 10GHz).

3. Un module de calcul sur ordinateur ; nécessaire pour traiter les différents
spectres d’ceufs, ainsi que la classification selon le sexe de I’embryon contenu
dans I’ceuf mesuré, par 1’utilisation d’algorithmes basés sur des méthodes
statistiques (par exemple sur les réseaux de neurones).

2. ARV 3. Module de calcul
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Figure 17 : schéma du systéme de spectroscopie RF d’un ceuf proposé
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Hypotheése sur le sexage des ceufs

L’hypothése initialement émise est qu’il existerait des différences
physiologiques ou biochimiques entre un ceuf contenant un embryon male et un ceuf
contenant un embryon femelle. Ces différences seraient détectées a partir de propriétés
diélectriques des ceufs en utilisant la spectroscopie RF aux stades précoces du
développement embryonnaire.

Méthode de recherche

Dans un premier temps, nous allons étudier les propriétés diélectriques des
différents liquides d’un ceuf. Le but est de trouver une source, a I’intérieur de 1’ceuf,
contenant I’information qui permettrait de différencier un ceuf male d’un ceuf femelle
par spectroscopie RF. L’hypothése étant ici qu’il existerait une différence de contenu
biochimique dans les constituants d’un ceuf permettant de différencier un ceuf male
d’un ceuf femelle. Pour cela un dispositif de spectroscopie RF de liquides a été congu
(Jaque Gonzalez et al. 2019).

La deuxieme phase de ce travail de these a été dédié a la conception d’un
systeme non invasif de spectroscopie RF nous permettant d’analyser par spectroscopie
RF la zone d’intérét dans 1’ceuf. Pour cela des capteurs RF nous permettant d’envoyer
les ondes dans 1’ceuf ont été congus.
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VI. CONCLUSIONS

Dans ce chapitre, nous avons exposé les enjeux sociétaux du bien-&tre animal
et les enjeux économiques associés a la problématique de sexage précoce d’ceufs, qui
ont motivé ce travail de these. Nous avons pour cela présenté 1’évolution des
différentes structures de 1’ceuf au cours du développement embryonnaire chez la poule,
largement documenté, et enfin nous avons fait un descriptif des principaux stades du
développement du canard mulard, espéce aviaire étudiée dans cette these.

L’¢tat de I’art concernant les techniques existantes de sexage des ceufs, a été
aussi exposé. Dans la plupart des cas, il s’agit de méthodes invasives, qui peuvent avoir
des effets négatifs dans le développement de 1’embryon. Une solution non-invasive
existe mais a un stade tres avancé de développement embryonnaire, constituant ainsi
une solution non acceptable du point de vue bien-étre animal. Parmi les techniques
envisagées, aucune ne fait mention de la spectroscopie diélectrique radiofréquences.
Or cette technique a déja montré des potentialités intéressantes pour mesurer la qualité
d’ceufs dédiés a la consommation. Cet état de I’art nous a donc permis de positionner
notre proposition de technique de sexage in-ovo par spectroscopie diélectrique
radiofréquences. Il s’agit d’une méthode non invasive, nécessitant un temps trés court
de mesure et des capteurs spécialement concus pour la mesure d’ceufs, avec une
fréquence suffisamment haute pour que les ondes électromagnétiques puissent passer
la coquille et pénétrer dans 1’ceuf.

La pertinence de cette technique réside sur une hypothese, a savoir qu’il
existerait une différence physiologique, ou biochimique entre un ceuf contenant un
embryon male et un ceuf contenant un embryon femelle, qui pourrait se traduire par
des propriétés diélectriques différentes des ceufs. Ceci constitue 2 voies de recherche :

- L’une concerne 1’étude des différents constituants de 1’ceuf par spectroscopie
RF a différents stades de développement embryonnaire, afin de trouver une source
contenant I’information qui permet de différencier un embryon male d’un embryon
femelle a I’intérieur d’un ceuf.

- L’autre correspond au développement d’une instrumentation de spectroscopie RF
dédiée au sexage précoce et non invasif d’ceufs. Les méthodes utilisées, les dispositifs
congus et les résultats obtenues pour ces deux axes, sont exposés dans les Chapitres 2
et 3 respectivement.
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CHAPITRE 2:
INSTRUMENTATION RF POUR
L'’ANALYSE RF DE LIQUIDES
EX-OVO
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I. INTRODUCTION

Afin de trouver une source biochimique qui permettrait de différencier un ceuf
contenant un embryon male d’un ceuf contenant un embryon femelle, il nous est paru
nécessaire d’avoir une instrumentation RF dédiée a I’analyse de liquides présentant un
volume de quelques millilitres, comme c’est le cas pour les ceufs. Ainsi, ce second
chapitre de la thése est dédié au développement d’une telle instrumentation RF. Pour
cela un dispositif de spectroscopie RF de liquides a été congu, permettant de mesurer
les caractéristiques hautes fréquences de ces liquides, jusqu’a I’extraction de leurs
propriétés diélectriques. Ce dispositif est ensuite exploité dans 1’étude des différents
liquides d’ceuf dans la plage de fréquences radio.

Ainsi, dans ce deuxiéme chapitre, nous ferons d’abord un point sur d’une part
1’étude des liquides constitutifs des ceufs et d’autre part les dispositifs de spectroscopie
RF existants pour 1’analyse de liquides. Puis nous aborderons certains concepts
théoriques de radiofréquences, nécessaires afin d’appréhender les techniques utilisées
dans cette étude.

Nous decrirons dans un second temps le dispositif de spectroscopie RF
millifluidique congu pour 1’étude de liquides des ceufs, ainsi que les tests de validation
effectués. Deux versions du dispositif seront décrites (V1 et V2), elles résultent d’un
processus d’optimisation afin d’augmenter la sensibilité.

Enfin, nous exposerons les résultats des différentes campagnes de mesures de
liquides d’ceufs. Une analyse des résultats obtenus sera faite et nous donnerons les
perspectives de cette étude, d’une part sur 1’étude des liquides et d’autre part sur la
conception du dispositif de spectroscopie RF millifluidique.
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II. MOTIVATION

II.1. POINT SUR L'ETUDE PAR ANALYSE RF DES
LIQUIDES CONSTITUTIFS DES (EUFS

Dans le paragraphe IV du Chapitre 1, nous avons évoqué deux travaux qui
portaient sur I’étude des propriétés di¢lectriques des liquides d’ceufs de consommation
stockés. L’objectif de ces travaux était de déterminer leur indice de qualité tels que
leur fraicheur, le temps de stockage ainsi que le contenu protéique (Trabelsi et al. 2007;
Luigi Ragni et al. 2007). Les résultats obtenus dans ces travaux ont permis de mettre
en avant les potentialités des techniques RF pour 1’étude des propriétés biochimiques
des liquides des ceufs. La constante diélectrique mesurée montre une forte sensibilité
a la teneur en eau du jaune et du blanc, permettant d’évaluer la fraicheur d’un ceuf.
Concernant I’analyse des indices liés au contenu protéique des ceufs tels que 1’indice
de jaune et la hauteur du blanc, les résultats obtenus ont montré une sensibilité faible.
Il est important de noter que ces études ont été faites en utilisant des sondes coaxiales
classiques que 1’on trouve dans le marché et qui ne sont donc pas adaptées
spécifiquement a la mesure des liquides de 1’ceuf.

Une autre étude a été aussi évoquée dans le paragraphe 1l1.1 du Chapitre 1,
dans laquelle il a ét¢ montré qu’il est possible de discriminer un ceuf male d’un ceuf
femelle chez la poule au 10éme jour d’incubation a partir de la concentration
d’hormones, notamment du sulfate d’estrone présent dans le liquide allantoique
(Weissmann et al. 2013). Cependant cette différence de I’ordre de 0.6 ng/ml étant trés
faible, elle parait difficilement détectable avec un dispositif RF, qui ne permet pas de
voir des traces d’un composé chimique.

Une autre étude a montré que les concentrations en testostérone,
androstenedione, progestérone, cestradiol, dihydrotestostérone et glucose dans le jaune
des ceufs de poule avant incubation n’étaient pas significativement différentes selon le
sexe de I’embryon développé (Aslam et al. 2013). L’hypothése reposait sur le fait que
les hormones dans le jaune (vitellus) auraient une influence dans la ségrégation des
chromosomes sexuels dans la premiére division méiotique des ceufs (Petrie et al.
2001), hypothese testée avec des ceufs de paon. Par ailleurs dans une autre étude, la
concentration en cestradiol dans les ceufs de cailles a été trouvée significativement
supérieure dans la coquille des femelles au 15°™ jour d’incubation. Ce résultat
révelerait un possible passage des hormones depuis I’intérieur de I’ceuf vers la coquille
(Qasimi et al. 2018).
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Ces études nous permettent d’émettre 1’hypothése qu’il est possible de trouver
des différences biochimiques dans les liquides constituants les ceufs selon le sexe de
I’embryon. De plus, ces différences pourraient étre détectées par des ondes RF. Pour
cela il est nécessaire de concevoir un dispositif RF dédié a la mesure des liquides des
ceufs. Nous allons donc dans le paragraphe suivant étudier des dispositifs de
spectroscopie RF des liquides, existants.

II.2. ETAT DE L'ART SUR LES DISPOSITIFS DE
SPECTROSCOPIE RF POUR L’'ANALYSE DE
FLUIDES

Le principe d’un dispositif de spectroscopie RF fluidique est de faire interagir
une onde ¢lectromagnétique avec un fluide. Cette interaction va modifier I’onde en
amplitude et en phase du fait des propriétés diélectriques du liquide. Pour cela il est
nécessaire que le dispositif intégre une ligne de transmission permettant de propager
une onde ainsi qu’une structure fluidique qui facilite I’interaction entre un liquide et
I’onde propagée. Différentes méthodes mathématiques permettent d’extraire la
permittivité du liquide a partir des signaux électromagnétiques mesurés.

Un dispositif micro-fluidique pour 1’analyse des solutions biologiques telles
que I’hémoglobine, I’ADN, et I’E. coli a été congu en utilisant des guides d’onde
coplanaires avec des dimensions micro-métriques entre 40 MHz et 26.5 GHz (Facer,
Notterman, et Sohn 2001). La permittivité a été extraite en basse fréquences (f<100
MHz) a partir de I’impédance mesurée. Pour des fréquences supérieures a 100MHz,
les parametres S (coefficients de réflexion et de transmission) ont été analysés pour
différents liquides, sans en extraire la permittivité mais en faisant une analyse
comparative avec un liquide de référence. La structure micro-fluidique utilisée n’est
pas décrite.

Un autre dispositif de spectroscopie micro-fluidique a été réalisé par Grenier
et al. 2009. Celui-ci est composé d’un guide d’onde coplanaire avec un canal micro-
fluidique dédi¢ a I’étude des solutions biologiques. Le canal fluidique fabriqué en
polydiméthylsiloxane (PDMS) a un volume inférieur a 3 L et est placé au-dessus des
guides d’ondes (cf. Figure 18). Les lignes coplanaires ont une longueur totale de 3 mm
et le substrat utilisé est du quartz. La permittivité relative complexe des solutions
modeles a été¢ mesurée pour 1’éthanol pure et I’eau deionisée (DI) avec des écart-types
de 3 et 1.7% respectivement a 25 GHz. Une procédure de calibrage a été mise en place
afin d’extraire la permittivité du liquide en éliminant les effets des différentes parties
du dispositif qui interagissent (et modifient) le signal propagé. Une procédure
mathématique a été utilisée pour extraire la permittivité du liquide a partir des
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paramétres « S » mesurés. Les mesures s’effectuent avec un analyseur de réseau
vectoriel (ARV). La technologie initiale a été modifiée pour augmenter la répétabilité
et la sensibilité des mesures en utilisant des murs fluidiques en SU8 et un cap6t en
PDMS (Artis 2014). Ce type de structure a permis de mesurer différents liquides, que
ce soit des alcools, des solutions aqueuses de molécules ou des suspensions cellulaires
ou de nanoparticules.

Fluidic channel

Figure 18 schéma du dispositif (a gauche) et photo du méme dispositif (a droite) (Grenier
et al. 2009)

En utilisant le méme principe de fabrication, a été congu un dispositif micro-
fluidique permettant d’extraire la permittivité complexe des solutions biologiques et
des réactifs chimiques dans la bande de fréquence de 40MHz a 45GHz (Booth et al.
2010). Le dispositif est composé d’un canal fluidique fabriqué en PDMS qui permet
de placer le liquide sur des lignes coplanaires en utilisant aussi le quartz comme
substrat. Des méthodes de calibrage ont également été mises en place pour pouvoir
extraire la permittivité complexe du liquide en mesurant différentes lignes sans et avec
PDMS ; ces structures étant intégrées dans la méme puce (Figure 19). Des tests pour
valider le dispositif ont été faits en utilisant le méthanol comme liquide modele.

Top View Cross-Section

Reservoir. PDMS
PDMS _imi- —
u
L3 PDMS
=z Channel = L2
L2

——— ——
L

(a) (b)

Figure 19 schéma du dispositif (a) vu de dessus (b) coupe transversale (c) photo du
dispositif (Booth et al. 2010)
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Une nouvelle méthode hybride pour caractériser des nano-liquides considere
d’abord le calcul des permittivités du matériel SUS utilisé pour la fabrication du canal
fluidique (Liu et al. 2017). Cette méthode impligue seulement la mesure de la structure
sans liquide, et ne nécessite pas de mesures des structures supplémentaires pour
calibrage. Pour extraire la permittivité de liquides 3 algorithmes différents ont été mis
en place. Afin de la valider, de 1’eau déionisée (DI) a température ambiante a été
utilisée.

Ces dispositifs présentés requierent un processus de fabrication complexe
(micro-fabrication) en salle blanche. Cette contrainte est nécessaire si on veut
caracteriser des liquides qui se présentent en faible quantité (micro ou nano litres). Or
dans I’ceuf les liquides se présentent avec des volumes bien plus élevés (milli-litres),
particuliérement le jaune et le blanc qui sont par ailleurs des liquides trés visqueux et
collants. En conséquence il est nécessaire de développer un dispositif adapté aux
liquides de I’ceuf.

Un dispositif micro-fluidique (180 pL) permet d’identifier des solutions
d’éthanol par rapport a de 1I’eau DI a différentes concentrations a partir de leur réponse
en fréquence. Il est composé de résonateurs en anneau a coupure capacitive, fabriqués
en technologie micro ruban (Veélez et al. 2017) avec un substrat en FR4. La méthode
consiste en 1’analyse différentielle de deux liquides (dont 1’un, ici ’eau, est utilisée
comme liquide de référence) en utilisant deux canaux fluidiques. Ces canaux sont
fabriqgués en PDMS et placés sur les résonateurs qui concentrent 1’énergie
électromagnétique (cf. Figure 20). Les parameétres S sont mesurés en transmission (Sz1)
en fonction de la fréquence (entre 0.8 et 1GHz). La deuxiéme fréquence de résonance
présente une forte sensibilité aux différentes concentrations d’éthanol.

Figure 20 photo du dispositif microfluidique différentiel (Vélez et al. 2017)

Ce dispositif ne demande pas de procédures complexes de micro-fabrication ;
autant pour la fabrication de canaux fluidiques que pour le circuit imprimé. De plus
les canaux fluidiques présentent un volume plus élevé de I’ordre de 0.2 ml. Il s’agit
donc d’une technique plus accessible en termes de cotits de fabrication et de matériaux.
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En nous basant sur ces travaux, nous nous sommes intéressés a développer un
nouveau dispositif millifluidique, adapté a 1’analyse diélectrique hyperfréquence des
liquides constitutifs des ceufs.

III. DEVELOPPEMENT DE
L'INSTRUMENTATION RF
DEDIEE A LA
CARACTERISATION DE
LIQUIDES D'OEUFS

III.1. PERMITTIVITE ET CONSTANTE DE
PROPAGATION

La caractérisation diélectrique d’un matériau est réalisée en mesurant sa
permittivité relative complexe (ou constante diélectrique) &;. Elle est définie par
rapport au vide g, et varie en fonction de la fréquence du champ électromagnétique
appliqué (Faucheron 1970).

J— — ! L i
— =& =& — )&

Ou la partie réelle (&) représente la capacité d’un matériau a stocker 1’énergie
électromagnétique et la partie imaginaire représente les pertes dans le matériau sous
forme de chaleur (Pozar 2006). Les matériaux utilisés en RF sont souvent caractérisés
par la partie réelle de la permittivité relative e, = .6, et la tangente de
pertes (tan(8) = &'’ /&"). Lamesure des valeurs ;. et &, donnent une information sur
la composition structurelle du matériau ; elle est donc trés utile pour la caractérisation
des matériaux.

Ces propriétés dielectriques interviennent dans la constante de propagation
complexe d’une onde, qui est définie par :

y=a+jp

Ou a est la constante d’atténuation (Np/m) et B est la constante de phase
(rad/m). Pour une ligne parfaite sans pertes dans le conducteur (@ =~ 0), la constante
de propagation est définie comme :
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Yy=JjB=] 5 =

2nf  2nf\fef
Cc
La constante de propagation est une fonction de la fréquence (f), et de la vitesse
de propagation de 1’onde (v), qui elle-méme dépend de la permittivité complexe
relative du milieu de propagation.

II1I.2. CONCEPTION DU DISPOSITIF RF

Nous avons choisi de concevoir un dispositif millifluidique RF, qui soit adapté
aux liquides des ceufs. Nous avons choisi pour cela la technologie des guides d’onde
coplanaires, imprimés sur un substrat de type FR4 avec des dimensions millimétriques
(donc sans besoin de micro-fabrication) ainsi que celle du PDMS pour les canaux
fluidiques. Pour extraire la permittivité du liquide nous avons utilisé la technique de
Bianco et Parodi (expliqué ci-dessous) permettant de calculer la constante de
propagation d’une onde propagée par deux lignes de transmission électriqguement
identiques avec des longueurs différentes, dans la gamme de fréquence de 0.1 MHz a
4GHz.

II1.2.1. Rappel sur le guide d’'onde coplanaire

Pour la caractérisation RF des liquides, nous avons utilisé des guides d’ondes
coplanaires. Ceux-ci sont constitués d’un conducteur central placé entre deux plans de
masse métalliques (Simons 2004) sur un substrat de permittivité €. L’épaisseur de la
métallisation t, la largeur du conducteur central w, la largeur de la séparation avec le
plan de masse s et la hauteur du substrat h, sont indiquées sur la Figure 21. Ces
dimensions, ainsi que les matériaux utilises pour le substrat et la métallisation vont
déterminer I’impédance caractéristique Zc, et I’atténuation a de la ligne.

A
T
ey P

Substrate

Figure 21 schéma et paramétres dimensionnels d’une ligne coplanaire



L’onde électrique se propage le long de la ligne, au niveau des fentes
coplanaires, entre le conducteur et les plans de masse ainsi que dans ’air et dans le
substrat. Les lignes de champ électrique dans une ligne d’onde coplanaire sont
montrées dans Figure 22.

Figure 22 lignes du champ électrique dans la ligne coplanaire

La permittivité effective correspond a la moyenne des permittivités de
différents matériaux qui interagissent avec 1’onde propagée. Dans ce cas, la
permittivité effective e, est donnée par :

_ Esubstrat + Eair
Eefr = 2

La vitesse de I’onde qui se propage dans cette ligne coplanaire est donnée alors
par:

c

VEeff

Pour concevoir les lignes coplanaires, nous avons utilisé le logiciel « Tx-Line »
qui permet de calculer les dimensions d’un guide d’onde a partir des propriétés des
matériaux utilises.

v =

II1.2.2. Principe de fonctionnement du dispositif
d’analyse RF

Pour concevoir notre dispositif, nous nous sommes intéressés a la technique de
Bianco et Parodi.

III.2.2.1. Technique de Bianco et Parodi

Cette technique permet d’extraire la constante de propagation y d’une onde
qui se propage dans deux lignes de transmissions. Ces deux lignes ont les mémes
caractéristiques électriques dont une impédance caractéristique Z,, mais elle sont de
différentes longueurs (Bianco et Parodi 1976), comme représenté dans la Figure 23.
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Figure 23 schéma de lignes de transmission électriqguement identiques, avec différentes
longueurs, et avec les ports d'entrée et sortie

Les ports P, et P,, correspondent aux transitions entre les lignes de transmission et
I’instrument de mesure tel qu'un analyseur de réseau vectoriel (ARV). Les ports
incluent aussi des connecteurs, des cables, et tout éléement pouvant assurer la
connexion a I’ARV.

Les matrices de transfert (voir annexe VI1I.1) du systeme en cascade T; et T,
sont composées des matrices des lignes, T, et T, ainsi que par les matrices de ports
T, et Ty, comme suit :

T, = TeTLlTs
T, = TeleTs

En considérant les accés comme identiques (T, = T), symétriques (t;; = t;;)
et réciproques ( det(T) = ty1ty — ta1t12 = 1), nous obtenons aprés quelques
manipulations algébriques des produits T, T; * et T,T; ! :

TyT7t =TT, T, T, = TS T, Tp
TZT].—l = TelelelTe_l = Ts_llelleTz

En additionnant, les deux équations précédentes nous obtenons :

T\ Ty 4+ T, = T;l[Tllle + leTgl]Te

Du fait de la symétrie et de la réciprocité des matrices de transfert des lignes
Ty, (i = 1,2) et du systeme en cascade T; ({ = 1,2) nous savons que :

TL_ZlTLl = TL_llTLz



TL1TL_21 = TLZTL_11
T, =T, Tt

La matrice de transfert d’une ligne de transmission adaptée, de longueur [, est
donnée par :

_fe 0
t 0 e

Ou vy est la constante de propagation de I’onde propagée par la ligne.

