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Introduction Générale

Introduction générale

Ces dernieres années, le développement des capgemsettant I'analyse
d’échantillons biologiques, que ce soit un miligaldgique liquide (sang, urines...) ou des
particules biologiques (cellules, molécules, ADNa.xonnu un intérét croissant. Dans ce
contexte, difféerentes méthodes de bio-analyse pedtee utilisées. Ces méthodes se basent
sur des techniques de détection pouvant étre agsjgonécaniques, chimiques ou encore
électriques. Les méthodes optiques ont connu ueloigwement trés rapide et montré des
performances intéressantes notamment avec la ciriereé flux qui est aujourd’hui une des
techniques de caractérisation les plus utiliséesoatine dans les laboratoires de biologie.
Néanmoins, ces techniques présentent des incomigriemme leur complexité de mise en
ceuvre ainsi que le recours nécessaire a des masggpcifiques. L'utilisation des marqueurs
présentent en effet plusieurs inconvénients e)ds et colt de préparation des échantillons,
(i) modification potentielle de I'entité a analysgii) remise en cause ou manque de marqueurs
spécifiques pour certaines familles de cellulesrmoentes cellules souches. Dans ce contexte,
les méthodes basées sur une détection électricegermie une alternative intéressante et
complémentaire aux méthodes optiques puisqu’eleesnécessitent pas le recours a des
marqueurs spécifiques. En particulier, la spectpigc diélectrique microondes apparait
comme une approche trés prometteuse, puisquecigseinces de travail permettent de court-

circuiter la membrane cellulaire pour interrogearalyser le contenu intracellulaire.

Le développement croissant des techniques éleetriga de pair avec I'évolution des
microtechnologies qui offre aujourd’hui des perspes intéressantes pour le développement
de biocapteurs RF miniaturisés permettant d’atteidgs sensibilités capables d’effectuer une
analyse a I'échelle de la cellule unique. En palallle développement de la technologie
microfluidique a permis d’apporter de nouvelles Jioidités et perspectives dans domaine
biomédical.

En particulier, l'intégration de fonctionnalités arofluidiques sur des circuits
électroniques RF permet de travailler avec desspatiumes d’échantillons circulant dans des
canaux de taille micrométrigue voir nanométriqueus#\, lintégration de réseaux
microfluidiques sur des capteurs RF permet d’effecides analyses non invasives sur des
cellules biologiques en milieu liquide tout en mansant la perturbation introduite par le liquide

sur la réponse RF du dispositif.
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Dans ce contexte, les travaux de these présentés @i manuscrit concernent le
développement et l'optimisation d'un biocapteurrafigidiqgue, basé sur une méthode de
détection électrique, capable de fonctionner dangalnme de fréguences microondes pour
'analyse de liquides ainsi que de solutions caitek. Le capteur développé en technologie
microruban est basé sur une détection capacitivergsente I'intérét majeur d’étre large bande
(typiguement 400 MHz & 8 GHz dans ces travauxgdpeur est formé d’une ligne microruban
réalisée sur un substrat de silice fondue. Cajteeliprésente une discontinuité en son centre
formant une capacité en série. Les électrodes lggied épaisses en or ont été optimisées pour
garantir un champ électrique homogene dans ladewétection et ainsi effectuer des analyses
avec une grande sensibilité qui permette de détemra partie réelle de la permittivité
diélectrique en fonction de la fréquence. Un camadrofluidigue en résine SU-8 a été
implémenté a la surface du capteur. Son intér&agble, il permet de travailler avec de tres
faibles volumes de liquide (de I'ordre de quelgoasolitres) et permet également de guider le
liquide et les particules en suspension a analyssqu’a la zone d’'analyse du dispositif en
limitant au maximum son impact sur les pertes dexdbdu dispositif. Le principe de mesure
consiste a suivre en temps réel la variation dedpacité du capteur en fonction des
caractéristiques diélectriques du milieu liquidedasula suspension cellulaire présent dans la

zone d’analyse.

Ce manuscrit se décomposera en trois parties. Dangremier chapitre nous
présenterons la technologie microfluidigue dansaomtexte général a travers ses enjeux et
objectifs. Nous décrirons ensuite les difféerenshhiques utilisées pour la réalisation d’'un
réseau microfluidique ainsi que les différents dimmes d’application. Puis nous présenteront
un état de l'art des techniques usuelles de satipie diélectriques sur milieux liquides et
particules diélectriques (comme des cellules biglegs). Cela nous permettra de mettre en
avant le potentiel de la spectroscopie diélectraywefréquences microondes proposeée dans le
cadre de cette these et de fixer les objectifs pdEformances a atteindre pour le capteur
développé.

Dans le chapitre I, nous détaillerons la conceptitu capteur RF microfluidique
optimisé pour I'analyse de tres faibles volumedigigide (de I'ordre de quelques nanolitres)
sur une large bande de fréquence de 400 MHz jujG&iz. Dans un premier temps, nous
présenterons la structure globale du capteur nigdidue ainsi que les procédés de fabrication

utilisés. Nous verrons par la suite les protocebegerimentaux développés pour mesurer et
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caractériser les différents liquides, incluant keage de calibration du capteur, et les résultats

obtenus seront décrits et discutés a la fin deco&idme chapitre.

Au cours du dernier chapitre, nous allons étudidaisabilité d’'utiliser de tels capteurs
large bande pour I'analyse individuelle de pargsulliélectriques micrométriques (comme des
cellules biologiques) circulant dans les canauxrofiigidiques. Pour démontrer I'approche
proposée, nous étudierons dans un premier tengenfabilité du capteur a la présence d’'une
bille de polystyréne en suspension dans la zortietion. Nous étudierons aussi l'influence
de sa position et de sa taille sur la réponse gieaapar simulations électromagnétiques. Pour
finir, nous analyserons les premiers tests de B#ibsiréalisés sur des cellules biologiques
issues de la lignée cellulaire SW620 (cellules éeaeses du colon). Les résultats obtenus au
niveau des contrastes capacitifs montrent unelsétisintéressante qui ouvre des perspectives
intéressantes en termes de spectroscopie micrqgunada caractérisation non-invasive et en

temps réel de cellules biologiques.
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Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique

1. La microfluidique : une science pour la manipulion de petits
volumes de liquides

1.1 Qu’est—ce que la microfluidique ?

La microfluidique est une science qui permet la imaation et I'étude de petites
quantités de fluides (de I'ordre de®1@ 10'8 litres) circulant dans des canaux micrométriques.
Sa mise en ceuvre s’'appuie sur le développement ogsnéernieres années dans le domaine
des microtechnologies qui permettent la réalisatiendispositifs avec des dimensions de

I'ordre de quelques dizaines a quelques centaingsickometres.

Les systéemes microfluidiques sont apparus danatl@enbien avant que I'étre humain
commence a étudier ce domaine. Par exemple, lessadbilisent un réseau de millions de
capillaires avec des diamétres micrométriques testpiels circule la séve qui alimente des
milliers de feuilles et ce, de maniére homogénessiunous pouvons citer I'exemple de
I'araignée qui contréle des écoulements micromeéésqde protéines pour produire une fibre

fine en flux continu afin de tisser sa toile [1].

Les premieres applications de la technologie migidifjue ont naturellement concerné
I'analyse des fluides, vu qu’elle permet la margpioin de trés petits volumes d’échantillons.
De plus cette technologie est compatible avecéjration de capteurs haute résolution et

permet ainsi de développer de véritables laboeda@ur puce [2].

Avant de présenter plus en détail la technologierafiuidique, donnons quelques

notions théoriques sur la manipulation de fluidassddes canaux micrométriques.

1.1.1 Les fondements théoriques

Une grande variété de phénomenes physiques pepitodeire dans les dispositifs
microfluidiques. Ces phénomenes physiques décrieectmportement avec lequel un fluide
se déplace dans un canal microfluidique, que lamactérise par le type d’écoulement.