Finalement, il est possible de déduire y, a partir des matrices de transfert T},
T, et de la différence des longueurs des lignes Al = [, — [; comme suit :

_ lcosh"l tr(Ty Ty + T,TT )
LAY 4

La technique de Bianco-Parodi, permet I’extraction de la constante de
propagation de deux lignes uniformes de mémes caractéristiques et de longueurs
différentes, en éliminant 1’effet des accés (connecteurs, cables, etc.).

Nous avons donc utilisé cette technique pour étudier les propriétés
diélectriques des liquides. Nous avons ainsi placé du liquide au milieu du systeme
décrit précédemment, en utilisant des canaux fluidiques de différentes longueurs. Cette
méthode nous a permis de calculer la constante de propagation du liquide (cf Figure
24).

T
Te 4( | J 97 T
T, |—C . %

2
Figure 24 Méthode de Bianco-Parodi appliqué a I'étude de liquides
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II1.2.3. Architecture du dispositif millifluidique

Les lignes de transmission ont été congues en utilisant des guides d’onde
coplanaires sur carte de circuit imprimé (PCB). Les matériaux utilisés dans les
différents composants du dispositif ainsi que ses dimensions et le systeme complet de
mesure sont décrits ci -dessous. Les tests effectués pour valider le dispositif et les
protocoles fluidiques établis sont décrits dans cette partie.

Dans la cadre de mes travaux de thése, deux versions du dispositif ont été
congues en utilisant ce méme principe. Dans un premier temps nous avons adapté une
carte PCB, contenant deux guides d’onde coplanaires (50 Q), congue précédemment
pour I’analyse différentielle des liquides. Nous avons modifi¢ cette carte afin
d’appliquer la technique de Bianco-Parodi pour calculer la permittivité des liquides.
Les premicres campagnes de mesures de liquides des ceufs ont été faites avec cette
version du dispositif (V1).

Dispositif RF - Version 1 (V1)

Le dispositif de spectroscopie RF millifluidique est composé de deux lignes
coplanaires électriqguement identiques (impédance caractéristique Zc=50 Q) et ayant
des longueurs différentes. Les dimensions de la carte PCB ainsi que la géométrie des
lignes coplanaires comme la largeur du conducteur (w), la taille de la coupure
capacitive (s) entre le conducteur et le plan de masse, la hauteur du substrat (h) et
I’épaisseur de la métallisation (t) sont montrées dans la Figure 25. Le substrat utilisé
dans la fabrication des lignes coplanaires est le RO4003 avec une permittivité relative
du &=3.38 et une faible constante de pertes tan(6) =0.0027. La métallisation est
composée d’une couche de cuivre de 18um d’épaisseur suivie de 4um de nickel et de
0.1 d’or. Les circuits ont été fabriqués par la société CIRLY.

e D >
o A3mm | N ﬁ ) T’; ﬁTs T J:
A P i T
h
- Substrate G
g 30 mm g
0 D E—— >
» 2
1 Ml h t w S
0,81 18 32 0,2
mm um mim mm
v
v

Figure 25 Dimensions des guides d’ondes coplanaires pour le dispositif RF V1
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Une lame de film sec de 18 um d’épaisseur est posée directement sur les lignes
coplanaires pour faciliter le nettoyage et eviter que des particules présentes dans les
liquides restent sur les lignes. Le film est laminé sur le PCB a une température de 65°C
et sous pression, dans la salle blanche du laboratoire LAAS-CNRS.

Dans un second temps deux blocs contenant chacun un canal fluididique, ont été
fabriqué en PDMS (polydiméthylsiloxane). Pour ceci le negatif de la structure a
d’abord été fabriqué en teflon avec une imprimante 3D a I’atelier mécanique du
LAAS-CNRS afin de créer un moule pour le PDMS. Les canaux fluidiques permettent
de confiner un volume de liquide donné sur les guides d’onde coplanaires, au centre
du dispositif. Les dimensions (en millimetres) des blocs PDMS et des cannaux

fluidiques sont montrés dans la Figure 26.

13
37
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| Block

/ PDMS Canal

[ Fluidique
L

Figure 26 Dimensions (en mm) des blocs PDMS et canaux fluidiques pour le dispositif RF
Vi

Les volumes de chaque canal fluidique sont indiqués dans le Tableau 4 ci-

chl 0.18
ch2 0.36

Tableau 4 volume des canaux fluidiques

dessous.

Enfin, deux structures fabriquées en Polyétheréthercétone (PEEK) sont posées

sur chaque bloc PDMS, facilitant 1’entrée et la sortie des liquides dans les canaux
fluidiques, en utilisant des embouts fluidiques, comme montré dans la Figure 27.
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Figure 27 photo (vue de dessus) du dispositif de spectroscopie millifluidique

Un support du dispositif fabriqué en acrylique est placé en dessous du PCB et
permet de visser une barre (également en acrylique) au-dessus du dispositif. Cette
barre permet d’exercer une pression sur les blocs PEEK et en conséquence sur les blocs
PDMS. Par cette pression, le liquide, contenu a 1’intérieur des canaux fluidiques, est
ainsi confiné sur les lignes coplanaires. Une bonne étanchéité des canaux fluidiques
est assuree.

Pour mesurer chague ligne avec un ARV, des connecteurs SMA ont été soudés
aux extrémités des lignes coplanaires.

I11.2.4. Systéme de mesure de 1¢© génération - Vi

Le banc complet de mesures, utilisé pour mesurer un liquide, et montré dans la
Figure 28, est composé par :

1. Le dispositif de spectroscopie RF millifluidique contenant le liquide a
mesurer,

2. Deux analyseurs de réseau vectoriel (ARV) a deux ports, configurés
identiquement, pour mesurer les parameétres S des lignes L, et L,
respectivement,

3. Un module de calcul permettant d’extraire la permittivité relative
complexe (&;) du liquide a partir des parametres S mesurés par les
ARVs.
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Les différentes etapes du module de calcul développe sur le logiciel MATLAB sont
représentées dans le schéma de la Figure 29. Tout d’abord les matrices [S] mesurées
pour chaque ligne du dispositif avec les ARV sont converties dans leur matrice de
transfert [T] respective. Dans un deuxiéme temps, en utilisant la technique de Bianco
et Parodi, la constante de propagation y de I’onde propagée par le liquide est calculée
a partir des matrices T.

Finalement la permittivité relative effective complexe (&) est calculée a partir
de la constante de propagation v, la vitesse de propagation de la lumiére dans le vide
(c) et la fréquence (f) selon 1’équation :

« ye
g — —_—
r 2nf
(Sligner | (Tliigne 1 Méthode de v
ARV i Bianco et > £ i — . g
[S]lignez i (S = [T] [T]Iignez Parodi T : &)

Figure 29 Schéma du module de calcul de la permittivité relative complexe

Il est important de noter que la permittivité relative effective extraite a ce stade ne
correspond pas a celle du liquide seul mais a celle de I’ensemble fluide dans le capteur.
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II1.2.5. Mesure de liquides modéles pour la
validation du dispositif RF V1

Pour valider le dispositif, des liquides modéles ont été mesureés tels que : I’ecau
dé-ionisée (eau DI) et des solutions d’albumine de sérum bovin (BSA).

L’cau constitue notre milieu de référence, car elle est utilisée pour rincer les
canaux, et parce qu’elle est présente également dans la plupart des liquides a mesurer.
Avant de mesurer un liquide, il est nécessaire de saturer les canaux fluidiques, ce qui
signifie ; introduire le milieu de référence et attendre le temps nécessaire pour que les
pores des parois du bloc PDMS absorbent suffisamment d’eau pour stabiliser la
mesure des liquides. Pour mesurer le temps de saturation, nous avons rempli les canaux
fluidiques avec de 1’eau DI a température ambiante et nous avons pris des mesures
toutes les 5 minutes. La partie réelle de la permittivité effective relative mesurée en
fonction du temps est montrée dans la Figure 30.
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Figure 30 Temps de saturation du canal avec de I'eau DI a 2GHz

Nous pouvons observer qu’a partir de 45 min, la valeur de la permittivité
effective de I’eau se stabilise a une valeur moyenne de 15.9 et un écart type de 0.001
(calculé sur les 4 derniéres mesures).

Il est important de noter que la valeur mesurée correspond a la permittivité
effective de I’ensemble du dispositif contenant le liquide. Cela correspond a la
moyenne pondérée entre les permittivités relatives de tous les matériaux qui
interagissent avec I’onde ¢€lectromagnétique propagée, tels que le substrat, le PDMS,
I’air et le liquide.

Une fois que le canal fluidique est saturé (aprés t=45 min), il est possible d’obtenir
la valeur de la permittivité effective mesurée avec de I’eau (partie réelle et imaginaire)
en fonction de la fréquence, qui est montrée dans la Figure 31.
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Figure 31 Permittivité effective (parties réelle et imaginaire) du dispositif chargé par de
l'eau DI

Des solutions de BSA avec de I’eau DI ont ensuite ét¢ mesurées aux
concentrations de 10, 100 et 200 mg/ml. Les échantillons ont été préparés a
température ambiante et mixés avec un vortex pour les homogénéiser. Chaque solution
a été introduite dans le canal et mesurée 5 fois consécutives afin de tester la répétabilité
du dispositif a la mesure d’un méme liquide. Les valeurs moyennes des permittivités
effectives mesurées pour chaque solution, partie réelle et imaginaire, sont montrées
dans la Figure 32 :



74

_ N
o o

=
o)}

NW\’\'WWWM —

—— 10 mg/ml

AR
N B

' effective
[y
o

—— 100 mg/ml
~———200 mg/ml

o N S~ O

Fréquence (GHz)

6,0
55
50
4,5
4,0
w 35
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

—— 10 mg/ml
=100 mg/ml

200 mg/ml

Fréquence (GHz)

Figure 32 permittivité effective mesurée pour différentes concentrations de BSA

Dans le plan complexe de la permittivité (¢’” en fonction de €”), a une fréquence
de 2 GHz et montré dans la Figure 33, sont distinguables les différentes mesures que
nous avons réalisé pour chaque solution de BSA. Les écarts types calculés sur les 5
mesures de chaque solution a 2 GHz, pour les parties réelle et imaginaire de la
permittivité effective, sont exposés dans le Tableau 5 :

10 0,01 0,01
100 0,05 0,02
200 0,12 0,02

Tableau 5 Ecarts-types sur la permittivité effective pour chaque solution de BSA mesurée
a 2GHz
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Figure 33 Plan complexe de la permittivité effective du BSA a 2 GHz

Nous pouvons observer des écart types trés faibles, proches du niveau du bruit
du dispositif contenant de 1’eau DI, pour les solutions a 10 et 100 mg/ml. Pour la
solution a 200 mg/ml cet écart type augmente dd possiblement a des particules qui
restent dans les canaux fluidiques. En effet il s’agit d’un liquide plus concentré, plus
visqueux, et qui rend en conséquence plus difficile de nettoyer les canaux fluidiques
apres son passage. Cependant 1’écart type reste acceptable.

Ce résultat nous permet de démontrer qu’avec le dispositif de spectroscopie RF
millifluidique, il est possible de discerner 3 solutions de différentes concentrations a
partir de leur permittivité effective mesurée. La relation entre la permittivité effective
et les concentrations des solutions BSA est montrée dans la Figure 34 :

16,5 2,05
160 2,00
1,95
15,5 190
-5 15,0 1,85 = °
w w
14,5 1,80
—@—¢' off. 1,75
14,0
——¢" cff. 1,70
13,5 1,65
10 100 200

concentration BSA (mg/ml)

Figure 34 Permittivité effective en fonction de la concentration du BSA

On observe une relation quasi linéaire entre la valeur de la permittivité effective
mesurée et les différentes concentrations de BSA. Ce résultat est utile car il nous
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permettra d’identifier une éventuelle différence de contenu entre les liquides provenant
d’ceufs, et notamment entre un ceuf femelle et un ceuf male.

Les résultats obtenus par 1’utilisation de liquides modéles nous permettent de
valider le dispositif de spectroscopie RF millifluidique, pour la mesure des différents
liquides de I’ceuf.

Gréace a ces premiers tests, un protocole fluidique a été consolidé. Ce protocole
comprend le temps de saturation et les procedures de remplissage et de ringage des
canaux comme le montre le schéma de la Figure 35.

Saturation du canal Remplissage du canal Ringage du canal avec
avec de I'eau 45 min avec du liquide (3 fois) de l'eau (6 fois)
Attente Attente Attente
de 3 min de 3 min de 3 min
Enregistrement Enregistrement Enregistrement
mesure mesure mesure

Figure 35 Schéma du protocole fluidique V1

L’eau constitue notre milieu de référence, elle est donc mesurée avant la
mesure d’un liquide, comme une représentation de I’état du canal fluidique.

II1.2.6. Conception du dispositif millifluidique de
2¢me génération — V2

Une deuxieme version du dispositif a été congue, en optimisant la version 1
(V1) avec comme objectif d’augmenter la sensibilité du dispositif aux contrastes pour
des concentrations plus faibles des solutions fluidiques. A ce moment, nous étions
intéressés par les liquides qui sont disponibles en grande quantité, notamment le
liquide extra-embryonnaire décrit dans la suite de ce chapitre (cf. paragraphe IV.5).
Ceci nous a permis d’augmenter la taille des canaux fluidiques afin d’augmenter la
sensibilité du dispositif.

Pour ce faire, nous avons augmenté la largeur et la hauteur des canaux
fluidiques, afin d’¢loigner les parois du PDMS des ondes rayonnées dans le gap (s)
des guides d’ondes coplanaires. Nous avons aussi diminu¢ la longueur des lignes et en
conséquence la taille de la carte PCB. Cependant la géométrie des guides d’onde
coplanaires (s, h, w, t) assurant une impédance caractéristique de 50 ohms n’a pas été
modifiée. Idem pour les matériaux et les procédés utilisés pour sa fabrication (substrat
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et métallisation). Les dimensions de la carte PCB ainsi que la géométrie des guides
d’onde coplanaires sont montrées dans la Figure 36.
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Figure 36 Dimensions des guides d'ondes coplanaires du dispositif de spectroscopie RF
millifluidique V>.

Le bloc PDMS a été modifié pour cette version du dispositif (V2). 1l est composé
d’une seule structure contenant les deux canaux fluidiques nous permettant de
diminuer les posibles erreurs de positionement du bloc sur les lignes coplanaires. La
largeur des parois a été diminuée (verticalement) aux niveaux des acces afin de
minimiser les pertes de signal dans le PDMS. D’autre part, les entrées et sorties de
liquides ont été déplacées au bord des canaux fluidiques. Les dimensions du bloc
PDMS du dispositif V2, sont montrées dans la Figure 37.
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Figure 37 Dimensions du bloc PDMS contenant les canaux fluidiques

Les volumes des canaux fluidiques du dispositif V2 sont montrés dans le Tableau

6.
chl 0.34
ch2 0.67

Tableau 6 Volumes des canaux fluidiques du dispositif V>
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De la méme fagon, un seul bloc PEEK a été congu pour faciliter I’entrée et la
sortie des liquides dans les canaux fluidiques. Ce bloc est vissé a un support situé en
dessous de la structure, fabriqué en acrylique. Cela permet de confiner le liquide par
pression sur les lignes. Des photos de la structure sont montrées dans la Figure 38.

Tel que dans le dispositif V1, dans le dispositif V>, I’entrée et la sortie des
liquides sont également facilités par [’utilisation d’embouts et de tuyaux. Les
connecteurs SMA, précédemment soudés dans la version Vi, sont cette fois ci des
connecteurs vissés afin de diminuer les pertes dues aux soudures et d’améliorer la
symeétrie et la réciprocité du dispositif.

Support (fuides Block Block Tuyau. d'e sortie Embm'lt.d’entré Connecteurs
d’ondes PDMS PEEK fluidique fluidique SMA

Figure 38 Photo du dispositif : & gauche vue en coupe, a droite vue de dessus

I11.2.7. Systéme de mesure de 2°™e génération - V2

Le banc de mesures complet de version V2 et montré dans le schéma de la
Figure 39 comprend 1’utilisation de commutateurs qui nous permettent de mesurer les
deux lignes du dispositif (L1 et L) avec un seul ARV a deux ports. Le module de
calcul reste identique. Le systeme de mesures V2 est composé de :

1. D’un dispositif millifluidique contenant un liquide,

2. Deux commutateurs RF (SW1 et SW- dans le schéma pour switch 1
et switch 2) reliant chaque ligne du dispositif a un analyseur de réseau
vectoriel ARV a deux ports,

3. Un ARV, permettant la mesure des parametres S des lignes en
fonction de la fréquence,

4. Un Module de calcul, permettant d’extraire la permittivité du liquide
a partir des parametres S mesurés par I’ARV.
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Figure 39 Banc de mesures complet de spectroscopie RF millifluidique

II1.2.8. Mesure des liquides modeles pour la
validation du dispositif de mesures RF V2

Dans cette nouvelle version du dispositif, le temps de saturation du canal, en
utilisant toujours I’eau DI comme milieu de référence, a augmenté par rapport au
dispositif V1. Cela s’explique par le fait que les canaux fluidiques sont plus grands et
par conséquent une surface plus importante du PDMS est en contact avec 1’eau. Le
temps de saturation pour le dispositif V2 est de 70 minutes comme est montré dans la
Figure 40. Un fois 1’eau saturée la valeur de la permittivité effective se stabilise & une
valeur moyenne de 18.9 et un écart type de 0.004.

19,2
19,1
19,0
18,9
18,8
18,7
18,6

18,5
0 20 40 60 80 100

Temps (minutes)

€' effective

Figure 40 Permittivité effective mesurée de I’Eau DI en fonction du temps a 2 GHz
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Une fois les canaux fluidiques saturés (70 minutes) avec de I’eau DI, la
permittivité effective complexe de I’eau mesurée a température ambiante est montrée
dans la Figure 41. Afin de quantifier la répétabilité de base du dispositif a la mesure
d’un liquide, nous avons rempli 10 fois successivement les canaux fluidiques avec de
I’eau DI, mesurant chaque fois la permittivité effective. Nous avons obtenu un écart
type de 0.009 pour la partie réelle et de 0.005 pour la partie imaginaire a une fréquence
de 2 GHz.

' eff.

- = g"eff.

€ effective
[N
Ul

Fréquence (GHz)

Figure 41 Permittivité effective (partie réelle et imaginaire) de I'eau DI

De la méme facon nous avons mesuré de I’éthanol pur (100%) 5 fois
consécutives et nous avons obtenu un écart-type de 0.01 pour la partie réelle et 0.008
pour la partie imaginaire de la permittivité effective a la fréquence de 2 GHz. La
permittivité effective complexe en fonction de la fréquence mesurée pour 1’éthanol pur
est montrée dans la Figure 42.

10

¢ effective

Fréquence (GHz)

Figure 42 Permittivité effective de I'éthanol

Finalement des solutions aqueuses de BSA aux concentrations de 10, 50 et 100
mg/ml ont été mesurées. A la différence des tests faits pour le prototype V1, nous avons
utilisé une gamme de concentrations plus serrée (100 mg/ml comme concentration
haute de BSA plut6t que 200 mg/ml). En effet lors de la conception du dispositif V>
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nous cherchions, dans 1’analyse des liquides des ceufs, des différences pour des
concentrations faibles. En conséquence nous avons évalué la répétabilité du dispositif
sur de gammes des concentration plus serrés. Les permittivités effectives pour les
différentes solutions de BSA, sont montrées dans la Figure 43 pour la partie réelle et
dans la Figure 44 pour la partie imaginaire. Le plan complexe de la permittivité
effective (cf. Figure 45) montre les différentes mesures réalisées pour chaque solution
a 2 GHz. Les écart-types obtenus pour la permittivité effective calculée pour chaque
solution sont exposés dans le Tableau 7 .

25
24 =10 mg/ml
23 =50 mg/ml

22 100 mg/ml
21

20
19
18
17
16
15

' effective

0 1 2 3 4
Fréquence

Figure 43 Partie réelle de la permittivité mesurée pour les différentes solutions de BSA

—— 10 mg/ml
6 =50 mg/ml
100 mg/ml
5
_w 4

Fréquence (GHz)

Figure 44 Partie imaginaire de la permittivité mesurée pour les différentes solutions de
BSA
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Figure 45 Plan complexe de la permittivité effective des différentes mesures faites des
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Tableau 7 Ecarts types de la permittivité complexe pour les différentes concentrations du

solutions de BSA a 2GHz

0,02 0,02
0,01 0,005
0,04 0,009

BSA

Les écart types obtenus sont légérement inférieurs a ceux obtenus avec le
dispositif V1 (o(¢’)=0.05 et o(¢’’)=0.02 pour une concentration de 100 mg/ml).
Cependant, ils sont trés proches au niveau du bruit de la mesure et ainsi nous ne
pouvons pas conclure sur une possible amélioration de la répétabilité du dispositif. En
revanche nous avons obtenu ces valeurs en utilisant une gamme des concentrations
plus serré (A=50mg/ml) a celle utilisé pour le dispositif Vi (A=100mg/ml).

Nous retrouvons, comme nous pouvions nous Yy attendre, une relation quasi
lineaire entre la valeur de permittivite effective mesurée et les différentes
concentrations de BSA avec la version 2 du dispositif, comme cela est visible dans la

Figure 46.
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Figure 46 Permittivité effective en fonction des différentes concentrations de BSA

Ce resultat nous est utile, car comme dans la version V1, il montre la capacité
du dispositif de distinguer différentes solutions fluidiques a partir de ses propriétés
diélectriques, représentées par sa permittivité effective complexe.

Cette version du dispositif a été congue pour mesurer les liquides d’ceuf
lorsqu’ils sont présents en grand volume. En effet, le volume des canaux fluidiques a
été doublé par rapport a la version V1. De plus, pour remplir les canaux avec du liquide,
il faut considérer les volumes morts dans les embouts d’entrée et dans les tuyaux de
sortie (environ 0.15 ml de plus pour chaque canal). Enfin, le volume total pour remplir
les deux canaux fluidiques a augmenté de 0.8 a 1.3 ml.

Le dispositif V2 présente une trés bonne répétabilité a la mesure des liquides
modeles tels que I’eau et 1’éthanol. Nous avons également obtenu une bonne
répétabilité a la mesure des différentes solutions de BSA en utilisant une gamme de
concentrations plus serrée (A=50 mg/ml) que celle utilisée pour le dispositif V1 (A=100
mg/ml). De plus, la valeur de la permittivite effective mesurée pour I’eau DI a
augmenté d’environ 18% (pour la partie réelle) en comparaison a celle obtenue avec
le dispositif V1. Nous attribuons ceci au fait d’avoir éloigné les parois du PDMS des
fentes des lignes coplanaires, ou le champ électromagnétique est concentré, grace a
I’augmentation de la largeur et hauteur des canaux fluidiques. Ceci nous a permis de
diminuer I’influence du PDMS sur la valeur mesurée et en conséquence d’augmenter
la sensibilité du dispositif a la mesure du liquide.
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IV. CARACTERISATION RF DE
DIFERENTS LIQUIDES
D'OEUFS

Avec les dispositifs de spectroscopie RF millifluidique décrits précédemment,
nous avons réalisé différentes campagnes des mesures, afin de mesurer les propriétés
di¢lectriques de différents liquides d’ceuf. Le but était de trouver une signature
spectrale (dans la plage RF) qui différencie un ceuf male d’un ceuf femelle, avec
I’hypothése que le contenu biochimique des liquides d’un ceuf peut présenter des
différences selon le sexe de I’embryon. Il peut s’agir de différences de concentrations
de lipides, de protéines, de la teneur en eau, de concentration d’hormones, de pH, ou
autres.

IV.1. INCUBATION DES CEUFS ET PRELEVEMENT DES
LIQUIDES

IV.1.1. CEufs de canard Mulard

Les ceufs de canard utilisés dans ce projet proviennent du couvoir de la société
Sud-Ouest Accouvage (SOA) détenue par le holding MVVH (Maisadour, Vivadour et
Val de Sevre) a Aignan, dans le Gers (32000) en France. Le couvoir s’approvisionne
d’ceufs a couver (OAC) plusieurs fois par semaine depuis les fermes de ponte dont les
troupeaux de canes « Pékin » et troupeau de males « Barbarie » sont utilisés pour
pratiquer I’insémination artificielle 3 fois par semaine. Puis les ceufs pondus sont
envoyés a Aignan ou ils sont stockés dans une chambre froide (entre 16 et 18°C) avant
incubation.

Nous prenons ces ceufs stockés dans la chambre froide du couvoir, et nous les
mettons en incubation dans une couveuse modele « ova easy 380 advance-ex » de la
marque BRINSEA, permettant 1’incubation de 180 ceufs (voir Figure 47).
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Figure 47 Photo de la couveuse

Les ceufs sont incubés a une température de 37.7 °C avec un taux d’humidité
de 57%. En utilisant une pompe d’eau automatisée, I’humidité reste stable pendant le
processus d’incubation. De plus, les ceufs sont basculés (de fagon automatisée) d’un
coté (-45°) et de I’autre (+45°), toutes les heures, pour éviter que la membrane vitelline
ne se colle a la coquille. Ce qui peut affecter le développement embryonnaire, voire
provoquer la mort de I’embryon. Il s’agit des mémes conditions d’incubation
implémentées dans les couvoirs industriels. L’utilisation de la couveuse nous permet
d’avoir un contrdle sur tout le processus d’incubation des ceufs.

Lors des campagnes de mesures réalisées, 1’incubation des ceufs n’a pas duré
plus de 15 jours, a I’exception d’un test, en particulier, dont nous avons prolongé
I’incubation jusqu’au 17°™ jour. Nous nous sommes toujours limités aux deux tiers du
processus d’incubation (20 jours), limite imposée pour les protocoles éthiques
d’expérimentation animale du laboratoire LAAS-CNRS.

IV.1.2. Prélevement des liquides de I'ceuf

Pour démarrer cette étude, Mylene Da Silva a rejoint la société Ovalie
Innovation, en tant que membre spécialisé dans I’étude des fluides des ceufs de poule,
pour établir des procédés et des protocoles nous permettant de prélever les liquides
d’un ceuf de canard. Des tests ont été faits pour valider ces protocoles utilisés dans
cette partie du projet.

Le protocole des prélévements des liquides de 1’ceuf commence avec
I’ouverture de I’ceuf par le coté de la chambre d’air. Il faut, ensuite, enlever la
membrane coquilliere pour pouvoir accéder directement avec une seringue au liquide
allantoique et au jaune (voir Figure 48 a et b respectivement).



86

Figure 48 Prélévements a) du fluide allantoique b) du jaune c) du fluide amniotique

Le blanc est ensuite récupéré en percant la coquille du c6té inverse. Le reste du
contenu de I’ceuf est versé sur une surface plate pour récupérer avec une seringue le
fluide présent dans le sac amniotique (amF) autour de I’embryon (voir Figure 48.c).

De surcroit, pour les embryons de canard mulard spécifiquement, en J-12, ¢’est
a dire au 12*™ jour d’incubation, le sexe est révélé par la couleur des yeux se
présentant noire pour les males et rouges pour les femelles. Autrement, il serait
nécessaire de prélever des tissus de 1’embryon pour pouvoir relever biologiquement
leur sexe par la technique de réaction en chaine par polymérase (PCR).

IV.2. CARACTERISATION RF DE LIQUIDES D’'CEUFS
MOYENNES ET HOMOGENEISES

Les liquides de I’ceuf, dans leur état naturel, se présentent non homogenes, et
dans certains cas tres visqueux et collants (comme le jaune et le blanc). Il est donc
nécessaire d’homogénéiser les liquides des ceufs pour rendre la mesure plus répétable.
Une dilution avec de I’eau de-ionisée (DI) facilite la fluidique dans le cas des liquides
visqueux. Des vortex et centrifugeuses ont été utilisés afin d’homogénéiser les
liquides.

S’ajoute a cela la dispersion intrinséque des ceufs ayant les mémes conditions
d’incubation et dont un méme liquide peut se présenter différemment d’un ceuf a
I’autre. Pour un premier test, nous avons moyenné des liquides d’ceufs en les
fusionnant dans un seul échantillon, soit un méme liquide provenant de différents ceufs
contenant un embryon du méme sexe. Pour chaque liquide prélevé d’un groupe
d’ceufs, nous obtenons deux échantillons, un provenant des ceufs méales (M) et un autre
provenant des ceufs femelles (F). Cette procédure réduit la dispersion intrinséque des
ceufs, permettant, d’une part, de cibler plus facilement une possible source de
différenciation sexuelle dans I’ceuf, et de I’autre, d’évaluer la répétabilité du dispositif
pour la mesure des liquides de 1’ceuf.
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IV.2.1. Cas du jaune « moyenné »

Dans un premier temps, nous avons analys¢ des ceufs au jour 12 d’incubation
(J-12).

Le jaune prélevé de 8 ceufs males, et 8 ceufs femelles, ont été mélangés, de
sorte a avoir deux liquides uniques et homogeénes, par sexe, qui représentent la
moyenne de chaque groupe de 8 ceufs. Chaque liquide a été mélangé avec un vortex
pendant 1 minute, et centrifugé pendant 10 minutes, a 3000 G. Chaque liquide a été
mesuré 5 fois pour quantifier la répétabilité du dispositif de mesure RF contenant du
jaune. Ces tests ont été réalisés avec le dispositif RF V1.

Tel que montré précédemment dans le protocole fluidique, I’eau est mesurée
avant la mesure de chaque liquide, comme une référence. La valeur de la permittivité
effective référencée a I’eau est exprimée comme suit :

Aeerr = €eff)innide ~ Eef Frau

Ainsi toute dérive liée a une contamination des canaux fluidiques est
minimisée.

Le plan complexe de la permittivité référencée a I’eau (Ag) mesurée pour le
jaune moyenné des ceufs en J-12, a 2 GHz est montré dans la Figure 49. Chaque
échantillon a été mesuré 5 fois. Les écarts-types calculés pour les 5 mesures de chaque
liquide ainsi que la différence des moyennes des permittivités, mesurées pour les ceufs
males et femelles Ag_f , sont exposés dans le Tableau 8. Cette différence de moyennes
male femelle est donnée par I’équation :

Ay-r= Depare — Depaie

¢ (M) 0,1 0,02
¢ (F) 0,02 0,003
Awy—F 0.2 0.03

Tableau 8 Ecart-types Jaune moyenné
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Figure 49 Permittivité complexe obtenue pour les échantillons de Jaunes moyennés J-12
moyenné a 2 GHz

On observe une dispersion plus élevée pour la mesure de I’échantillon de jaune
provenant des ceufs males. Ceci est di probablement a une contamination du canal
fluidique pendant la mesure des échantillons méales. Cependant, la différence entre les
moyennes des permittivités males et femelle (Ay_7) reste plus élevée que la dispersion
obtenue. En conclusion, ce premier test révele le jaune comme une possible source de
différentiation sexuelle chez 1’ceuf.

IV.2.2. Cas du jaune « moyenné » et dilué avec de
I'’eau DI

Afin d’éviter la dispersion due a la contamination des canaux fluidiques, nous
avons dilué une partie des echantillons précédemment mesurés dans 10 fois leur
volume (x10) avec de I’eau DI. Le jaune provenant des ceufs non fécondés (clairs) a
été aussi mélangé (moyenné) et mesuré. Pour évaluer la répétabilité du dispositif,
chaque échantillon a été mesuré 5 fois. La Figure 50 montre la permittivité effective
référencée a ’eau (Ae), obtenue a 2 GHz pour chaque mesure faite avec le dispositif
RF V1.
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Figure 50 Permittivité complexe obtenue pour les échantillons de Jaunes moyennés et
dilués en eau DI x10 pour des ceufs Males (M) femelles (F) et clairs (C)

Les écart-types entre les ceufs males, femelles, et clairs, ainsi que la différence
des moyennes male-femelle (Ap_f) et la différence des moyennes ceufs fécondés-
clairs (Aggc—¢) sont montrés dans le Tableau 9:

o (M) 0.02 0.02
o (F) 0.07 0.008
s (C) 0.16 0.01
AipF 0.3 0.02
Apor—t 1.32 0.05

Tableau 9 Ecart types a 2 GHz pour les parties réelle et imaginaire de la permittivité pour

des ceufs méles, femelles, et clairs.

En diluant le jaune, la répétabilité de la mesure a été amélioré, ceci est di a la
facilité de rincage des canaux. Nous retrouvons un bon contraste méle/femelle malgré
la dilution des échantillons. De plus nous observons un excellent contraste entre les
ceufs fécondés et les ceufs clairs (non-fécondeés).

L’hypothése que nous avons attribuée a cette piste de sexage, est une éventuelle
différence de vitesse de croissance entre les embryons des différents sexes. Ceci a un
effet notamment sur la consommation des nutriments de I’embryon présents dans le
jaune, étant la principale source de nutriments pendant le développement
embryonnaire. Cependant, pour confirmer cette piste de sexage, il nous faut augmenter
le nombre d’ceufs mesurés, ainsi qu’utiliser un échantillon unique par ceuf et donc
employer des liquides non-moyennés, ce qui fera 1’objet d’un paragraphe ultérieur

(IV.3).
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IV.2.3. Cas du fluide allantoique « moyenné »

Le fluide allantoique a été aussi mesuré dans ces premiers tests, en prenant 8
échantillons males et 8 femelles provenant d’ceufs en J-12, les mémes ceufs utilisés
pour la mesure du jaune moyenné, en utilisant le méme protocole de préparation, a
savoir que chaque échantillon a été melangé avec un vortex pendant 1 minute et
centrifugé 10 minutes a 3000 G.

La permittivité effective pour chaque mesure faite du liquide allantoique et
obtenu avec le dispositif RF V1 est montrée dans le plan complexe de la permittivité
sur la Figure 51, a une fréquence de 2 GHz. De plus, les écarts-types calculés pour 5
mesures de chaque liquide sont montrés dans le Tableau 10.

La répétabilité obtenue en mesurant le liquide allantoique est trés performante,
car il s’agit d’un liquide aqueux dans son état naturel, et donc facile a nettoyer.
Cependant, les résultats ne montrent pas une différence entre les échantillons males et
femelles. La différence entre les moyennes des males et femelles (A _7) est tres faible
pour la partie réelle de la permittivité référencé a I’eau (A€’). Pour la partie imaginaire
(Ag”’) cette différence augmente, mais la dispersion restant inferieure a cette différence
ne permet pas de discriminer 1’échantillon male de 1I’échantillon femelle (voir Figure

51).
Csee a0 aw

c (M) 0.02 0.07
¢ (F) 0.06 0.05
Ay_F 0.05 0.1

Tableau 10 Ecart types pour les fluides allantoiques moyennés en J-12
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Figure 51 Plan complexe de Ae & 2 GHz pour les Fluides allantoiques moyennés en J-12



Le fluide allantoique a été confirmé précédemment comme une source de
discrimination male-femelle dans les ceufs de poule (Weissmann et al. 2013). En effet
ils ont montré que I’hormone sulfate d’estrone se présente en plus faible concentration
chez les males. Cependant cette différence de concentration est trés faible (de I’ordre
de nano-grammes/ml), et donc difficile a identifier avec les techniques RF, qui ne sont
pas adaptées a la détection de traces de molécules.

IV.2.4. Cas du Blanc « moyenné » et dilué avec de
I’eau DI

Le blanc provenant des ceufs en J-12 a été également moyenné en trois
échantillons, un male (M), un femelle (F), et un provenant d’ceufs clairs (C). Tous les
échantillons ont été dilués dans 10 fois leur volume (x10) avec de I’eau DI. Chaque
échantillon a été mesuré 3 fois pour quantifier la répétabilité de la mesure de ce liquide
avec le dispositif millifluidique V1. Les permittivités référencées a 1’eau (Ag), obtenues
a partir des mesures faites pour chaque liquide a une fréquence de 2 GHz, sont montrés
dans la Figure 52. De plus, les écarts-types obtenus pour les 3 mesures de chaque
échantillon, ainsi que les contrastes des moyennes male-femelle et ceuf fécondés-
clairs, sont exposés dans le Tableau 11.
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Figure 52 Plan complexe de Ae a 2 GHz pour les échantillons de Blanc « moyennés » et
dilués x10
o (M) 0.02 0.02
6 (F) 0.04 0.03
6 (C) 0.008 0.006
Ag_p 0.05 0.06
Afec—tT 0.25 0.007

Tableau 11 écart types pour les échantillons de blanc J-12 « moyennés » et dilués x10
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La dilution du blanc x10 en eau DI a permis d’augmenter la liquidité de
I’échantillon, et par conséquent, d’obtenir une bonne répétabilité¢ de la permittivité
mesurée. Cependant, le contraste des moyennes des males et femelles Az _7 est du
méme ordre que la dispersion obtenue pour les ceufs du méme sexe. Ceci peut étre
attribué a la dilution du liquide, diminuant ainsi le contraste M-F. En revanche,
I’analyse visuelle du plan complexe de Ae de la Figure 52, permet de bien différencier
les trois liquides mesurés. Nous garderons alors ce résultat comme une piste de
différenciation sexuelle que nous analyserons ci-apres. De plus, nous observons une
excellente discrimination des ceufs clairs par rapport aux ceufs fécondés.

IV.3. CARACTERISATION RF DE LIQUIDES D'GEUFS
INDIVIDUELS — CAS DU JAUNE POUR 40
CEUFS

Sur la base des précédents résultats obtenus en mesurant des échantillons de
jaune moyennés, nous avons mené une premiére campagne de mesures avec un
nombre important d’ceufs. Les ceufs mesurés ont été incubés, dans les locaux d’Ovalie
Innovation a Auch, suivant le méme protocole des manipulations précédentes. Au jour
12 d’incubation (J-12), les ceufs ont été transportés au laboratoire LAAS-CNRS a 37°C
pour effectuer les préléevements et mesures RF suivant les protocoles décrits dans le
paragraphe 1V.1 de ce chapitre. Les échantillons de jaune ont été centrifugés pendant
10 minutes a 3000G pour les homogénéiser. Ensuite, ils ont éte directement mesures
dans le dispositif de spectroscopie millifluidique RF V1, a température ambiante.

La permittivité des 40 échantillons de jaune, dont 20 males et 20 femelles, a été
mesurée. La permittivité effective référencée a 1’eau (Ag), est montrée dans le plan
complexe a la fréquence de 2 GHz sur la Figure 53. Ce résultat ne nous permet pas de
discriminer les échantillons males des femelles au niveau ceuf individuel. En effet, la
dispersion entre les ceufs de méme sexe est tres €levée, supérieure a la différence entre
la moyenne des males et femelles. Les écarts-types calculés sur les 20 échantillons de
chaque sexe sont exposés dans le Tableau 12.
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Figure 53 Plan complexe de Ae a 2 GHz pour 40 échantillons de Jaune d'ceuf en ED-12

s (M) 0.33 0.04
o (F) 0.4 0.1

Tableau 12 Ecart-types du As mesuré pour les échantillons de jaune d’ceufs méles et
femelles a 2GHz

Nous concluons donc que les mesures RF réalisees avec le dispositif RF V1 sur
le jaune d’un nombre important d’ceufs individuels (40), ne permet pas de statuer sur
le sexe de I’embryon. Autrement dit, la différence liée au sexe est inférieure a la
dispersion intrinseque entre ceufs.

IV.4. CARACTERISATION RF DE LIQUIDES D'CEUFS
INDIVIDUELS — CAS DU BLANC POUR 35
CEUFS

Le blanc a été prelevé sur 35 ceufs en J-12 utilisés pour la mesure du Jaune,
précédemment décrite dans ce chapitre. Les échantillons ont été stockés a -20°C, juste
apres prélévement, puis décongelés le lendemain et dilués en eau DI dans 4 fois leur
volume (x4). L’objectif est d’avoir un fluide suffisamment dilué¢ pour pouvoir rincer
les canaux fluidiques, et en méme temps, de minimiser la dilution pour ne pas perdre
d’informations a cause de la dilution. Finalement, les échantillons ont été mélangés
avec un vortex pendant 1 minute, et centrifugés a 3000G pendant 10 minutes a
température ambiante. La permittivité effective référencée a 1’eau mesurée pour 16
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échantillons males (M) et 19 échantillons femelles est montrée dans le plan complexe
de Ae sur la Figure 54 a 2 GHz, en utilisant le dispositif RF V1.
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Figure 54 Plan complexe de Ae a 2 GHz pour des échantillons de Blanc dilué avec de I'eau
DI (x4) d’ceufs en J-12

o (M) 0.06 0.01
o (F) 0.06 0.02

Tableau 13 écart-types blanc d'ceuf dilué x4 en eau DI des ceufs en J-12

On observe que la dispersion entre les différents ceufs du méme sexe est
considérablement inférieure a celle obtenue pour la mesure du jaune, bien que
provenant des mémes ceufs (cf. Tableau 13). Ceci indique que le blanc présente des
propriétés diélectriques similaires entre les différents ceufs. Cependant, ce liquide se
présente de fagon similaire entre ceufs de différent sexe. En définitive, ce liquide ne
porte pas d’information qui pourrait nous permettre de discriminer diélectriquement
un ceuf male d’un ceuf femelle.

IV.5. CARACTERISATION RF DE LIQUIDES D'CEUFS —
CAS DU LIQUIDE EXTRA EMBRYONNAIRE

Une autre hypothése posée, apres cette premiére campagne de mesures de
liquides d’ceufs, est que la source de différenciation sexuelle ne se trouve pas dans un
liquide en particulier mais dans ’ensemble des liquides de 1’ceuf, y compris les
membranes extra-embryonnaires. Nous avons donc décidé de mesurer un liquide
compose de tous les liquides et membranes intra-coquilliéres d’un ceuf (sans
I’embryon et sans la coquille), nommé « liquide extra-embryonnaire ».
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IV.5.1. Premiers tests réalisés sur le liquide extra-
embryonnaire

Nous avons mesuré 10 échantillons du liquide extra-embryonnaire, dont 5
provenant d’ceufs males et 5 d’ceufs femelles en J-12. Ces échantillons ont été prélevés
puis broyés avec un turrax permettant de casser les membranes. Les échantillons ont
été, par la suite, stockés a -20 °C.

Avant de réaliser les mesures RF, chaque échantillon a été décongelé et dilué
dans deux fois son volume (x2) avec de I’eau DI. Postérieurement, ils ont ét¢ mélangés
avec un vortex pendant 1 minute, et centrifugés a 3000G pendant 10 minutes. Les
mesures ont été faites a température ambiante en utilisant le dispositif RF V1.

Le plan complexe a 2 GHz de la Figure 55 montre la permittivité effective
mesurée pour chaque échantillon de liquide extra-embryonnaire référencé a 1’eau (Ag).
Les ecarts-types calculés entre les échantillons males et femelles sont exposés dans le
Tableau 14. Nous observons que la dispersion est inférieure a la différence des
moyennes entre méles et femelles Ay_z.
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Figure 55 Plan complexe de Ae a 2GHz du Liquide extra embryonnaire pour 5 échantillons
Male (M) et 5 femelles (F) a 2GHz.