Pour un fluide newtonien, c’est-a-dire dont |la visté est indépendante de la pression

gu’on lui appliqgue, comme par exemple I'eau, lenchale vitesse obéit :

- aux équations de Navier-Stokes, qui sont baséda snirfondamentale de la
dynamique F =m.d [3].

p(%—\t/ +V OV) =0 p+nAV + f (1.1)
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OuV est la vitesse caractéristique du fluide (Hy.p est le champ de pressighest une force
extérieure exercée par unité de volumela masse volumique du fluide gtsa viscosité

dynamique.
- a I’équation de conservation de la masse :
%§+ém/:6 (1.2)

Qui se simplifie pour un fluide incompressible ende :

OV =0 (1.3)

A ce stade, il est nécessaire de quantifier leaammtre les forces d'inerties et les forces
de viscosité. Ceci est fait par I'introduction donmbre de Reynols, défini par I'équation (1.4)

pour un canal de diamétde
Re=—— (1.4)

En général, dans le cas d’écoulements, a I'échalbeométrique, puisque le diametre
du canal est petit, les eécoulements sont gouvemggsritairement par les contraintes de
pression et les contraintes visqueuses. Les fonegtelles sont alors négligeables. D’apres
I'équation (1.4), le nombre de Reynolds devientapetit devant 1. Par exemple, dans le cas
de I'eau qui s’écoule dans un canal microfluidigireulaire de rayon 100 um avec une vitesse

de 1 mm/s, le nombre de Reynolds est égal a 0,1.

Dans ces conditions, le terme représentant lesedormertielles 7y devient

négligeable devant le terme représentant les foxcegueusegAV. Ainsi, en régime

stationnairéi—‘; = O), le champ de vitesse stationnaire obéit a I'équatie Stockes :
-Ap+nAV + f =0 (1.5)

Cette équation (1.5) appliqguée a un fluide incorsgitde permet de démontrer que le
régime d'écoulement du fluide dans le canal micidfjue correspond a un écoulement
laminaire, c’est-a-dire que son profil de vitesseparabolique avec une vitesse maximale au
centre du canal et nulle sur les parois (Figure(d)). Ce type d’écoulement sera donc

caractérisé par un nombre de Reynolds petit delzant

Par contre si le nombre de Reynolds est trés giement 1 (typiquement R2000),
I'écoulement devient turbulent. Dans ce cas, Ifilpd® vitesse n'est plus parabolique et
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présente une brusque variation au voisinage desspg@igure 1.1 (b)). Dans le cadre de ces
travaux de these, nous travaillerons toujours tlarégime d’écoulement laminaire étant donné
les dimensions des canaux microfluidiques ainsi lgueature des fluides utilisés. Ainsi, le
profil de vitesse généré permettra aux particuteBux dans le canal microfluidique de suivre

principalement une trajectoire rectiligne et d’étrealisées majoritairement au centre du canal.

(a) (b)

Figure I.1. Les deux différents régimes d'écoulements, (a) écoulement laminaire (Re<1) et
(b) écoulement turbulent (Re=2000).

Outre, le type d’écoulement considéré, un autrarpatre important a définir est la
résistance microfluidique R. Elle définit la réarste a I'écoulement dans un canal
microfluidique par analogie avec la résistancetatpge qui s’oppose au passage du courant
électrigue. La résistance microfluidique, notée®f,définit comme le rapport entre la perte de
chargeAP et le débit du fluide Q [4].

R= — (1.6)

Sachant qu& pour un canal de section circulaire de diamétet de longueuf. est

généralement considéré égale a [5] :

12811 .7

R.; .=
circulaire
wd*

Et pour un canal de section rectangulaire de langede hauteuh et de longueuk, R est

alors égale a:

129l L.8)

Rrectangulaire - h3w

Si on prend I'exemple de I'eau circulant dans umat@ectangulaire de largeur 200 pum
et de hauteur 25 um (dimensions de canal typiquesesquelles nous allons travailler), la
résistance microfluidique est alors de I'ordre 8e182Pa.s.n# pour une longueur de canal de
1 cm. Cette valeur de résistance microfluidiquemgrd’avoir un bon compromis entre la

pression a appliquer pour 'injection du fluide dd@canal et la vitesse du liquide dans le canal.