¢ (M) 0.15 0.04
¢ (F) 0.15 0.03
Aw_F 0.4 0.05

Tableau 14 écart-types liquide extra-embryonnaire J-12

Ce résultat ouvre une nouvelle piste de différenciation sexuelle, dans laquelle
I’ensemble des contenus de 1’ceuf, sauf 1’embryon, pourraient présenter des propriétés
dielectriques différentes selon le sexe. Effectivement, cette hypothese repose sur le fait
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qu’un ceuf contenant un embryon est une entité biologique complexe composée de
différentes structures dont les changements, pendant le développement embryonnaire,
sont liés les uns aux autres.

En conséquence, nous avons décidé d’étudier le liquide extra-embryonnaire en
améliorant les protocoles de conditionnement, ainsi que la fluidique associée en
utilisant la version V2 du dispositif de spectroscopie RF millifluidique.

IV.5.2. Préparation des échantillons du liquide
extra-embryonnaire V2

Le liquide extra-embryonnaire se présente en grandes quantités dans I’ceuf
(environ 100 ml par échantillon pour les ceufs en J-12). Cela nous a permis
d’augmenter la taille de canaux fluidiques sur la deuxiéme version du dispositif de
spectroscopie millifluidique (V2), décrit précédemment dans le paragraphe 111.2.6 ce
chapitre. De surcroit, le protocole de conditionnement des échantillons a été optimisé
afin d’homogénéiser le liquide, avant les mesures RF.

Le prélévement ne présente pas de difficultés particulieéres, comme il s’agit
d’enlever ’embryon de I’ceuf en gardant tout le liquide présent a I’intérieur, y compris
les membranes extra-embryonnaires. Suite au prélevement, le liquide est stocké a -
20°C. Le protocole de conditionnement du liquide extra-embryonnaire que nous avons
mis en place est détaillé, pas a pas, ci-dessous.

1. Décongélation des échantillons sans dépasser les 4 °C.

2. Broyage grossier des échantillons avec un turrax : cycles de 10
secondes ON et 10 secondes OFF pendant une minute, tout en
conservant 1’échantillon dans la glace (a 4 °C).

3. Broyage fin par «sonication »: Cycle a ultra sons de 10 secondes
ON et 10 secondes OFF pendant une durée totale de 2 minutes, avec
une puissance de 180 Watts, tout en gardant 1’échantillon a 4° (cf.
Figure 56).

4. Dilution des échantillons dans deux fois leur volume (x2) avec de
I’eau DI a 4° C, puis mélange en vortex pendant 1 min.

5. Centrifugation pendant 10 min a 3000G a 4°C.
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Figure 56 Banc a ultra-son pour le broyage fin des membranes extra-embryonnaires

La «sonication » a pour but de casser les membranes extra-embryonnaires
présentes dans le liquide. Cependant, apres sonication, des petits morceaux de
membranes restent encore en suspension dans le liquide. Pour cette raison, nous
appliquons une centrifugation afin de décanter au fond du falcon les morceaux des
membranes. Ceci nous permettra d’avoir des mesures plus répétables. Avant de
réaliser les mesures RF, les échantillons sont ramenés a température ambiante.

IV.5.3. Protocole fluidique V2

Afin d’optimiser la partie fluidique, nous avons adapté le protocole Vi & la
mesure du liquide extra-embryonnaire. Nous avons notamment amélioré la procedure
de rincage des canaux fluidiques en présence d’un fluide tres visqueux et collant. Pour
cela, nous avons ajouté du dodécylsulfate de sodium (SDS), qui n’est autre qu’un
détergent, concentré a 10% pour pouvoir enlever le matériel gras des canaux
fluidiques, puis utilisé de 1’éthanol pour enlever toute bulle d’air produite par le SDS.
Enfin, I’éthanol est rincé avec de nombreux passages d’eau DI. Le protocole fluidique
utilisé pour la mesure du liquide extra-embryonnaire est montré dans le schéma de la
Figure 57.
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Figure 57 protocole fluidique V2 développé pour la mesure RF de liquide extra-
embryonnaire

Le but de ce protocole est d’augmenter la répétabilit¢é du dispositif en
diminuant la dispersion due a la fluidique. Les échantillons & mesurer ont un volume
suffisant pour pouvoir augmenter le nombre de passages dans les canaux fluidiques.
Ceci permet de s’assurer que le contenu des canaux est dans sa totalité compose par le
liquide. Toutefois, avec ce nouveau protocole nous avons augmenté considérablement
le temps de mesure par liquide.

Des tests ont été faits en mesurant I’eau a la fin du ringage des canaux contenant
précédemment du liquide extra embryonnaire (eau de référence). Nous avons répété
cette procédure 10 fois consécutives. La permittivité effective de I’eau de référence
mesurée a 2 GHz est montrée dans le plan complexe de la Figure 58. L’écart-type
calculé sur les 10 mesures est de 0.03 pour la partie réelle et de 0.02 pour la partie
imaginaire de la permittivité effective a 2 GHz. Ceci indique que la procédure de
ringage n’augmente pas la dispersion de la mesure d’un liquide et que les canaux sont
alors correctement nettoyes.
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Figure 58 Plan complexe de la permittivité de I'eau de référence aprés rincage du liquide
extra-embryonnaire a 2 GHz
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Des échantillons du liquide extra-embryonnaire conditionnés avec le protocole
décrit précédemment, ont ét¢ mesurés pour évaluer 1’effet de la « sonication » sur la
répétabilité de la mesure du liquide. Les écarts-type, obtenus pour la valeur de la
permittivité effective référencée a 1’eau (Ag), calculés pour 5 mesures d’un échantillon
de liquide extra-embryonnaire non soniqué et pour 5 mesures d’un échantillon de
liquide extra-embryonnaire soniqué pendant 2 minutes, sont montrés dans le Tableau

15

0 min. 0.04 0.04
2 min. 0.04 0.03

Tableau 15 écart-types liquide extra-embryonnaire soniqués

La procédure de sonication n’apporte pas une meilleure répétabilité¢ de la
mesure de ce liquide. Cependant, 1’effet de casser les membranes extra-embryonnaires
avec 1’ultrason peut apporter de I’information supplémentaire au liquide, ce qui peut
étre pertinent pour la différenciation sexuelle des ceufs. En conclusion, nous avons
maintenu le broyage fin a l'ultrason dans le protocole de conditionnement des
échantillons du liquide extra-embryonnaire.

IV.5.4. Campagne d’analyse RF du liquide extra-
embryonnaire des ceufs en J-12

En utilisant le protocole fluidique et le protocole de conditionnement des
échantillons précédemment décrits, on a mesuré 20 échantillons du liquide extra-
embryonnaire provenant d’ceufs au stade J-12. Pour cette campagne de mesure, 30
ceufs ont été ramenés du couvoir au laboratoire LAAS-CNRS en J-0, ou ils ont été mis
en incubation. Au bout du 12°™ jour, les ceufs ont été sortis de la couveuse et le liquide
extra-embryonnaire a été prélevé pour chaque ceuf, puis stocké directement a -20°C.
Le lendemain, 20 échantillons, dont 10 méles et 10 femelles ont été conditionnés et
mesurés a température ambiante.

La permittivité effective référencée a I’eau (Ae) mesurée pour chaque
échantillon est montrée dans le plan complexe a 2 GHz dans la Figure 59.
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Figure 59 Plan complexe de Ae a 2GHz du liquide extra-embryonnaire en ED-12

Les écarts-types calculés pour les échantillons du méme sexe, ainsi que la
différence entre les moyennes des permittivités effectives de males et femelles Ay _7
sont exposeés dans le Tableau 16 :

M 0.1 0.04
F 0.04 0.02
Ay_F 0.1 0.02

Tableau 16 Ecarts-type de Ae pour les méles (M) et femelles (F) et contraste male-femelle
Ag_f du liquide extra-embryonnaire en ED-12

La permittivité effective de 1’eau de référence, a été mesurée, chaque fois, en
fin de rincage des canaux fluidiques avec un écart type (calculé sur 20 mesures) de,
respectivement, 0.03 et 0.04 pour les parties réelle et imaginaire. Nous obtenons ainsi
un contraste de moyennes des permittivités référencées a 1’eau entre méles et femelles
de 0.1. A contrario, 1’écart type est du méme ordre pour les échantillons males, ce qui
ne nous permet pas de confirmer cette différence.
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V. CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES

Dans le deuxiéme chapitre de ce manuscrit, nous avons abordé les travaux de
recherche dédiés a 1’étude des liquides constituant les ceufs. Dans une premiére partie,
nous avons décrit le processus de conception d’une instrumentation RF nous
permettant de mesurer les propriétés diélectriques de ces liquides. Deux versions du
dispositif ont été congu et validé en utilisant des liquides modéles tels que 1’eau,
I’éthanol, et des solutions de BSA.

Dans une deuxiéme partie nous avons appliqué cette instrumentation a 1’étude
de liquides constituants 1’ceuf en mettant en place des protocoles fluidiques et de
conditionnement des échantillons.

Les conclusions et perspectives concernant le dispositif RF milli fluidique et
concernant la mesure des liquides des ceufs sont décrites ci-dessous.

V.1. INSTRUMENTATION RF MILLIFLUIDIQUE :
DISPOSITIF DE SPECTROSCOPIE RF DE
LIQUIDES

Deux versions du dispositif de spectroscopie RF millifluidique (V1 et V2) ont
été concues, elles sont le résultat d’un processus d’optimisation, afin d’augmenter la
sensibilité du dispositif. Les deux versions du dispositif ont montré une bonne
répétabilité a la mesure des liquides modéles (eau et BSA), pour le dispositif V2 nous
avons utilisé une gamme des concentrations de BSA plus serrée (A=50 mg/ml pour V;
versus A=100 mg/ml pour le dispositif V1).

De plus, la permittivité effective mesurée avec le dispositif V2 pour ’eau est
supérieure a celle obtenue avec le dispositif V1. Nous attribuons ceci aux fait d’avoir
augmenté la largeur et hauteur des canaux fluidiques nous permettant d’¢loigner les
parois du PDMS des fentes des lignes coplanaires, ou le champ électromagnétique est
concentré, et en diminuant 1’effet de ce matériau dans la valeur mesurée. Ainsi, pour
cette version du dispositif la valeur de la permittivité effective mesurée est plus
sensible au liquide présent dans les canaux fluidiques.

La permittivité effective mesuré avec le dispositif de spectroscopie RF
millifluidique, correspond a la moyenne pondérée des permittivités du liquide, présent
dans les canaux fluidiques, et des matériaux du dispositif (PDMS, substrat, acrylique,
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air) qui interagissent avec 1’onde propagée. Cette valeur nous a permis de détecter s’il
existe des différences de contenus entre les liquides étudiés.

Postérieurement aux campagnes de mesures faites sur liquides modeles et issus
d’ceufs, et afin d’aboutir la méthode de spectroscopie RF des liquides, nous avons
cherché a obtenir la permittivité d’un liquide (&) a partir de la permittivité effective
(€ef7), mesuré, grace a I’équation suivante :

E = ageff+b

Nous avons mis en place une procédure de calibrage en utilisant des liquides
modéles, dont la permittivité est connue, afin d’obtenir les constantes a et b de
I’équation précédente. Pour cela, nous avons calculé les permittivités theoriques de
I’eau DI (Ellison 2007) et de I’é¢thanol pure (Buckley 1958) a température ambiante
(t=20 °C) a partir de 1’équation :

_ & — €
e= (D) e

Ici, T est la température du liquide, &, sa permittivité quand la fréquence est
f=00 , g, la permittivité quand la fréquence est f = 0, ainsi que ©(T) est le temps
caractéristique de relaxation du liquide a une température T. Les permittivités
théoriques (parties réelle et imaginaire) calculées pour I’eau DI et 1’éthanol pure a 20
°C sont montrées dans la Figure 60.
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Figure 60 Permittivité théorique de I'eau DI et de I'éthanol a 20°C

A partir de la mesure de la permittivité effective de ces liquides (eau DI et
éthanol) avec le dispositif de spectroscopie RF millifluidique, et ses respectives
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permittivités théoriquement calculées avec 1’équation décrite précédemment, nous
pouvons alors déduire les constantes a et b, dépendantes de la fréquence.

Pour valider cette procédure, nous avons mesuré une solution aqueuse de BSA
a une concentration de 50 mg/ml, avec le dispositif V2. Nous avons également mesuré
la permittivité de cette méme solution avec la sonde Keysight N1501A pour les
comparer. Les résultats obtenus sont montrés dans la Figure 61 :
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Figure 61 Permittivité de BSA 50 mg/ml mesuré avec le dispositif de spectroscopie RF
millifluidiqgue V2 et avec la sonde Keysight N1501A (probe).

On observe un bon raccord entre les courbes obtenues avec le dispositif, et
celles mesurées avec la sonde. Les Iégeres variations peuvent étre attribués a la qualité
de I’eau DI utilisée. D’autre part, concernant la partie imaginaire, on observe a 3.1
GHz une discontinuité (+o0) due a une division par 0 dans la méthode de calcul. Ceci
est en effet dépendant des permittivités des liquides modeles mesurés. Une solution
envisagée serait de changer I’un des liquides utilisés pour le calibrage, ou bien
d’ajouter un troisiéme liquide nous permettant d’éliminer cette discontinuité.

V.2. APPLICATION DE L'INSTRUMENTATION RF
MILLIFLUIDIQUE POUR CARACTERISER DES
LIQUIDES ISSUS D’'GEUFS

Différents liquides des ceufs ont été analysé en utilisant les deux versions du
dispositif de spectroscopie RF millifluidique. Dans un premier temps nous avons fait
des mesures des liquides « moyennés » et des liquides individuels sur un nombre réduit
d’échantillons. Les résultats obtenus ont relevé de possibles pistes pour le sexage des
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ceufs tels que le jaune en J-12. Ceci sous I’hypothése d’une éventuelle différence de
croissance entre les embryons males et femelles et par conséquent une différence de
vitesse de consommation des nutriments de 1’embryon depuis le jaune. Les résultats
obtenus pour le liquide extra-embryonnaire nous ont permis aussi de considérer ce
liquide comme un possible source de sexage. L’hypothése émise était que 1I’ensemble
des liquides de I’ceuf y compris les membranes pourraient présenter une différence
selon le sexe de I’embryon. Cependant la forte dispersion intrinseque des liquides des
ceufs, sur un nombre important d’ceufs mesurés, ne permet pas encore de confirmer
ces hypothéses.

En revanche nous avons observé un fort contraste entre les liquides des ceufs
fécondés et non-fécondés (clairs) pour le jaune et le blanc en J-12. Ce résultat est
intéressant car il ouvre une porte sur I’application des techniques RF pour la détection
précoce des ceufs non-fécondés dans les couvoirs industriels.

Des analyses biochimiques ont été faites, par deux membres de I’entreprise
Ovalie Innovation, Juan Martinez et Myléne Da Silva, afin d’analyser différents
parametres liés a la croissance de I’embryon tels que le poids de I’embryon, la taille
du réseau sanguin, ainsi que la concentration de lipides et la teneur en eau du jaune et
du blanc a différents stades du développement embryonnaire. Les résultats
préliminaires de cette étude montrent une tendance dans la vitesse de croissance
embryonnaire se présentant plus rapide chez les males, notamment dans la taille du
réseau sanguin. Cependant, ceci présente aussi une tres forte dispersion, entre ceufs du
méme sexe, qui ne permet pas de confirmer cette hypothése.

Les ceufs utilisés dans les campagnes de mesures décrites dans cette thése,
proviennent du méme lot (méme ferme de ponte), c’est-a-dire, provenant des cannes
ayant les mémes conditions d’¢élevage. De plus, nous avons incubé les ceufs dans des
conditions contrélées, afin de diminuer la dispersion due aux facteurs externes pendant
le développement embryonnaire. Nonobstant, nous avons trouvé une forte dispersion
dans les résultats obtenus.

Nous avons ainsi rencontré des contraintes fluidiques notamment liées a la
viscosité de certains liquides (jaune, blanc, et extra-embryonnaire). Ceci nous a forcé
a complexifier les protocoles fluidiques, ainsi que le conditionnement des échantillons
avant mesures RF. Cependant, le fait de diluer les échantillons dans 1’eau DI pour
faciliter la fluidique pourrait aussi diminuer le contraste méle femelle.

Une piste qui n’a pas été étudiée dans cette phase du projet de thése, est
I’embryon lui-méme, puisqu’il ne s’agit pas d’un liquide. L’embryon peut ainsi
présenter une différence biochimique selon le sexe, détectable par le biais des
techniques de radiofréquences. Ceci constitue donc 1’hypothése de départ de la phase
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suivante de ce projet ; analyse RF non-invasive des ceufs, décrite dans le chapitre 3 de
cette these, avec le ciblage de I’embryon par les ondes RF.
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CHAPITRE 3 : ANALYSE RF
NON-INVASIVE DES (EUFS
(IN-OVO)
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I. INTRODUCTION ET
MOTIVATION

Pour étre efficientes les techniques de sexage in-ovo doivent avoir un caractére
non invasif. Jusqu’a présent une telle solution n’existe pas. Les techniques existantes
pour le sexage des ceufs présentés dans le chapitre I de cette thése impliquent
I’ouverture de 1’ceuf (Galli et al. 2016¢) ou bien le prélevement du liquide de I’ceuf
(Weissmann et al. 2013). Nous avons en conséquence proposé la spectroscopie RF
comme technique non invasive de sexage des ceufs.

De ce fait nous avons dédié une partie importante de notre travail de thése a la
conception d’un systeme d’illumination RF nous permettant de sonder I’ceuf par des
ondes électromagnétiques. Ce systéme est constitué de 2 capteurs congus spécialement
pour envoyer des ondes RF dans I’ceuf et de mesurer les ondes réfléchies et transmises
par et a travers 1’ceuf.

Des méthodes de conception et caractérisation des capteurs ont été mises en
place en combinant simulations électrique, électromagnétique ainsi que la fabrication
et caractérisation en laboratoire, nous permettant de valider le processus de conception.
De méme des méthodes expérimentales ont été mises en place pour évaluer la
sensibilité des capteurs face a la mesure d’un ceuf. Par ailleurs, nous avons aussi validé
cette méthode avec des simulations électromagnétiques. Dans ce chapitre, nous
décrivons les différentes versions des capteurs issues des itérations, conception,
simulation, fabrication et caractérisation expérimentale.

Ensuite nous avons réalisé différentes campagnes de mesures non invasives des
ceufs, nous permettant d’identifier des pistes de discrimination du genre de 1’ceuf, ainsi
que d’identifier les principales contraintes du banc de spectroscopie RF des ceufs. Dans
un premier temps, nous avons ciblé I’embryon comme source de différentiation
sexuelle de I’ceuf d’apres les résultats obtenues dans la phase d’analyse des liquides
des ceufs. Les méthodes implémentés pour la mesure de I’embryon dans 1’ceuf sont
aussi décrites.
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II. CONCEPTION DES
CAPTEURS RF

Un systéme d’illumination RF nous permettra d’envoyer des ondes
¢lectromagnétiques dans 1’ceuf et de mesurer les ondes réfléchies et transmises par et
a travers 1’ceuf. Pour cela nous avons congu des capteurs RF a partir d’une solution
déja existante, utilisée dans des tests de sexage des ceufs précédents a ce travail thése.
Nous avons utilisé cette premiére conception pour comprendre leur fonctionnement et
nous 1’avons optimisée. Ce premier travail nous a permis de mettre en place des
méthodes de conception basées sur la simulation électromagnétique et la simulation
électrique du circuit équivalent du capteur ainsi que de méthodes de caractérisation
expérimental.

Les différentes versions des capteurs congus et les méthodes de conception et
caractérisation des capteurs sont décrites ci-apres.

II.1. CONCEPTION DU CAPTEUR C1

I1.1.1. Géométrie du capteur

Le capteur RF, utilisé pour la mesure des ceufs, est constitué d’un circuit
imprimé sur un substrat (PCB), en utilisant la technologie de guides d’onde coplanaires
adaptés a la géométrie de I’ceuf (cf. Figure 62). Il est composé d’un disque conducteur
de rayon R¢ entouré par le plan de masse (de rayon Rn) avec seéparation (gap) entre le
conducteur et le plan de masse de valeur gap = R,,, — R.. Une ligne coplanaire de
longueur [ et d’impédance caractéristique Zc= 50 ohms, permet de propager 1’onde
¢électromagnétique jusqu’a la partie sensible au sein de laquelle 1’énergie
électromagnétique se concentre. Le schéma du capteur ainsi que ses dimensions sont
montrés dans la Figure 62.
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Figure 62 Schéma et dimensions du capteur C1

Le substrat utilisé est du FR4 ayant une permittivité relative de 4.2 et une
tangente de pertes de 0.018. Pour cette version du capteur on a utilisé une épaisseur de
substrat de 0.8 (mm).

II.1.2. Simulations sur HFSS

Le capteur a été simulé sur le logiciel de simulations électromagnétiques haute
fréquence HFSS. Ceci nous a permis de connaitre la distribution du champ
¢lectromagnétique dans le capteur. Pour la simulation le capteur est a I’intérieur d’une
boite remplie d’air et I’excitation électromagnétique est placé au bout de la ligne
coplanaire d’acces (Figure 63.a) ou on placera, apres fabrication, le connecteur SMA
pour alimenter le capteur avec le signal électromagnétique.

a) b)

E Field [¥/m]

6. DOBAE+063
7.4667E+083
6. 9333E+003
6. YOOOE+B03
5. 8667E+003
S5.3333E+003
4. BOBOE+003
4. Z667E+0@3
3. 7333E+003
3. 2000E+003
2. 6B67E+B03
2.1333E+003
1. 6OBAE+BB3
1.0667E+003
5. 3333E+002
@, Be00E +008

Figure 63 Simulation du capteur C1 sur HFSS a 3GHz
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On a placé un plan transversal au centre du capteur (Figure 63.b) et un autre
plan tout au long du capteur (Figure 63.c). Ces plans nous permettent de visualiser le
champ rayonné en proximité du capteur. Nous observons qu’effectivement le champ
électromagnétique est concentré dans le gap entre le disque conducteur et la masse
dans la zone centrale du capteur. Cependant, nous observons aussi du champ
¢lectromagnétique au long de la ligne d’acces.

Nous avons également simulé sur HFSS la courbe du coefficient de réflexion
(S11) du capteur en fonction de la fréquence entre 0.1 et 6 GHz (cf. Figure 64). Nous
observons un pic dénotant une éventuelle résonance autour de 4.4 GHz. La fréquence
du pic dépend de la géométrie du capteur en rapport avec la longueur d’onde. Cela
dénote un fonctionnement résonnant du capteur se mettant en place a partir de 3.5 GHz
correspondant au critére S11=-3dB.

S11 (dB)

0 1 2 3 4 5 6
Fréquence (GHz)

Figure 64 Module du coefficient de réflexion |Si:| du capteur C1

La longueur de ’onde propagée par le capteur est donnée par sa vitesse de
propagation v dépendante de la permittivité effective &, du capteur selon I’équation
suivante :

v__ ¢
Fo feerr

La permittivité effective e.¢, a été calculée en consideérant que la moitié de
I’énergie est rayonnée vers la face avant du capteur ayant 1’air comme milieu de
propagation. L’autre moiti¢ de 1’énergie est rayonnée vers la face arriere du capteur
dont le signal est propagé dans le substrat et dans 1’air. La permittivité effective du
capteur est alors calculée comme suit :

1=
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& + &,
geff — O-Sgair + 0.5( substrat alr)

2

Nous savons que la permittivité de 1’air et du substrat ont une valeur de €,;,- =
1 et esypstrar = 4.2. Ceci nous donne une permittivité effective de e, = 1.8
cohérente avec la permittivité calculé par HFSS (e.r; =1.89).

La fréquence de résonance, comme précédemment dit, dépend des dimensions
du capteur en rapport avec la longueur d’onde a cette fréquence. Plus précisément,
nous nous attendons a ce que les diametres du capteur 2R et 2R correspondent
respectivement a A/4 et 1/8 (Angelopoulos et al. 2006). Pour une fréquence de 3.5
GHz (-3 dB), nous trouvons que les rapports entre les diametres du cercle central du

2R,

capteur et la longueur d’onde sont de ZR% = 0.25 et il 0.125.

En tenant compte de ce parametre géométrique du capteur, nous pourrions dans
une future version redimensionner le disque central afin de décaler la fréquence de
résonance, selon les besoins de leur utilisation.

Pour approfondir la caractérisation des capteurs nous avons travaillé sur le
circuit équivalent du capteur nous permettant de 1’optimiser comme décrit ci-apres.

I1.1.3. Circuit équivalent

Un circuit équivalent du capteur a été fait, dans un premier temps, en
considérant le gap entre le disque conducteur et le plan de masse comme un
condensateur. En conséquence nous avons représenté le capteur comme une ligne
d’impédance caractéristique Zc=50Q et de longueur [, finie par un condensateur (cf.
Figure 65).

o—— A —

Figure 65 Circuit équivalente simplifié du capteur C1
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Cette premicre approche constitue d’un modéle trés simplifié qui d’une part ne
représente pas la résonance a 3.5 GHz et d’autre part, considére que toute la ligne
d’acceés présente une impédance de 50 ohms. Une version plus complexe du circuit
équivalent du capteur C1 a été développé sur le logiciel de simulations électronique
ADS (cf. Figure 66).
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Figure 66 Circuit équivalente du capteur C1 sur ADS

N N . E . FE EE FE EE

Dans le nouveau circuit équivalent, nous avons divisé la ligne d’accés (guide
d’onde coplanaire) en trois lignes avec des impédances différentes (L1, L2, et L3). Ce
changement d’impédance est d0 aux différentes valeurs de la fente coplanaire entre la
partie conductrice et le plan de masse (s). Le gap est modélisé par un condensateur et
une résistance représentant I’énergie électromagnétique rayonnée aux alentours de 4.4
GHz. En plus nous avons aussi ajouté une inductance afin de mieux représenter ’effet
inductive des lignes, notamment de la ligne L2 qui n’est pas pris en compte par
I’élément « ligne de transmission » du logiciel ADS.

Nous avons comparé les modules du coefficient de réflexion [S11| du circuit
équivalent, obtenus par simulation électronique sur ADS, et par simulation
électromagnétique sur HFSS (voir Figure 67).
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Figure 67 Coefficient de réflexion |Si1| du capteur C1 simulations HFSS vs ADS

Nous avons ajusté les valeurs R, L et C du circuit équivalent afin d’obtenir un
bon accord entre les courbes. Avec ce résultat nous validons le circuit équivalent du
capteur et il pourra étre utilisé pour optimiser le capteur comme décrit ci-apres.

II.1.4. Capteur C1b

Nous avons optimisé ce capteur a partir d’une modification dans le schéma
¢lectrique équivalent. L’hypothése que nous avons posée est que la tension au niveau
du condensateur (v,) est proportionnelle a I’intensité du champ électrique concentré
dans le gap du capteur |Egg, .

Nous avons ajouté une inductance L entre la ligne coplanaire d’acces et le
condensateur, afin d’adapter le capteur (a 50 ohms) et d’augmenter alors, la tension
(v.) dans le condensateur (cf. Figure 68). La valeur de cette inductance a été fixée a
4.1 nH, afin d’avoir une tension maximale v, a 2GHz.
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Figure 68 Circuit équivalente du capteur C1b
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La Figure 69 montre la tension dans le condensateur en fonction de la
fréquence simulée sur le logiciel ADS pour les capteurs C1 (en rouge) et C1b (en bleu).
En ajoutant une inductance dans la ligne d’accés du capteur, nous avons augmenté la
tension maximale d’un facteur 1.6. La fréquence de la tension maximale a été décalée
a 2 GHz. De plus, la largeur de bande a été divisee d’un facteur 2.

3.5

30 —— Vc Capteur CL.b

—— Ve Capteur C1

2.5—

2.0

1.5

Ve (Volt)

1.0

0.5+

0-0\I\I‘\III‘I\Illll\\l\l\l‘l\\l‘lll\
0 1 2 3 4 5 6 7

Fréquence (GHz)

Figure 69 Tension dans le condensateur (Vc) pour les capteurs C1 et C1b simulé sur ADS

Afin de vérifier I’hypothése de proportionnalité entre la tension dans le
condensateur et I’intensité du champ électrique |E|, nous avons utilisé logiciel HFSS
afin de calculer |E| dans la gap du capteur, & une distance de 7 millimétres du capteur.
L’intensité du champ ainsi que la tension dans le condensateur pour les capteurs C1 et
C1b sont montrés dans la Figure 70.

Nous pouvons observer un bon accord entre la tension dans le condensateur du
circuit équivalent et I’intensité du champ |E| dans le gap des capteurs. Avec ce résultat
nous validons alors 1I’hypothése posée nous permettant d’optimiser le capteur.
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Figure 70 Intensité du champ électrique dans la gap |E| (trait continus) et tension dans le
condensateur Vc (trait segmenté) des capteurs C1 et C1b

Le capteur C1b a été simulé sur le logiciel HFSS afin d’observer la distribution
du champ dans le capteur (cf Figure 71). Nous observons dans le plan longitudinal du
capteur (cf Figure 71.c) une forte intensité du champ électrique au niveau de
I’inductance, rajoutée entre la ligne d’acces et le disque central, a une fréquence de 2
GHz.
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Figure 71 Simulation HFSS de l'intensité du champ |E| pour le capteur C1.b a 2GHz
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Le module du coefficient de réflexion du capteur |Si1| en fonction de la
fréquence issue de la simulation électromagnétiques (sur HFSS) et de la simulation
électrique (sur ADS) est présenté dans la Figure 72.
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Figure 72 Parametre |Sii1| du capteur Clb en fonction de la fréguence, obtenue par
simulation électromagnétique (sur HFSS) et électrique (sur ADS)

Le bon accord entre les courbes valide la correspondance entre les simulations
électromagnétiques basées sur la géométrie et les matériaux réels du capteur et les
simulations électriques basées sur le circuit égquivalent que nous avons proposes pour
les capteurs.

Finalement, ces deux capteurs ont été fabriqués et nous avons mesuré le
coefficient de reflexion Si1 des capteurs en espace libre (dans 1’air) avec un analyseur
de réseau vectoriel (ARV). Les courbes obtenues (module et phase) ont été comparées
a celles issues des simulations électromagnétiques sur HFSS (cf Figure 73 et Figure
74).

Dans les simulations, 1’effet du connecteur n’est pas pris en compte, nous
avons alors corrigé la phase mesurée de -70° correspondant au déphasage ajouté par
le connecteur. Ceci permettant d’obtenir un bon accord entre la phase du coefficient
de réflexion simulé et mesure.
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Figure 73 S1; module et phase, du capteur C1 mesuré avec un VNA et simulé sur HFSS

Le capteur Cl (Figure 73) présente une différence entre le module du
coefficient de réflexion |Si1| mesuré et simulé notamment a partir de 3 GHz. Nous
pouvons attribuer cette différence au connecteur qui n’est pas pris en compte dans la
simulation, notamment aux soudures du connecteur qui augmentent les pertes en
réflexion. De plus, il peut avoir aussi une différence entre la métallisation du capteur
fabriqué, et la métallisation du modele simulé sur HFSS dont le métal est considéré
parfait et composé d’un seul matériaux (cuivre). Contrairement a la métallisation du
capteur fabriqué qui est non parfaite et composé principalement d’une couche de
cuivre ainsi que de deux fines couches d’argent et d’or.
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Figure 74 S;; en module et phase du capteur C1b mesuré avec un VNA et simulé sur HFSS

Le module du coefficient de réflexion du capteur C1b mesuré est quant a lui
décalé en fréquence par rapport au S11 simulé (Figure 74). Ceci est due a une différence
dans la valeur de I’inductance simulé (4.1nH) et la valeur d’inductance finalement
utilisé dans le capteur mesuré (4.7 nH), valeur disponible dans le catalogue du
fournisseur. De plus, nous constatons une différence de la valeur mesurée et simulée

6
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du module de coefficient de réflexion, due aux effets de soudures du connecteur, aux
effet de la métallisation du capteur et aux effets de I’inductance soudé dans le capteur.

En conclusion, nous avons concu deux capteurs en utilisant des simulations
électromagnétiques basées sur la géométrie du capteur et les matériaux utilisés, et
simulations électriques basées sur un circuit équivalent du capteur. Cette méthode a
été finalement validée en fabriquant les capteurs et en les mesurant en laboratoire.
Nous avons développé deux versions de capteurs : un capteur (sans inductance série)
large bande et un capteur plus bande étroite mais optimisé vis-a-vis de I’intensité du
champ rayonné et donc de sa sensibilité de détection.

I1.2. CAPTEUR C2

Nous avons ensuite optimisé ces capteurs C1 et Clb, en passant a une version
double face. Ceci nous permet de placer la ligne d’acces sur la face arriere (bottom),
et laisser seulement le disque (et gap) de détection dont le champ électrique est
concentré dans la face avant (top) au centre du capteur (cf. Figure 75). Les deux
couches du capteur (face avant et arriére) sont reliées avec des trous métallisés
nommeés par son acronyme en anglais VIA (Vertical Interconnect Access).

L’utilisation d’un capteur double face nous permet d’une part, cibler le champ
électrique, concentré dans le gap, sur la face avant du capteur laquelle sera en contact
avec I’ceuf. D’autre part, nous permet un meilleur assemblage du connecteur (face
arriére) en utilisant aussi des VIAs pour relier la masse du connecteur au plan de masse
du capteur placé sur la face avant. Notons que la ligne d’acces de la version précédente
du capteur était une ligne coplanaire dont le plan de masse se trouve de part et d’autre
du conducteur (dans le méme plan). Dans cette version, due au caractere double face
du capteur, la ligne d’accés correspond a une ligne micro ruban dont le plan de masse
se trouve de I’autre c6té du substrat.

Top Bottom

7
Jvias <

D - ‘
' |

\

\

Figure 75 Capteur C2 double face
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La Figure 76 montre la distribution du champ électrique du capteur (sans ceuf)
simulé sur HFSS a 3GHz. Nous pouvons observer que le champ électrique est rayonné
vers I’avant et I’arriére du capteur comme pour le capteur précédent. Cependant, nous
avons ¢liminé le rayonnement vers I’avant de la ligne d’acces, ce qui permet de cibler
le champ dans le centre du capteur, zone de contact avec I’ceuf.

E Field [¥/m] Zone de contact avec I’ ceuf
Bottom Top 1. DOGOE+00Y
. 9. 333364003
8. 6667E+003
§.D0DOE+003
7.3333E+003
6. 6667E+003
6. DOBOE+003
5.3333E+003
4, 6667E+003

0 4, DEORE +003 Bottom

o 3.3333E4003
o 2. 6667E+003
B o) 2. BPOVE+003
w 1.3333E+003
ucn I 6. 6667E+002
5 0. DOODE+000

Figure 76 Simulation sur HFSS du Capteur C2

Nous avons aussi concu la version bande étroite du capteur (C2b) avec une
inductance de 4.7 nH localisée en série avec la ligne d’accés du capteur (face arriére).
De plus, deux versions de chaque capteur ont été congues avec différentes tailles du
gap : 4mm (capteur a grand gap) et 2 mm (capteur a petit gap). Les dimensions des
capteurs congus sont montrées dans le schéma de la Figure 77. Le substrat utilisé est
du FR4 avec une permittivité de 4.2, une tangente de pertes de 0.018 et une épaisseur
de 1.6 mm.
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Grand gap Petite gap

S Dimensions Capteur (mm)
Gap 4 2
R, 4
R, 8 6
B / 16
PH N w 2.5
| M h 1.6
g A 36
2 B 30
@]
o Emplacement
Connecteur SMA

Emplacement
Inductance L

] ;
Figure 77 Schéma et dimensions des capteurs C2

En résumé, nous avons congu 4 capteurs en configuration « double face »
différents ; dont deux capteurs a grand gap C2 et C2b (avec inductance localisée), et
deux capteurs a petit gap C2.1 et C2.1b (avec inductance localisée). Les modules des
coefficients de réflexion |Si1| du capteur C2 (a grand gap) simulés et mesurés sont
montrés dans la Figure 78.

—HFSS

|1,/ dB

-8 Mesuré

-10
-12
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fréquence (GHz)

Figure 78 coefficient de réflexion |Si1| du capteur C2 a grand gap



122

Nous observons, un bon accord entre les courbes simulé et mesuré, malgré une
différence d’environ 4dB dans les pics du |S11| & 2.8GHz et a 6.9GHz. Ceci peut étre
attribué aux effets des éléments de fabrications des capteurs tels que métallisation,

VIAs, ainsi que 1’assemblage des capteurs, qui n’ont pas été simulés identiquement
sur HFSS.

En comparaison avec la version précédente du capteur (C1), nous observons
une augmentation de I’amplitude de la résonnance sur le coefficient de réflexion a
2.8GHz ainsi qu’une diminution de la fréquence dans laquelle cette résonnance
apparait.

Si nous considérons, approximativement, que la moitié de 1’énergie est
propagée dans le substrat et I’autre moiti¢ dans I’air, la permittivité effective du
capteur est calculé comme suit :

Eair + Esubstrat
Eeff = > = 3.2

Ensuite la longueur d’onde effective pour f=2.8 GHz est calculée a partir de la
vitesse de propagation de I’onde et la fréquence comme suit :

v C
A = == =
eff o7 oy 60 (mm)

Le rapport entre le diamétre du cercle central du capteur et la longueur d’onde
2R

—™% = (0.26 pour la masse et de 2Rm — 0.13 pour la partie
Aeff Aeff

conductrice. Ceci correspond donc environ au quart et au huitieme de longueur d’onde.
En effet ce résultat indique qu’a la fréquence de 2.8 GHz il se produit un phénoméne
de résonance dans le capteur et en conséquence un rayonnement du champ
électromagnétique. Ceci a été confirmé, comme décrit ci-aprés, avec la mesure du

diagramme de rayonnement du capteur dans une chambre anéchoique.

effective est de

Le coefficient de reflexion du capteur C2b mesuré et simulé sur HFSS est
montré dans la Figure 79. Nous observons en général un bon raccord entre la courbe
simulée et la courbe mesurée avec une différence dans la valeur |S11| d’environ 1 dB
et un décalage fréquentiel de 0.3GHz. Les causes de ces différences ont été déja
évoquees précédemment, et dénotent les limites de la simulation électromagnétique.
Cependant cet outil nous a permis de concevoir et d’optimiser nos capteurs.
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Le but de ce capteur, bande étroite, est de nous permettre de focaliser le champ
électromagnétique, a une frequence déterminée (associé a la valeur de I’inductance),
afin de maximiser un éventuel contraste male/femelle.

-0,5
-1
m
S
— -1,5
& —— HFSS
-2 Mesuré
-2,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fréquence (GHz)

Figure 79 coefficient de réflexion |Si;| du capteur C3b

I1.2.1. Diagramme de rayonnement du capteur

Afin de vérifier le comportement des capteurs aux fréquences dont le
coefficient de réflexion présente une résonnance, nous avons mesure les capteurs dans
une chambre anéchoique disponible au LAAS-CNRS, destinée a la caractérisation
d’antennes. Il s’agit d’une chambre isolée des ondes électromagnétiques, équipée
d’une antenne réceptrice large-bande aux caractéristiques connues, connectée a un
analyseur de réseau vectoriel (ARV). Le capteur est placé en face de 1’antenne
réceptrice a une distance de 2 (m) sur un support permettant de tourner le capteur dans
I’axe horizontal et vertical. Les diagrammes de rayonnement mesurés pour le capteur
C3 face avant et face arriéere sont montrés dans la Figure 80 pour une plage de
fréquences de 1 a 4.07 GHz, et a la Figure 81 pour une plage de fréquences de 5.2 a
8.1 GHz, dans I’axe horizontal entre -120 et 120°.
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Figure 80 Diagramme de rayonnement du capteur C3 entre let 4.1 GHz
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Figure 81 Diagramme de rayonnement du capteur C3 entre 5.2 et 8.1 GHz

Avec ce résultat nous confirmons, d’une part que I’énergie est irradiée face
avant et face arricre du capteur. D’autre part nous observons un gain d’antenne (par
rapport a 1’antenne isotrope) de 1.5 dBi a la fréquence de 2.8 GHz (face avant du
capteur) et un gain de 2.5i dB a la fréquence de 7.15 GHZ. Les maximums du gain
correspondent aux fréquences de résonnances vues sur le coefficient de réflexion.

En conclusion, le capteur congu fonctionne comme une antenne, aux
fréquences de 2.8 et 7.15GHz pour lesquelles 1’énergie électromagnétique est
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rayonnée. Cependant ce rayonnement reste faible (comparé a une antenne
conventionnelle) avec le gain inférieur a 2 dBi.

I1.2.2. Capteurs a grand et petit Gap

En diminuant le gap, le champ électrique irradié reste plus proche de la surface
du capteur. Ceci nous permettra de cibler dans 1’ceuf une zone plus proche de la
coquille (moins en profondeur), tandis que le capteur a grand gap nous permettra
d’avoir plus de profondeur d’analyse dans I’ceuf. La Figure 82 montre les coefficients
de réflexion mesurés du capteur a grand gap (courbe bleu) et du capteur a petit gap
(courbe rouge).

Nous observons une différence d’environ 4 dB pour le pic du coefficient de
réflexion a 2.9 GHz. Ceci nous permet de conclure que le capteur a petit gap est moins
rayonnant. De plus, nous observons que la fréquence du premier pic pour le capteur a
petit gap a augmentée de 0.3 GHz due a la diminution de 2 mm du rayon de la masse
(R,,) dans le cercle central du capteur.

111 (dB)

-10

-12
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fréquence (GHz)

Figure 82 Coefficient de réflexion |Si:1| des capteurs C3 grand gap (bleu) et petit
gap(rouge)

En placant 2 capteurs face a face avec une separation R de 6 cm, nous avons
mesuré le coefficient de transmission |S21| avec un ARV comme est montré dans le
schéma de la Figure 83.
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Figure 83 Schéma mesure des capteurs face a face

Les modules des coefficients de transmission |S21| mesurés pour les capteurs
C2 a grand et petit gap, sont montrés dans la Figure 84. Nous observons une différence
d’environ 10 dB a 3GHz entre les courbes mesurées pour les capteurs ayant différentes
tailles de gap. Ceci confirme que le capteur a petit gap est moins rayonnant, et donc le
signal recu est plus faible. Nous observons aussi un fort bruit aux fréquences
inferieures a 1GHz d{ aux niveaux faibles du signal trés proche du plancher de bruit
de I’ARV induisant un couplage extrémement faible (<-80dB).

0,00E+00
0,00E+00  2,00E+00 4,00E+00 6,00E+00 8,00E+00 1,00E+01

-2,00E+01

-4,00E+01

-6,00E+01

IS (dB)

—— (2 Grand gap

-8,00E+01 —— (2 Petit gap

-1,00E+02

-1,20E+02 ;
Fréquence (GHz)

Figure 84 coefficient de transmission |Sz;| capteur C3 grand et petit gap
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Nous avons également mesuré le coefficient de transmission pour le capteur C2b (avec
inductance localisée) avec grand et petit gap (cf. Figure 85). Nous observons aussi une
différence d’environ 10 dB a la fréquence de 1.9 GHz.

-20
-40

-60

Sz | dB

-80
———(C2b Grand gap

-100
——— (C2b Petit gap

-120
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Fréquence (GHz)

Figure 85 coefficient de transmission |Sz;| capteur C2b grand et petit gap

En conclusion nous avons congu 4 types de capteurs pour I’analyse non
invasives des ceufs, ayant différentes caractéristiques tels que large bande (C2), bande
étroite (C2b), et pour chacun d’eux nous avons congu une version grand gap et une
version petit gap, dont les caractéristiques de rayonnement du champ sont différentes.

Le capteur C2 a été utilisé dans la phase de mesures non invasives des ceufs
décrite ci-aprés dans ce chapitre de these.

Ensuite nous avons étudié les capteurs afin de connaitre leurs performances
dans le contexte de la mesure des ceufs. Pour ceci, un « setup » de simulation sur HFSS
a ét¢ mis en place ainsi qu'un « Setup » expérimental en laboratoire afin d’évaluer la
sensibilité¢ des capteurs pour la mesure d’un ceuf. Pour cela nous avons utilisé le banc
de spectroscopie non invasive des ceufs présenté ci-apres.
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ITII. BANC NON INVASIF DE
SPECTROSCOPIE DES (EUFS

Le banc de spectroscopie RF non invasif des ceufs est composé d’abord d’un
support mécanique permettant de placer I’ceuf en contact avec deux capteurs (cf Figure
86). Il est composé d’un support permettant de placer I’ceuf au centre en position
verticale entre les deux capteurs placés de chaque coté de I’ceuf. Des ressorts
métalliques permettent de maintenir par pression les capteurs en contact avec |’ ceuf.
Pour faciliter le contact ceuf-capteur un joint torique fabriqué en caoutchouc a été placé
dans le cercle central du capteur (zone de concentration du champ électromagnétique
dans le capteur).

Les capteurs sont connectés a un ARV de deux ports, dont le capteur placé a
gauche de I’ceuf est connecté au port 1 et le capteur a droite est connecté au port 2. La
méthode d’analyse des ceufs consiste a mesurer la réflexion de deux cotés de 1’ceuf
(S11 et Sz2) ainsi que la transmission du port 1 au port 2 (S21). Chaque coefficient est
compos¢ d’un module et d’une phase, et il est mesuré sur 601 points en fréquence,
entre 0.1 et 8.5 GHz.

Ressorts métalliques

Support Capteur
Support ceuf

Support cable

Capteur + joint torique

Figure 86 Support mécanique pour la spectroscopie RF des ceufs

Le support mécanique décrit ci-dessus a été concu précédemment a mon travail
de thése et destiné a la mesure d’un ceuf en position verticale. Cependant lors de
campagnes de mesures des ceufs, nous avons utilisé ce support dans une configuration
différente permettant de mesurer les ceufs en position horizontale comme décrit plus
tard dans ce chapitre. Néanmoins nous avons utilisé cette configuration (ceuf vertical)
pour étudier la sensibilité des capteurs lors de la mesure d’un ceuf en mettant en place
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un banc expérimental ainsi que de simulations sur HFSS afin de valider la méthode et
les résultats obtenus.

III.1. ETUDE DE SENSIBILITE DES CAPTEURS

Nous avons étudié la sensibilité des capteurs définie comme la capacité de
détecter un objet (perturbateur métallique) dans un milieu aqueux (eau DI) contenu
dans une coquille d’ceuf comme illustré dans le schéma de la Figure 87. Le
perturbateur est placé dans 1’ceuf rempli d’eau a environ 3 mm de distance du capteur
1 suivant I’axe x (xo) et au centre du systeme capteurs suivant les axes y et z (Yo, Z2o).
La coquille d’ceuf utilisé a un diamétre de 4.5 cm et une épaisseur de 0.4 mm.

Capteur 1
Capteur 1 Capteur 2
z
\
| | | \
X 1 ]
*o—— E y|!
I
\ 1
1
eau I N /
“
Coquille ceuf Rk

Figure 87 schéma du banc de mesure de la sensibilité des capteurs

Le perturbateur est composé d’un cylindre métallique d’environ 4 mm de
diametre et 4 mm de hauteur, dont sa position est contrélée avec un bras manipulateur
3 axes (x,y,z) comme présenté dans la photo de la Figure 88. Les capteurs 1 et 2, sont
connectés respectivement aux ports 1 et 2 du ARV afin de mesurer les parametres S
de I’ensemble capteur-ceuf.
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Figure 88 Banc expérimental pour I’étude de sensibilité des capteurs

La sensibilité des capteurs est calculée a partir des variations des parameétres S
entre la mesure avec le perturbateur et la mesure du banc sans le perturbateur. Il s’agit
alors d’un analyse différentielle en prenant la coquille remplis avec de I’eau DI comme
milieu de référence.

AS = Savec perturbateur ~— Ssans perturbateur

Nous avons alors mesuré la sensibilité des capteurs en déplagant le perturbateur
le long des différents axes (x,y,z) et les résultats obtenus sont présentés dans les
paragraphes suivants.

III.1.1. Perturbateur dans l'axe x

Les variations du coefficient de réflexion (AS11) en fonction de la position du
perturbateur dans 1’axe x est montré dans la Figure 89 pour le module, et Figure 90
pour la phase a différentes fréquences. Les déplacements du perturbateur dans 1’axe x
ont été faits par pas de 3 mm, en commencant a partir du point Xo place a environ 3
mm du capteur 1 et centré sur les axes y et z (Yo,20).
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Figure 89 variations du module du coefficient de réflexion |AS;1:| en fonction de la position

du perturbateur dans l'axe x.

Nous observons un fort affaiblissement du signal (AS11<0.1) & partir de
x=15mm, nous considererons cette valeur comme la profondeur de détection du
capteur définie comme la distance maximale, suivant 1’axe x, dans laquelle le
perturbateur est détecté.

Aphase(S,;) (degrés)

o
6 9 12 15 18 21
X (mm)

24
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—o— 2GHz
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—— 4GHz

—8— 5GHz

Figure 90 variations de la phase du coefficient de réflexion |AS;:| en fonction de la

position du perturbateur dans l'axe x

Nous observons une forte sensibilité a 2 et 3 GHz pour le module eta 2, 3 et 4
GHz pour la phase. Cette sensibilité diminue fortement a partir de x=15 mm
(profondeur de détection). Nous observons aussi un effet d’ondes stationnaires qui se

produit a I’intérieur de 1’ceuf qui expliquerait les variations de la valeur mesurée. Pour
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les fréquences inferieures a 2 GHz et supérieures a 4 GHz la sensibilité au perturbateur

en réflexion est faible.
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Figure 91 variations du module du coefficient de transmission |AS;| en fonction de la
position du perturbateur dans l'axe x
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Concernant les variations en transmission AS21 (cf. Figure 91), nous observons
aussi une sensibilité plus marquée aux fréquences de 2 et 3 GHz. Nous remarquons
également des variations aux fréquences de 2 et 3 GHz dues a I’effet « ondes

stationnaires » précédemment évoqué.

II1.1.2. Perturbateur I'axe y

De la méme fagon nous avons déplacé le perturbateur dans I’axe y, a partir du
centre du capteur (Yo,zo) et a une distance d’environ 3 mm du capteur 1 dans I’axe x
(Xo). Les déplacements ont été faits par pas de 2 mm. Les variations du coefficient de
réflexion, en fonction de la position du perturbateur dans 1’axe y, sont montrées dans
la Figure 92 pour le module et Figure 93 pour la phase a différents fréquences.
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Figure 92 variations du module du coefficient de réflexion |AS;i:| en fonction de la position
du perturbateur dans l'axe y

Nous observons, comme pour les résultats précédents, une forte sensibilité en
réflexion aux fréquences de 2 et 3 GHz. La sensibilité diminue lorsque le perturbateur
se déplace dans I’axe y. Quand le perturbateur est a y=6 mm il se trouve au niveau de
la fin du disque metallique central du capteur (zone de concentration du champ
électrique dans le capteur). Quand le perturbateur est dehors cette zone (y >6 mm) la
sensibilité du capteur deviens trés faible. Concernant la phase du coefficient de
réflexion le capteur présente une sensibilité plus marquée a 4 GHz pour y < 6mm (cf.
Figure 93).

En considérant que le capteur a été déplacé depuis le centre du capteur vers la
droite, suivant 1’axe y, et en considérant la symétrie du capteur, nous obtenons une
fenétre de détection horizontale de 12mm (équivalent a 2 x 6 mm). La fenétre de
détection horizontale est definie comme la largeur totale, suivant I’axe y, dont le
perturbateur est détecté.

Ce résultat confirme donc, que 1’énergie électromagnétique est concentrée dans
le disque central du capteur et par conséquence dans cette zone le capteur présente une
sensibilité plus élevée.
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Figure 93 variations de la phase du coefficient de réflexion |AS::| en fonction de la
position du perturbateur dans l'axe y
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Concernant la transmission (cf. Figure 94), nous observons une sensibilité en
transmission non nulle pour des valeurs de y>6mm, pour lesquelles le perturbateur est
hors du disque central du capteur. Nous attribuons ce phénomene au fait que le
couplage et donc le champ électromagnétique entre les capteurs occupe la totalité de

P’intérieur de 1’ceuf.
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II1.1.3. Perturbateur dans l'axe Z

Pour évaluer la sensibilité du capteur dans 1’axe z, nous avons déplacé le
perturbateur depuis le centre du capteur (Xo,Yo,2o) vers le haut par pas de 2 mm. Nous
observons des variations en réflexion marquées a 3 GHz (Figure 95). On observe aussi
une forte diminution de la sensibilité pour des valeurs de z supérieures a 12 mm. De
méme que pour les variations suivant 1’axe y, nous avons défini la fenétre de détection
verticale comme la longueur totale, suivant 1’axe z, dont le perturbateur est détecté
(2x14 mm = 28 mm).
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Figure 95 variations du module du coefficient de réflexion |AS;i:| en fonction de la position
du perturbateur dans l'axe z

Pour la phase nous observons une plus forte sensibilité a 4 GHz pour des
valeurs de z < 14 mm (Figure 96).
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Figure 96 variations de la phase du coefficient de réflexion Aphase(S11) en fonction de la

position du perturbateur dans I'axe z

De méme que pour les résultats obtenues pour des variations du perturbateur
suivant I’axe y, nous observons une sensibilité en transmission non nulle pour des
valeurs de z > 14 (cf. Figure 97). . Nous attribuons ce phénoméne au fait que le
couplage et donc le champ électromagnétique entre les capteurs occupe la totalité de
I’intérieur de I’ceuf.
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II1.1.4. Sensibilité des Capteur C2.1 (petit gap) et
C2b

Nous avons constaté précédemment que le capteur a petit gap présente un
rayonnement moins intense que celui du capteur a grand gap. Ceci implique une
réduction de la sensibilité du capteur par un facteur d’environ 2, en comparaison au
capteur grand gap. Nous observons de plus que les fréquences pour lesquelles le
capteur est plus sensible (en réflexion) sont 3 et 4 GHz (Figure 98) a la différence du
capteur a grand gap ou les fréquences de forte sensibilité sont 2 et 3 GHz. Cependant
la profondeur de détection (suivant 1’axe x) reste similaire (15 mm) a celle obtenue
pour le capteur C2.
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AN\ & o —e—1GH:
0,0 @—pf— —Wu—w |
— 01 __v_./ —8— 2GHz
o
©
= -02 3GHz
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3 6 9 12 15 18 21 24
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Figure 98 variations du module du coefficient de réflexion |AS;i:| du capteur C2.1 en
fonction de la position du perturbateur dans I'axe x

Les variations du coefficient de réflexion dans I’axe y sont montrées a la Figure
99. Nous observons une fenétre de détection horizontale plus faible sachant que
y=4mm correspond a la fin du disque central du capteur. En considérant que le
perturbateur est placé initialement au centre du capteur puis déplacé dans I’axe y vers
la droite, nous pouvons donc assumer que la fenétre de détection horizontale (suivant
I’axe y) correspond au double de la valeur obtenue avec cette mesure. Donc pour le
capteur a petit gap nous avons une fenétre de détection horizontale de 8mm, tandis que
pour le capteur a grand gap nous avions une fenétre de détection horizontale de 12
mm.
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Figure 99 variations du module du coefficient de réflexion |AS1;| du capteur C2.1 en
fonction de la position du perturbateur dans l'axe y

Finalement le capteur bande étroite C2b (a grand gap) présente plus de
sensibilité a la fréquence de 2 GHz, pour les autres fréquences la sensibilité est tres
faible. De plus nous observons une augmentation de 6 mm de la profondeur de
détection (x=21 mm).
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Figure 100 variations du module du coefficient de réflexion |AS;:| du capteur C2b en
fonction de la position du perturbateur dans l'axe x

II1.1.5. Conclusions et perspectives

Cette étude nous a permis d’évaluer expérimentalement la sensibilité des
différents capteurs. Nous avons défini la sensibilité du capteur comme la capacité de
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détecter un élément perturbateur (petit volume et métallique) dans un milieux aqueux
(eau DI) a I’'intérieur d’une coquille d’ceuf. Ceci nous a permis de caractériser les
capteurs en fonction de la profondeur de détection suivant I’axe x, et en fonction de la
fenétre de détection suivant les axes horizontal (y) et vertical (z). Les résultats nous
ont de plus permis de connaitre les fréquences auxquelles le capteur est plus sensible.

Le Tableau 17 résume les différents parametres de sensibilité en réflexion des
capteurs (valeurs approximées).

c: 2.1 2

Sensibilité 15 0.7 0.6
Max(A|S11]) (@3 GHz) (a4 GHz) (@2 GHz)
dB
Profondeur de
détection (x) 15 15 21
(mm)

Fenétre de détection
horizontal (y) 12 8 12
(mm)

Fenétre de détection
verticale (z) 28 8 12
(mm)

Fréequence
GHz 2-3 3-4 2

Tableau 17 Résume sensibilité capteurs aux fréquences 2, 3 et 4 GHz.

Pour cette étude, nous avons choisi un perturbateur métallique afin de
maximiser le contraste, en revanche nous avons minimisé sa taille pour simuler une
situation de détectabilité difficile.

II1.1.6. Sensibilité des capteurs sur HFSS

Nous avons utilisé le logiciel de simulation électromagnétique, afin de prédire
les caractéristiques de détection du capteur, en analysant I’intensit¢é du champ
électrique |E| suivant les axes x,y,z a I’interieur de 1’ceuf. Ceci nous permet, d’une part
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de valider les mesures précédemment faites et d’autre part, complémenter les résultats
obtenus.

Pour ce faire, nous avons créé une sphere de 4.5 cm de diametre remplie d’eau
(Figure 101). La sphére d’eau est entourée par une couche de 0.4 mm d’épaisseur pour
simuler la coquille. La permittivité diélectrique de la coquille est estimée a une valeur
de &, = 2.7 avec un tangente de pertes de 0.02 & 10GHz (Hussain 2009). Nous avons
tracé trois axes a l’intérieur de I’ceuf et nous avons simulé I’intensit¢é du champ
électrique |E| suivant chaque axe a différentes fréquences. La simulation a été faite en
utilisant le capteur C2 (grand gap).

Figure 101 Simulation HFSS - schéma de la structure.

L’intensité du champ électrique simulée le long des axes X,y et z est montrée
aux Figure 102, Figure 103 et Figure 104 respectivement. Les axes y et z sont placés
a 3 mm du capteur 1. Si nous considérons la valeur de 300 VV/m comme une intensité
de champ faible (qui correspond a la moitié des champs maximum observés aux Figure
102,Figure 103, et Figure 104 ), nous observons une profondeur des ondes suivant
I’axe x entre 12 et 15 mm a 2 GHz. De plus, nous retrouvons une intensité du champ
plus importante aux fréquences de 2 et 3 GHz.
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Figure 102 Intensité du champ dans I'axe x

En considérant toujours 300 V/m comme la limite inférieure de I’intensité du
champ électrique, nous observons une fenétre de détection horizontale (suivant 1’axe
y) de 8 mm a 2 GHz (voir Figure 103). Si nous considérons la limite inferieur de
|E|=200 V/m nous retrouvons la fenétre de détection horizontal de 12 mm obtenue dans
les mesures expérimentales.
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Figure 103 intensité du champ E dans l'axe y
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Suivant I’axe z nous obtenons une fenétre verticale d’environ 12 mm pour 3
GHz. A noter que z=1 mm correspond a la partie plus haute de I’axe. Pour des
contraintes liées au logiciel nous avons coupé la sphere dans sa partie basse, ce qui
altére les intensités de champ a proximité du bas de la sphére. La fenétre a été
extrapolée par symétrie (voir Figure 104).
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Figure 104 Intensité du champ E dans l'axe z

Ce setup réalisé sur HFSS nous a permis de calculer I’intensité du champ
¢lectrique a I’intérieur d’un ceuf, modélisé par une coquille (sphérique) remplis d’eau.
Nous avons obtenu des résultats similaires a ceux obtenues avec le banc expérimental
nous permettant de valider les méthodes expérimentales et par simulation de
caractérisation de la sensibilité des capteurs. Pour les prochaines versions des capteurs,
la méthodologie de prédiction des performances des capteurs développés sur HFSS
ainsi validée peut rentrer dans le processus de conception et d’optimisation de
nouveaux capteurs.

Nous pouvons désormais développer (perspective de ce travail) une approche
plus proche du scenario réel de mesure d’un ceuf en améliorant le modele de 1I’ceuf
utilisé, avec différentes structures contenant différents liquides de propriétés
diélectriqgues mimant les liquides de I’ceuf. De la méme fagon pour le banc
expérimental, nous pourrons nous approcher encore plus de la mesure d’un ceuf en
concevant un mode¢le d’ceuf plus réaliste dont le perturbateur serait composé par une
des structures de 1’ceuf que nous souhaitons cibler.

Nous avons réalisé différentes campagnes de mesures non-invasives d’ceufs,
en utilisant le capteur C2 dans la plupart des campagnes de par sa forte sensibilité. Les
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méthodes utilisées ainsi que résultats obtenues sont décrits dans le prochain
paragraphe.

IV. MESURES NON INVASIVE
DES (EUFS

La partie finale de mon travail de thése, a été dédié a la spectroscopie RF non-
invasive des ceufs, ayant pour but de déterminer le genre de I’embryon. Cette partie
décrit les méthodes utilisées : de la méthode de préparation des ceufS incluant le
processus d’incubation, a la méthode de mesure de I’ceuf afin de cibler une zone
particuliére de ce dernier, ainsi que 1’analyse des résultats obtenus.

IV.1. CONDITIONS D'INCUBATION ET DE MESURE

A partir des résultats obtenus lors de I’analyse de liquides de I’ceuf décrits dans
le chapitre 2 de cette thése, la question sur I’embryon comme une source de
différentiation sexuel de 1’ceuf est clairement posée. En conséquence, pour les
campagnes des mesures non invasives des ceufs nous avons ciblé premicrement
I’embryon.

Le support mécanique nous permettant la mesure non invasive des ceufs a été
congu pour mesurer un ceuf en position verticale, avec les capteurs collés a la partie
centrale de I’ceuf (la partie plus large). Un ceuf incubé en position verticale a la
chambre & air dans la partie haute, les structures de 1’ceuf sont potentiellement
configurées comme montré par la Figure 105.

o Chambre d’air e

i

Possibles
positions
de
I'embryon

—
_—
>

-

Sac
Vitellin
(Jaune)

Blanc

Avant Arriére

Figure 105 schéma d’un ceuf incubé en position verticale
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Nous pouvons identifier deux faces (avant et arriére) grace a la forme que
prend le sac vitellin (jaune de I’ceuf) collé a la coquille. Celui-ci est visible
physiquement avec un éclairage puissant de 1’ceuf. L’embryon va se positionner de
préférence dans la face arriére, en haut et au centre. Cependant, il peut aussi se placer
en haut mais décalé vers un des c6tés de I’ceuf. Dans tous les cas, il est hors de la
fenétre de détectabilité du capteur, laquelle est positionnée dans la partie centrale de
1’ceuf.

Pour positionner I’embryon au centre de 1’ceuf et proche a la coquille nous
avons incubé les ceufs en position horizontale comme montré a la Figure 106. Ensuite,
pour la mesure des ceufs nous avons placé les capteurs de chaque coté de 1’ceuf (Figure
106 a droite) en gardant 1’ceuf horizontal. De cette maniere, le capteur 1 se trouve au
niveau de I’embryon et par conséquence, les signaux réfléchi (Si1) et transmis (Sz1)
sera affecté par I’embryon.

Su
Position

[\ Capteur1
Embryon

Sac vitellin

Sa1
I C:pieur 2

Figure 106 incubation et mesure d’un ceuf en position horizontale

Pour les premiéres campagnes de mesures, les ceufs ont été incubés au LAAS-
CNRS en position horizontale (Figure 107.a). Les ceufs ont été ramenés directement
du couvoir en J-0 au laboratoire et ont été mis en incubation & une température 37.7
°C et avec un taux d’humidité de 57%.

Avant d’€tre mesurés, les ceufs ont été éclairés avec une lampe pour déterminer
la position de I’embryon (cf. Figure 107.b ). Ensuite, ils ont été marqués avec un cercle
de méme diametre que la partie métallique centrale du capteur nous permettant de
positionner le capteur 1 dans la zone ou I’embryon se trouve (cf. Figure 107.c).
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a) Incubation horizontal b) Mirage position embryon c¢) Marquage zone embryon

Capteur

Joint torique

Figure 107 a) incubation horizontale des ceufs, b) mirage de la position embryon, c)
marquage des ceufs.

Les mesures ont été faites dans une couveuse, dans laquelle nous avons placé le
banc de spectroscopie RF des ceufs, a une température d’environ 34 °C et a un taux
d’humidité d’environ 30% (voir Figure 108). L’ouverture successive de la couveuse
pour placer les ceufs dans les capteurs ne permet pas de monter la température et
I’humidité aux valeurs utilisés pour I’incubation. Cependant, 1’utilisation de cette
couveuse diminue la différence entre les conditions de 1’ceuf incubé et I’ceuf mesuré.
Par ailleurs, la mesure d’un ceuf est suffisamment rapide (temps de mesure estimé a
20 secondes par ceuf) pour ne pas altérer la température de 1’ceuf.

a0 18 (T

k. m | 5 j Couveuse

Capteur 1

Capteur 2

Support
mécanique
Capteurs

Figure 108 Mesure d’un ceuf en position horizontale

Le capteur 2 (en bas) reste fixe et sert ainsi de support & I’ceuf tandis que le
capteur 1 (en haut) est mobile dans I’axe vertical. Deux ressorts métalliques reliant les
deux capteurs permettent de serrer 1’ceuf et d’assurer le contact capteurs-ceuf.
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IV.2. ANALYSE DE DONNEES

La mesure d’un ceuf comporte I’enregistrement des coefficients de réflexion
(S11 et S») et de transmission (S21 et S12) de I’ensemble capteurs-ceuf (Figure 109).
Ces coefficients sont mesurés avec un ARV deux ports dans une plage large de
fréquences de 0.1 a 8.5 GHz. Les données (parameétres S) sont analysées sur ordinateur
en utilisant le logiciel Matlab nous permettant d’identifier dans le spectre un contraste
male-femelle.
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Figure 109 Schéma mesure d’un ceuf

Pour chaque ceuf mesuré nous mesurons 4 paramétres S dont chacun est
composé d’un module et d’une phase mesurés pour 601 points en fréquence. Ceci nous
amene a un total de 4800 donnés pour chaque ceuf mesuré.

Pour simplifier I’analyse de données nous avons considéré le systeme de la
Figure 109 réciproque (S21=S12). En placant 1’ceuf horizontalement, I’embryon est du
coté du capteur 1 dont Si1 est le coefficient de réflexion. Le capteur 2 est placé du c6té
du blanc dont, pour le moment, nous n’avons pas I’intérét d’analyser. En définitive,
dans un premier temps nous allons analyser uniquement les paramétres Si1 et So1.

En utilisant ces procédures, nous avons réalise 3 campagnes majeures de
sexage non invasif des ceufs decrites ci-dessous.
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IV.3. CAMPAGNE N°1

IV.3.1. Matériaux et Méthodes

Nous avons incubé 60 ceufs dont 40 ont été mesurés aux jours d’incubation 7,
8, 9 et 10. Parmi ces 40 ceufs, dont 21 femelles et 19 males, deux ccufs ont été
sélectionnés chaque jour pour des mesures de répétabilité. Par la suite, chaque ceuf a
¢té mesuré une fois et remis de suite en incubation. Le temps de mesure d’un ceuf est
approximativement de 20 secondes. Au jour 11 d’incubation les ceufs ont été ouverts
pour prélever certains constituants permettant la détermination du genre de chaque
embryon.

IV.3.2. Reproductibilité

Pour chaque journée de mesures, deux ceufs du groupe ont été sélectionnés
pour évaluer la répétabilité de la mesure d’un ceuf. Les erreurs de répétabilité peuvent
étre attribuées, d’une part au mouvement de 1’embryon dans 1’ceuf et, d’autre part, au
positionnement manuel (et donc non répétable) de I’ceuf dans les capteurs (contact
ceuf-capteur).

Analyse en réflexion

Pour évaluer la répétabilité due au mouvement de I’embryon dans 1I’ceuf, nous
avons positionné¢ I’ceuf entre les capteurs et nous avons enregistré 5 mesures
consécutives (avec des intervalles de temps aléatoires) sans changer ni la position de
I’ceuf ni celle du capteur.

Les écart-types du module du coefficient de réflexion (o(J]S11[) en fonction de
la fréquence, calculés sur 5 mesures consécutives des ceufs en jour 8 d’incubation (ceuf
36 et ceuf 38) sont montrés a la Figure 110.
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Figure 110 écart type du |S::1| (dB) di au mouvement de I'embryon des ceufs en J8

Pour évaluer la répétabilité due au positionnement de I’ceuf entre les capteurs,
nous avons répétitivement placé et enlevé I’ceuf entre les capteurs en enregistrant a
chaque fois Sy1. Les ecart-types du module du coefficient de réflexion o(|S11|) calcules
sur 5 mesures des ceufs 36 et 38 (en J8) sont montrés dans la Figure 111.
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Figure 111 Ecart-types du |S11| (dB) di au positionnement des ceufs en J8

Le mouvement de I’embryon n’est pas un fort contributeur (et de loin) sur
I’erreur de la mesure d’un ceuf, nous avons obtenus des écart types trés faibles 6<0.025
que nous prendrons comme le « bruit » de base de la mesure d’un ceuf. En revanche,
le positionnement de 1’ceuf présente des écarts types plus éleves notamment a la
fréquence de 2.58 GHz. Nous observons de plus que 1’écart type pour 1’ceuf 38 est
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plus élevé que 1’écart type pour I’ceuf 36. Ceci est dii possiblement au diamétre plus
élevé de I’ceuf 38 (par rapport au diametre moyen des ceufs) et par conséquence plus
difficile a le placer correctement entre les deux capteurs.

Nous avons répété cette mesure chaque jour de cette campagne de mesures.
Les écart types calculés du module (JS11|) et de la phase ($(S11)) du coefficient de
réflexion di au positionnement de 1’ceuf dans les capteurs, sont résumé dans le Tableau
18 pour les fréquences de 2 et 3 GHz (fréquences de forte dispersion).

Jour N° ceuf 2 GHz 3GHz

[S12]dB  (S11)°  [|Si1|dB d(S11)°

J-7 36 0.3 4.2 0.2 2.3
38 0.3 4.6 0.2 1.6

J-8 36 0.2 3.2 0.1 0.4
38 0.1 2.3 0.4 1.6

J-9 36 0.1 1.8 0.08 2.3
38 0.1 2.8 0.2 1.7

J-10 09 04 4.8 0.1 14
38 0.4 5.6 0.26 2.4

Moyenne 0.2 3.7 0.2 1.7

Tableau 18 Ecart types du module et phase du coefficient de réflexion (Si1) dd au
repositionnement de I'ceuf dans le capteur
En moyenne, I’écart type dl au positionnement manuel de 1’ceuf dans les
capteurs est de 0.2 dB pour le module du coefficient de réflexion aux fréquences de 2
et 3 GHz. Nous allons considérer pour cette campagne de mesures que tous les ceufs
mesurés présentent cet écart type.

Analyse en transmission

Le mouvement de I’embryon présente toujours un faible impact sur la
répétabilité de la mesure du coefficient de transmission des ceufs en J8 (Figure 112).
On observe des forts pics aux fréquences inferieures a 1 GHz et supérieures a 7 GHz
qui correspondent a des zéros de transmission observable a la Figure 115 du
paragraphe 1V.3.3 de ce chapitre.
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Figure 112 écart type du |Sz:| dB di au mouvement de I'embryon des ceufs en J8

Les écarts types liés au positionnement de 1’ceuf dans le capteur pour le module
du coefficient de transmission en fonction de la fréquence sont montrés a la Figure
113. En moyenne les écarts types du |S21| sont plus élevés que ceux obtenus pour le
coefficient de réflexion. Ceci s’explique par le fort niveau de bruit en transmission,
conséquence d’un transmission faible (<-20dB).
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Figure 113 écart type du |Sz:| (dB) due au positionnement des ceufs en J8
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IV.3.3. Spectre de I'ceuf

Les spectres en réflexion et en transmission quand les capteurs sont en contact
avec un ceuf en J8 sont montrés aux Figure 114 et Figure 115 respectivement. Les
spectres des capteurs sans ceuf (systéme vide) et avec un ceuf vide (juste la coquille)
sont aussi montrés nous permettant d’observer 1’effet de la coquille sur les paramétres
S.

Quand les capteurs sont en contact avec un ceuf en J-8 il se produit un fort pic
de -13 dB sur le coefficient de réflexion autour de 2.5 GHz et un deuxieme moins
intense de -6 dB autour de 6.5 GHZ. Ceci se traduit par un coefficient de transmission
qui atteint un maximum a -25 dB entre 2 et 3GHz.
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Figure 114 Module du coefficient de réflexion |S;;| d’un ceuf en J-8
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Figure 115 Module du coefficient de transmission |Sz:| d’un ceuf en J-8
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IV.3.4. Mesure des ceufs et analyse de donnés

Nous avons egalement mesuré 40 ceufs, dont chaque ceuf a été mesuré une fois.
Nous avons caractérisé le méme lot d’ceuf a différents jours d’incubation de J-7 jusqu’a
J-10. Pour chaque jour nous avons analysé le coefficient de réflexion et transmission
a différentes fréquences.

Analyse en réflexion

Afin d’identifier une différence male-femelle révélée par le coefficient de
réflexion, nous avons analysé les plans ¢(S11) vs |S11| dB a différentes fréquences.
Nous avons observe un contraste male-femelle visible pour les ceufs en J8 a 3 GHz (cf.
Figure 116). En tracant une droite «seuil » y=mx+b dont m=-9, nous pouvons
discriminer les ceufs femelles des méles avec une erreur d’environ 27% pour les males
et de 14% pour les femelles.
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Figure 116 Coefficient de réflexion des ceufs en J8 a 3 GHz

Le contraste male-femelle défini comme la différence entre les moyennes du
module du coefficient de réflexion des males et des femelles (Ayr|Si1| = [S11lm —
|S11]F) en fonction de la fréquence, est montré a la Figure 117 pour des ceufs &
différents jours d’incubation.

Nous pouvons observer, qu’en général, entre 2 et 4 GHz un contraste plus
marqué. Pour des ceufs en J8 ce contraste se présente spécialement plus fort.
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Figure 117 Contraste male femelle du module du coefficient de réflexion (A|Si:|)

En effet, nous obtenons un maximum de contraste a la fréquence de 2.58 GHz.
Cependant, nous trouvons a la méme fréquence une dispersion entre ceufs de méme
sexe supérieure au contraste (Figure 118). En conséquence, une discrimination male
femelle dans le plan ¢(S11) vs |S11] a cette fréquence n’est pas significatif. Il en est de
méme fagon pour le fort contraste obtenu pour des ceufs en J7 a 2.3 GHz dont les écart-
types entre ceufs de méme sexe sont également supérieurs au contraste.
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Figure 118 écart-type |S11| (dB) ceufs méle (M) et femelles (F)
Enfin, a 3 GHz nous obtenons un contraste male femelle de Ay,_r de 0.4 dB et

un écart type de répétitivité également d’environ 0.4 dB. L’écart type de la mesure
d’un ceuf (due au positionnement de 1’ceuf dans le capteur) est estimé a 0.2 dB en
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moyenne, pouvant arriver a une valeur de 0.4 dB pour des ceufs de grand taille ou
difficiles a bien placer entre les capteurs. En conclusion, la différence visible dans le
plan &(S11) vs |S11| @ 3 GHz, ne peut pas encore étre confirmée.

Nous avons montré précedemment que ce capteur présente une forte sensibilité
entre 2 et 4GHz. En conséquence, a cette fréquence le contraste male-femelle se
présente plus fort mais également avec une forte dispersion di a la répétabilité de
mesure. Celle-ci due d’une part, au positionnement de I’ceuf entre les capteurs ayant
un effet direct sur le contact capteur-ceuf. D’autre part s’ajoute la dispersion
intrinséque entre ceufs provenant du méme lot (méme canne pondeuse) et incubés dans
la méme condition, ayant un embryon du méme sexe.

Analyse en transmission

Le contraste male-femelle en transmission aux différents jours d’incubation est
montré dans la Figure 119. Les courbes obtenues sont trés bruitées et donc il est
difficile de distinguer des zones dans le spectre de plus fort contraste. De plus, il est
difficile d’identifier un jour d’incubation qui présente particuliérement un plus fort
contraste.
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Figure 119 Contraste méle-femelle du module du coefficient de transmission (A|Sz:])
L’écart type du |S21| mesuré pour ceufs en J8 du méme sexe (cf. Figure 120)

présentent une valeur moyenne autour de 2 dB entre les fréquences de 1 et 6 GHz
(supérieure aux valeurs du contraste).

Ces résultats ne permettent pas de repérer une fréquence pour laquelle il serait
possible de discriminer les ceufs males des femelles. De plus, nous avons analysé les



155

plans ¢(Sa1) vs [Sa1| aux différents fréquences et pour différents jours d’incubation
sans détecter visiblement un différence male femelle.
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Figure 120 écarts types |Sz;| (dB) des ceufs méles (M) et femelles (F) en J8

Pour la suite nous nous sommes concentrés sur 1’analyse en réflexion a 3GHz
pour des ceufs aux alentours de J8. Pour cela nous avons mesuré un nombre inferieur
des ceufs mais en réalisant plusieurs mesures par ceuf afin de mieux évaluer les erreurs
de mesure pour chaque ceuf.

IV.4. CAMPAGNE N°2

IV.4.1. Matériaux et Méthodes

Nous avons incubé 30 ceufs et suivi seulement 20 ceufs, dont 9 males et 11
femelles. Chaque ceuf a ét€¢ mesuré 5 fois consécutives en repositionnant a chaque fois
I’ceuf dans les capteurs. De cette fagcon, nous pouvons alors calculer les erreurs de
mesure pour chaque ceuf. Les ceufs ont été incubé a 1’horizontal pour favoriser le
positionnement de I’embryon. Ensuite les ceufs ont été mesurés dans les jours
d’incubation 7, 8 et 9.

Pour avoir une idée générale de la répétabilité de la mesure pour chaque jour
d’incubation, nous avons moyenné les écarts types des ceufs comme montré dans la
Figure 121. Nous observons des écarts types trés élevés entre 2 et 3 GHz notamment
pour les ceufs en J7. Cependant pour des fréquences supérieures a 3.4 GHz nous
obtenons des écarts types faibles 6<0.1 dB.
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Figure 121 moyenne des écarts types du |Si1| (en dB) des ceufs pour différents jours
d’incubation

Nous avons alors analysé les plans ¢(S11) vs [Su| aux différents fréquences
entre 1 et 8.5 GHz. A la fréquence de 3.5 GHz une différence méle femelle est
visiblement discernable (Figure 122). Nous avons trace les écart-types pour chaque
ceuf (o pour le module et la phase) et nous avons ainsi tracé une droite (y=mx+b) en
divisant les deux groupes identifiés (male-femelle). En effet, les écart types sur le
module du coefficient de réflexion (abscisse dans le graph de la Figure 122)
représentant I’incertitude de la valeur mesuré montrent que certains ceufs proches a la
frontiere pourraient étre mal classifiés.
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Figure 122 Plan |Si:1| vs ¢(S11) & 3.5 GHz et écart types par ceuf (J-8)
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Plus précisément, les ceufs males ont un écart type en moyenne de 0.05 dB et
les ceufs femelles de 0.02 dB sur le module du coefficient de réflexion & 3.5 GHz. En
effet cet écart type est faible, cependant, le contraste des moyennes male-femelle se
présente aussi faible Ay _r(|S;1]) = 0.07 dB a cette fréquence (cf Figure 123). De
méme fagon pour I’écart type entre ceufs de méme sexe (cf. Figure 124) étant aussi du
méme ordre du contraste (environ 6=0.07 dB).
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Figure 123 Contraste méle-femelle A|S1;| dB en fonction de la fréquence aux différents
jours d’incubation.
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Figure 124 écart types du coefficient de réflexion (en dB) des ceufs méles (M) et femelles
(F) en J8

En résume, nous avons analysé trois valeurs caractéristiques issues des mesures
des ceufs. La premiére étant la répétabilité évaluée sur I’incertitude de la valeur
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mesurée par ceuf due au positionnement de I’ceuf dans les capteurs. Le deuxiéme
parameétre que nous avons analysé est le contraste des moyennes entre les ceufs males
et femelles en fonction de la fréquence afin d’identifier les zones, dans le spectre, de
plus fort contraste. Le troisieme paramétre que nous avons considéré dans cette
analyse, est la dispersion intrinséque li¢ aux différences entre ceufs de méme sexe. En
effet nous cherchons avoir un contraste male-femelle supérieur a I’incertitude de la
mesure d’un ceuf et notamment supérieur a la dispersion intrinséque des ceufs ayant le
méme sexe. Jusqu’a ici, les résultats obtenus ne nous permettent pas d’étre concluants
sur une différentiation male-femelle. Cependant, dans les deux campagnes de mesures
réalisés nous avons trouvé des résultats similaires pour des ceufs en J8 ce qui est
encourageant car cela démontre la robustesse des mesures (des préparations et
conditionnements des ceufs aux traitements des mesures) pour cette condition J8. Ceci
nous suggeére de garder alors cette piste de sexage basé sur la mesure des embryons
(in-ovo) en J8, tout en developpant plus avant notre technique.

Positionnement des ceufs dans les capteurs

Le positionnement de 1’ceuf entre les capteurs ajoute de I’incertitude dans la
mesure d’un ceuf notamment entre 2 et 3 GHz avec un fort pic autour de 2.5 GHz. A
cette fréquence le module du coefficient de réflexion présente également un pic quand
le capteur est en contact avec un ceuf. Nous avons constaté pendant les campagnes de
mesures realisés que le contact capteur-ceuf affecte fortement la valeur mesurée. En
conséquence, pour avoir une bonne répétabilité nous devons assurer un bon contact
capteur-ceuf.

Deux facteurs vont influencer le bon contact capteur-ccuf. D’une part, la
position de I’embryon dans 1’ceuf. L’incubation horizontale des ceufs faite pour ces
deux campagnes de mesures n’a pas assuré le placement précis de I’embryon dans le
centre de I’ceuf (partie plus large). Dans ce cas, afin de cibler I’embryon avec le capteur
1, nous avons été obligés d’incliner I’ceuf et par conséquence perturber le contact du
capteur 2 avec ’ceuf en ajoutant de 1’incertitude dans la mesure du coefficient de
transmission (S21) comme est montré dans la photo de la Figure 125.
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embryon

Capteur 2

Figure 125 photo contact capteurl-ceuf optimal mais capteur2-ceuf non optimal

D’autre part, ’utilisation des ressorts améliorent le contact entre les capteurs
et les ceufs. Pour les campagnes de mesures realisées nous avons utilisé seulement
deux ressorts dans la partie basse des capteurs. Pour la suite nous allons utiliser 4
ressorts (un dans chaque coin du capteur) afin d’optimiser le contact capteur-ceuf.

Nous allons laisser le capteur 1 mobile pour mieux s’adapter a la position de

I’embryon et le capteur 2 fixe servant d’une part comme support de I’ceuf et d’autre
part, pour permettre la mesure en transmission.

Incubation des ceufs

Pour placer ’embryon au centre de I’ceuf (dans la partie plus large) et proche
a la coquille nous avons incubé les ceufs en position horizontale. Nous avons rencontré
deux contraintes avec cette méthode. Tout d’abord ceci nécessite un support pour que
la position des ceufs soit parfaitement a I’horizontale pendant 1’incubation. Ensuite
pour les ceufs dont I’embryon n’est pas initialement placé au centre il est tres difficile
de « corriger » la position de I’embryon.

Nous avons alors mis en place une nouvelle méthode reposant sur une
incubation normale, avec les ceufs verticaux et, 30 minutes avant les mesures, cette
démarche consiste a placer les ceufs en position horizontale. Avec cette technique
I’embryon se placera au milieu de I’ceuf et en méme temps il sera facile de corriger
cette position en basculant I’ceuf du bon coté quelques minutes avant mesure. Par
ailleurs, avec cette méthode nous n’altérons pas le processus normal d’incubation des
ceufs.
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IV.5. CAMPAGNE N°3

Nous avons mesuré¢ 120 ceufs aux différents jours d’incubation (J7, J§, J9).
Comme pour la campagne 2, chaque ccuf a été mesuré 5 fois consécutives en
repositionnant a chaque mesure 1’ceuf dans les capteurs. La répétabilité générale de la
mesure, donnée par la moyenne des écart-types par ceuf, est montrée dans la Figure
126 aux différents jours d’incubation.
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Figure 126 moyenne des écart types du coefficient de réflexion (dB) des ceufs aux
différent jours d’incubation.

Nous observons une amélioration de la répétabilité de la mesure due au
positionnement de I’ceuf, en comparaison avec les campagnes de mesures précédentes,
cette ameélioration est visible sur tout le spectre et notamment entre 2 et 3 GHz.

En comparant I’écart type obtenu a la valeur du coefficient [S11| d’un ceuf (en
prenant le spectre de la Figure 114), nous obtenons un erreur de 2,5% a la fréquence
de 3GHz. Pour une fréquence de 2.5GHz, correspondant au pic du |S11|, I’erreur de la
valeur mesurée atteint seulement 3%. Ces valeurs d’erreur semblent acceptables,
cependant, si nous les comparons aux contrastes des moyennes male-femelle (cf.
Figure 127) nous observons que ’erreur de mesure due au positionnement de 1’ceuf
reste significatif. De plus ce contraste doit étre aussi comparé a la dispersion entre
ceufs de méme sexe.

Pour les ceufs en jour 7 d’incubation nous obtenons un fort contraste d’environ
0.4 dB a 2.6 GHz. Par contre, pour la méme fréguence nous obtenons un écart type
d’environ 0.85 dB entre ceufs de méme sexe en J7 (cf. Figure 128).
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Figure 127 Contraste des moyennes des maéles et femelles du coefficient de réflexion
Ay-p(511)
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Figure 128 écart types du coefficient de réflexion (dB) des ceufs méles (M) et femelles (F)
enJ’7

Pour cette campagne de mesures nous avons augmenté considérablement le
nombre d’ceufs mesurés (120 ceufs) pour les jours 6 et 8 d’incubation. Avec une
amélioration du contact ceuf capteur nous avons réduit ’erreur de mesure due au
positionnement de I’ceuf dans le capteur. Cependant, nous avons obtenu un contraste
méle femelle plus faible, sans nous permettre de pouvoir discriminer les ceufs males
des femelles dans les plans A(S11) VS &(S11).
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IV.6. CAMPAGNE N°4

Nous avons mesuré des ceufs aux stades précoces de développement
embryonnaire : J-0 (avant incubation), J-3.5 et J-5.5. Le but était de trouver une
différence entre les ceufs fécondés et non-fécondes.

De méme que pour les campagnes précédents chaque ceuf a été mesuré 3
fois pour avoir une idée des erreurs de mesure par ceuf. La moyenne des écart-types
du coefficient de réflexion des ceufs aux différents jours d’incubation est montré
dans la Figure 129. Nous observons une répétabilité similaire a celle obtenue dans
la campagne N°3.
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Figure 129 moyenne des écart-types par ceuf aux différents jours d’incubation

Nous avons obtenu un fort contraste entre 46 ceufs fécondés (27 males et 19
femelles) et 10 ceufs clairs (non fécondés) en J-5 a la fréquence de 2.5 GHz (cf.
Figure 130). Plus précisément nous obtenons un contraste de 2.3 dB pour le module
du coefficient de réflexion étant significativement supérieure aux écart-types des
ceufs fécondés et clairs (cf. Tableau 19).

A noter que a ce stade (J-5) de developpement embryonnaire le contraste méle-
femelle n’est pas significatif.
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Figure 130 ceufs Fécondes (M et F) et non-fécondes (C) en J-5 a 2.5 GHz

¢ (Fécondes) 0.41 3.62
o (Clairs) 0.50 5.04
|Am_f| 2.3 13.6

Tableau 19 Ecart-types et contraste des ceufs fécondés et clairs (non fécondés) a 2.5 GHz

Ce résultat est intéressant car il démontre les potentialités du banc non-invasif
de spectroscopie RF pour la détection des ceufs non-fécondés a un stade précoce de
développement embryonnaire (16% du processus total d’incubation).
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V. ANALYSE DES RESULTATS
ET PERSPECTIVES

Afin de cibler I’embryon dans I’ceuf, nous avons utilisé¢ un support mécanique
congu originalement pour mesurer un ceuf vertical en D’adaptant a la mesure
horizontale des ceufs. Cette solution n’a pas permis une discrimination male femelle
due en partie a la répétabilité due au positionnement de 1’ceuf entre les capteurs. En
conclusion I’analyse non invasive des ceufs nécessite un support mécanique adapté qui
assure la position horizontale de I’ceuf et un contact ceuf-capteur (encore plus)
répétable. De plus, des capteurs plus adaptés a la géométrie de I’ceuf peuvent jouer un
role important dans la repetabilité de la mesure.

D’autre part, la dispersion intrinséque entre les ceufs du méme sexe reste
élevée. Cette dispersion est liée aux conditions d’incubation et origines des ceufs. Afin
d’avoir une homogénéité des ceufs, nous avons choisi des ceufs du méme lot (méme
canne pondeuse) et nous avons réalisé les processus d’incubation de fagon controlée
au LAAS-CNRS. Nonobstant ces précautions, les groupes d’ceufs mesurés présentent
des différences en taille et poids ainsi que différences de développement entre les
embryons (taille et poids). Une étude paralléle est actuellement en cours de réalisation
par la société partenaire de ce projet, Ovalie Innovation, afin d’identifier les
parametres d’incubation qui jouent un réle dans I’homogénéité d’un groupe d’ceufs.
Ceci nous permettra dans un futur proche d’avoir un groupe d’ceuf plus homogene
nous permettant de mieux de cibler le contraste male-femelle.

Concernant le systéme d’illumination RF (capteurs et support mécanique) nous
avons congu un capteur souple pouvant s’adapter a la forme d’un ceuf afin d’améliorer
le contact ceuf capteur. Pour cela nous avons utilisé le méme principe de conception
utilisé pour les versions précédentes du capteur. En utilisant le logiciel de simulation
électromagnétique HFSS nous avons étudié les performances de ce nouveau capteur
avant sa fabrication.

V.1.1. Conception des capteurs souples C3

Nous avons utilisé le méme principe de capteur a deux couches, dont I’énergie
électromagnétique est rayonnée par un disque métallique sur dans la face avant du
capteur. La face arriére contient une ligne de transmission (micro ruban) permettant
de propager les ondes électromagnétiques vers le disque central (zone de contact avec
I’ceuf). La Figure 131 montre le schéma des capteurs avec leurs dimensions. Le
substrat utilisé, permettant le caractére flexible du capteur, est du kapton avec une
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épaisseur de 125 um, une permittivité relative de er=3,2 et une tangente de pertes de
tan(8)=0,03.

Top Bottom
A

Dimensions en mm

Figure 131 dimensions capteurs souples C3

Due a I’épaisseur du substrat nous avons diminué¢ considérablement la largeur
de la ligne d’accés (w) pour avoir une impédance caractéristique de 50 ohms. Par
consequence nous avons ainsi diminué le rayon des cercles conductrice R¢ et du plan
de masse Rm cependant, nous avons conservé la taille du gap (R,, — R.) du 4 mm pour
le capteur a grand gap et du 2 mm pour le capteur a petit gap.

Pour évaluer la propagation des ondes dans I’ceuf, nous avons simulé sur HFSS
I’ensemble ceuf-capteur. L’ceuf est modelé par une coquille de 0.4 mm d’épaisseur et
remplis d’eau. Pour prendre compte de la flexibilité¢ du capteur dans la simulation,
nous avons assumé que la totalité du capteur est en contact avec la coquille. Pour cela
nous avons alors modélisé I’ceuf avec une géométrie plane (cf Figure 132).

Coquille
0,4mm

___> <,_.
Capteur

125um

Figure 132 simulation du capteur et modéle d’ceuf sur HFSS
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Comme pour les simulations faites pour le capteur C2 nous avons défini trois
axes a I’intérieur de I’ceuf centrés dans le disque métallique du capteur. Ensuite nous
avons simulé I’intensité du champ pour chaque axe.

Les coefficients de réflexion des capteurs a grand et petit gap en contact avec
I’ceuf simulés sur HFSS sont montrés a la Figure 133.
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Figure 133 spectre du module de réflexion |S11|, capteurs souples C3 (grande gap) et
C3.1 (petit gap)

L’intensité du champ électrique [E| en fonction de I’axe x est montré a la Figure
134 pour le capteur a grand gap. Nous observons une plus forte pénétration des ondes
entre 2 et 3 GHz, d’environ 9 mm en considérant 300 v/m comme la valeur minimale
d’intensité du champ. La Figure 135 montre I’intensité du champ électrique en
fonction de I’axe y dont nous observons une fenétre de détection horizontale d’environ
15 mm a 2GHz et de 10 mm a 3 GHz.



167

1200

1000

800

600

|E] V/m

400

200

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
x (mm)

Figure 134 Intensité du champ électrique en fonction de I'axe x (profondeur de
détection) aux différents fréguences
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Figure 135 intensité du champ électrique en fonction de I'axe y (fenétre de détection

horizontale) aux différents fréguences.

Les caractéristiques de ce capteur sont, en général, similaires aux capteurs
précédents, sauf pour la profondeur des ondes dans 1’ ceuf se présentant 3 mm inferieure

au capteur C2. L’aspect innovant ici, est son caractére flexible qui permettra d’avoir

un contact ceuf plus répétable.
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V.1.2. Conception d'un support mécanique ceuf
capteurs

Depuis, nous avons congu a I’atelier mécanique du laboratoire un premier
prototype du support mécanique « amélioré » destiné a la mesure horizontale des ceufs
en utilisant des capteurs souples comme montré dans la photo de la Figure 136. Nous
avons conservé le principe : le capteur 2, en réception, reste statique tandis que le
capteur 1, en réflexion (du coté de I’embryon), est mobile. Ceci nous permettra de
placer I’ceuf au milieu des capteurs et qui déformera par pression les capteurs en
s’adaptant a la forme de I’ceuf.

Support
capteurl
mobile

Mouse
antistatique

Capteur 2

Figure 136 support mécanique capteurs souples et ceuf

La conception des capteurs souples et de la derniére version du support
mécanique correspondent aux derniers travaux réalisés dans le cadre de mon projet
doctoral. Les premiers tests nous permettant d’évaluer expérimentalement le nouveau
banc de spectroscopie RF des ceufs n’ont pas encore eu lieu au moment de la rédaction
de ce manuscrit.
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VI. CONCLUSION

Dans ce chapitre de thése, nous avons développé des méthodes nous permettant
de concevoir des capteurs dédiés spécialement a la spectroscopie RF des ceufs. Pour la
conception des capteurs nous avons utilisés des outils de simulation
électromagnétiques basés sur la géométrie et matériaux du capteur. De plus nous avons
aussi utilisé des outils de simulation électrique en définissant un circuit équivalent.
Ces simulations nous ont permis d’optimiser différentes versions de capteurs. Nous
avons validé ces différentes simulations en fabriquant et mesurant ces capteurs. Nous
avons conduit différentes itérations entre conception, simulation, fabrication et
caractérisation en laboratoire, pour aboutir les différentes versions des capteurs
présentés dans ce chapitre.

Par ailleurs, un montage expérimental a été mis en place nous permettant
d’évaluer la sensibilité des capteurs pour la mesure d’un ceuf. Puis, nous avons validé
cette procédure en utilisant des outils de simulation électromagnétique.

Ensuite nous avons réalisé différentes campagnes de mesures de sexage des
ceufs. Celles-ci nous ont permis de mettre en place des procédures afin de mesurer la
zone de I’ceuf susceptible d’étre le siege de la discrimination sexuelle : ’embryon. Les
différentes campagnes de mesures nous ont amenés a développer une approche de plus
en plus fine tant sur la préparation des échantillons que sur la mesure. Nous avons
notamment trouvé des résultats intéressants pour des ceufs au huitiéme jours
d’incubation. Bien qu’encourageant, nos résultats expérimentaux ne nous permettent
pas encore de, significativement, détecter le genre d’un ceuf par spectroscopie RF non-
invasive. En revanche, nous avons obtenu une excellente discrimination des ceufs non
fécondes au S¢eme jour d’incubation correspondant au 16% du processus total
d’incubation.

Enfin, nous avons proposé une nouvelle version du banc de spectroscopie RF
intégrant des capteurs flexibles plus adaptés a la geéométrie de 1’ceuf avec laquelle des
avancées suffisantes nous permettrait de conclure sur le potentiel du sexage par
spectroscopie RF.
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CONCLUSIONS GENERALES
ET PERSPECTIVES

L’objectif principal de ce travail de these était de développer des
instrumentations radiofréquences (RF) dédiées d’une part a 1’étude des liquides
constituants des ceufs et d’autre part a la mise en place d’un systéme de spectroscopie
non invasif des ceufs. En particulier, nous avons abordé¢ la problématique du sexage
des ceufs, afin d’éviter la pratique de broyage des cannetons et poussins dans les
couvoirs industriels.

Nous avons d’abord étudié¢ 1’état de I’art des techniques existantes pour le
sexage des ceufs, elles sont majoritairement basées sur des techniques optiques et
biochimiques. La plupart utilisent des méthodes invasives car elles requierent
I’ouverture de I’ceuf ou bien le prélévement d’un liquide, ou encore des modifications
génétiques. Méme si ces techniques permettent 1’identification du sexe d’un embryon
d’incubation avec un taux de réussite supérieure a 90%, leur caractere invasif rend ces
techniques peu efficaces pour une application a grande échelle.

Concernant les techniques RF, jusqu’a présent elles n’ont pas été appliquées
au sexage des ceufs. Toutefois, elles ont été utilisées pour ’analyse de la fraicheur des
ceufs de consommation. Ces €tudes ont confirmé la sensibilité des ondes RF a I’analyse
des indices de qualité des ceufs tels que : le temps de stockage, la taille de la poche
d’air, I’indice de jaune et la hauteur du blanc. Ces indices sont liés a la teneur en eau
et au contenu protéique de 1’ceuf.

Dans ce contexte nous avons alors proposé d’évaluer et donc de développer la
technique de spectroscopie RF pour le sexage des ceufs, grace notamment a son
caractére non invasif, mais aussi grace a sa sensibilité au contenu biochimique des
ceufs, a sa rapidité de mesure, et aux faibles cofits de fabrication en comparaison avec
les techniques optiques. Cette technique de sexage est alors apte pour une application
en grande échelle.

Nous avons divisé le travail de recherche en deux axes : un premier dédié au
développement d’une instrumentation RF pour I’analyse des différents liquides
constituants les ceufs fécondés (sexage ex-0vo). Pour cela nous avons alors congu un
dispositif de spectroscopie RF milli-fluidique nous permettant de mesurer les
propriétés diélectriques des liquides a partir d’un échantillon d’un volume de 1.3 ml.
Nous avons mesuré les propriétés diélectriques de liquides modeles tels que ; I’cau,
I’éthanol, et des solutions de BSA a différentes concentrations, nous permettant de
valider le dispositif.
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Nous avons ensuite analysé différents liquides contenus dans les ceufs en
mettant en place des protocoles de conditionnement des échantillons ainsi que des
protocoles fluidiques adaptés a de tels liquides visqueux et attachants. Les premiers
résultats obtenus nous ont permis d’identifier certaines pistes pour le sexage des ceufs
(ex ovo) tel que le jaune pour des ceufs en J-12, avec une forte discrimination entre
ceufs clairs (non-fécondés) et ceufs fécondés. Cependant, en mesurant un nombre plus
important d’ceufs les résultats obtenus montrent une forte dispersion sans possibilité
de confirmer une telle différentiation male/femelle a partir de la permittivité effective
mesuree.

Finalement nous avons proposé une étape supplémentaire de calibrage du
dispositif avec des liquides modeles nous permettant d’obtenir la permittivité d’un
liquide a partir de sa permittivité effective mesurée.

Le deuxiéme axe de recherche a été focalisé sur I’analyse non-invasive pour le
sexage des ceufs (in ovo). Pour ce faire nous avons congu un systéme d’illumination
nous permettant de sonder un ceuf par ondes RF. Une premiére partie de ce travail a
été alors dédié a la conception des capteurs RF en utilisant des simulations
électromagnétiques basées sur la géométrie et sur les matériaux du capteur et des
simulations électriques basées sur leur schéma électrique équivalent. Ces deux
méthodes nous ont permis de concevoir et d’optimiser les capteurs. Ce processus a éte
finalement validé par la fabrication et par la mesure en laboratoire des capteurs.

De plus, un banc expérimental a été mis en place afin d’évaluer la sensibilité
des capteurs face a un ceuf. Il est composé d’une coquille d’ceuf remplie d’eau et d’un
perturbateur métallique que I’on place a I’intérieur grace a un bras métallique a 3 axes.
Cette méthode a été validée par simulation électromagnétique.

Postérieurement, nous avons fait des campagnes de mesures dédiées au sexage
des ceufs, en focalisant les ondes RF dans la zone ou se trouve I’embryon. Nous avons
observé un contraste male/femelle visible, pour des ceufs en J-8. Cependant, sur un
nombre ¢levé d’ceufs nous trouvons aussi une forte dispersion sans possibilité¢ de
confirmer cette piste de sexage. De plus, nous avons fait une campagne de mesure
destiné a la détection des ceufs clairs (non fécondés) obtenant une forte discrimination
entre ceufs fécondés et ceufs clairs a un stade précoce de développement embryonnaire
(J-5).

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons congu des capteurs flexibles
pouvant s’adapter a la forme de 1’ceuf afin d’améliorer le contact capteur-ceuf.
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Ce travail de these a été focalisé sur la conception d’une instrumentation RF
dédié au sexage précoce des ceufs. Nous avons fait des premiéres campagnes de
mesures sur ceufs nous permettant d’identifier les enjeux techniques concernés ainsi
que des pistes possibles pour le sexage. Le dispositif de spectroscopie RF milli-
fluidique congu dans ce travail de thése a fait 1’objet d’une publication scientifique
internationale, et le banc de spectroscopie RF non-invasif des ceufs a fait I’objet d’un
brevet frangais.

Perspectives

A la fin de ce travail de these des questions restent ouvertes concernant la
source dans ’ceuf qui contient I’information nous permettant de différencier un ceuf
male d’un ceuf femelle. Méme si nous avons trouvé des pistes possibles de sexage,
elles n’ont pas été confirmées. Il serait alors intéressant de faire, parallelement aux
mesures RF, des analyses biochimiques des ceufs fécondés a différents stades de
développement embryonnaire, en mesurant la teneur en eau et le contenu protéique,
entre autres, des constituants extra-embryonnaires de 1’ceuf mais aussi des analyses
biochimiques des embryons qui ont aussi eté signalé comme possible source de sexage
dans ce travail de these.

De plus, a I’issue des résultats obtenus nous avons observé que la dispersion
intrinséque entre ceufs joue négativement sur le contraste male/femelle. Il serait alors
utile de travailler sur ’homogénéité des ceufs en incubation de fagcon a diminuer la
dispersion intrinséque des ceufs et ainsi maximiser le contraste male/femelle. Des
études préliminaires ont été déja faites a ce sujet pendant le déroulement de ma these,
montrant effectivement cette forte dispersion entre ceufs ayant les mémes conditions
d’incubation.

Le traitement des données n’a pas été finalisé dans ce travail de thése, il serait
intéressant dans le futur de travailler sur un logiciel de classification male/femelle en
utilisant des méthodes statistiques basées sur des réseaux neuronaux et prenant en
compte tous les parameétres mesurés dans un spectre large en fréquence.

Le sexage des ceufs constitue une problématique interdisciplinaire dont ce
travail de these a contribué en proposant la technique de la spectroscopie
radiofréquence. Nous avons développé alors une instrumentation dédiée a ce sujet.
Concernant le sexage nous avons démarre des premiers tests nous permettant
d’identifier les enjeux techniques concernés. A la fin de cette these un autre projet de
recherche dédi¢ au sexage des ceufs de poule a été démarré en utilisant les méthodes
et I’instrumentation présentées dans cette these.
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VII. ANNEXES

VII.1. RAPPEL SUR L'UTILISATION DES MATRICES S
ETT

Dans la pratique, il est difficile de mesurer directement les tensions et les
courants sur des circuits radiofréquences. Ces mesures impliquent de prendre en
compte la magnitude et la phase d’une onde se propageant dans une direction (Pozar
2006). Une représentation, en fonction des ondes réfléchies et transmises, est donnée
par les matrices S et T, (décrites ci-dessous). Cette représentation est plus utile au
moment de caractériser les dispositifs RF. Nous avons ainsi utilisé ces matrices pour
I’analyse RF des liquides de 1’ceuf, ainsi que pour 1’étude non-invasive de 1’ceuf (décrit
dans le chapitre 3).

VII.1.1. Matrice S

En radiofréquences, il est préférable de décrire une ligne de transmission, un
composant, ou un réseau RF en fonction des ondes entrantes et sortantes. Par exemple
pour un réseau a deux ports (P1 et P2), tels qu’une ligne de transmission de longueur /;
et d’impédance caractéristique z., les ondes entrantes a; et sortantes b; sont montrées
dans la Figure 137 :

—— N e
e (e
by

«-—

22
b,
S1z
Figure 137 schéma d’une ligne de transmission et des paramétres S

On peut exprimer les ondes sortantes b; en fonction des ondes entrantes a;, en
utilisant la matrice des paramétres S comme suit :

b1]= S11 512] [a1]
b, Sy1 Sz2llaz
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La matrice S est trés utile pour décrire un dispositif RF de n-ports en fonction
des ondes. Un analyseur de réseau vectoriel (ARV) permet la mesure de ces
parameétres. Cependant les parameétres S ne sont pas utiles pour caractériser un réseau
composé pour n dispositifs de 2-ports configuré en cascade. Dans ce cas, il est plus
convenant d’utiliser la matrice de transfert T (Caspers, MclIntosh, et Kroyer, s. d.).

VII.1.2. Matrice de transfert T

La matrice de transfert permet d’exprimer les ondes dans 1’entrée (P1) du
dispositif en fonction des ondes en sortie (P2) de dispositif comme suit :

al=lrt 2]l

Une ligne de transmission L;, avec des connecteurs en entré c, et sortie c,,
constitue systeme en cascade comme le montre la Figure 138 :

Py P,
—_—> +——
<Ce L Cs>
bl bz

Figure 138 Schéma d’une ligne de transmission avec des connecteurs en entrée et en
sortie

La matrice de transfert du systeme complet T est composée de la multiplication
des matrices de transfert de chaque élément en cascade comme suit :

T=T,T,T.,

Nous pouvons obtenir les ¢léments d’un matrice T a partir de la matrice S pour
un dispositif de deux ports comme montre ci-dessous :
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522

Ty = —2=
21 521
.1
22 521

La matrice T a été utilisée dans le calcul qui nous a permis d’extraire la
permittivité d’un liquide. Cependant pour les mesures RF nous utilisons un analyseur
vectoriel de réseau (ARV) permettant d’obtenir la matrice S en fonction de la
fréquence. Il est donc nécessaire d’obtenir la matrice T a partir de la matrice S grace
aux equations décrites ci-dessus.
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