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 20



Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique

1.1.2 Contréle des écoulements dans le canal midrwatlique

Le fonctionnement d’un dispositif microfluidique aessite I'injection de fluides et le
contr6le de leur écoulement au sein des micro-car@eci peut se faire de différentes facons.
Les pousse-seringues sont depuis tres longtemgsntant utilisés dans le domaine médical
pour l'injection contrdlée de médicaments. Assdrmdlement, cet appareil a donc été utilisé
pour I'injection de solutions dans des canaux nfiigidiques et reste aujourd’hui le plus utilisé.
Le pousse-seringue (Figure 1.2) permet de conttélgitesse d’écoulement du fluide dans un
canal microfluidique grace a un moteur pas a pagajjuprogresser régulierement le piston
d’une seringue connectée au canal par des tubéisiéle. L’écoulement qui en résulte présente
un profil de vitesse paraboligue comme présentdaskigure 1.1 (a). Ce type de systéme est
particulierement bien adapté dans le cas de mi@nawx de section proche du m@ependant,
comme la progression du piston n’est pas contides,lors que les débits deviennent faibles
(typiguement inférieurs a quelques pL/min), ildifficile d’assurer une bonne stabilité du flux.
Ce probléme peut étre minimisé mais au détrimertedys de réponse du systeme.

Figure 1.2. Exemple de pousse seringue de la société New Era [6].

Dans le cas des applications que nous visonst féeessaire d’assurer un flux stable
et continu pour des débits pouvant étre tres faibl@avec des temps de réponse du systéme tres
courts. Dans ce contexte, et pour parer aux inguané& des pousse-seringues, des systemes,
appelés contrdleur de flux (Figure 1.3), ont étgal@ppés, commercialisés et sont de plus en
plus utilisés dans les laboratoires de recherthpermettent I'application d’'une différence de
pression bien contrélée entre I'entrée et la saitieanal microfluidique. Ce type de systeme
permet donc un équilibrage d’écoulement avec unstaate de temps inférieure a une seconde
et assure également le maintien d'un flux stabtmetinu avec une large gamme de débits (du

nL/min au mL/min) [7].
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P rE:‘-SI.Il'QJI-I'I.pl.I‘l
from MFCS

Figure 1.3. Exemple de contrbleur de flux microfluidique de la société FLUIGENT [8].

Comme nous allons le voir dans le paragraphe syigaa solutions technologiques peuvent
étre utilisées pour réduire la quantité de matérieeme nécessaire pour faire fonctionner un
dispositif microfluidique et intégrer un certainmbre de fonctions de contréle d’écoulement

directement sur puce.

1.2. Les systemes microfluidiques

Les avancées en terme de microfabrication et delojgpement de nouveaux matériaux
ont permis 'émergence de différents systemes mhicdiques qui permettent des fonctions de

base comme I'écoulement de liquides ou leur mélange

Parmi les matériaux les plus couramment utiliségsipouvons citer le silicium, le verre
mais aussi les matériaux de type polymeres commésiae SU-8 ou le polydiméthylsiloxane
(PDMS). Notons que le choix du matériau pour laritabion des microsystéemes dépend
essentiellement de la géométrie, des dimensionstdestures et de I'application envisagée

pour le systéme.

Dans cette partie, nous allons présenter les méshael fabrication principales utilisées
pour la réalisation de systemes microfluidiquesis poous verrons quelques exemples

particulierement pertinents des possibilités offear cette technologie.

1.2.1 Les techniques de fabrication

Les méthodes standards pour la fabrication dessiigis microfluidiques sont héritées
de l'industrie microélectronique. Historiquemeattdchnologie microfluidique est dérivée des
technologies MEMS (Micro-Electro-Mechanical Syst@¢nfpparues dans les années 90, les
meéthodes de gravure profonde, sur des substratslideim ou du verre, associées aux

techniques de collage, ont permis d’envisager ddisation de micro-canaux fermés par un
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capot. Rapidement, des techniques de moulage mpEssion a base de polymeres sont

apparues et sont aujourd’hui largement utilisées dizs laboratoires de recherche.

Dans la partie suivante, nous allons présenterteesSniques de fabrication, en

commencant par la technologie de fabrication sarstéstrats en verre.

1.2.1.1 Réalisation de canaux microfluidiques amneve

Le verre est un matériau présentant de nombreuntayes pour la microfluidique.

Parmi ces avantages on trouve :
% La transparence optique
% La biocompatibilité
% La stabilité chimique pour la manipulation de prisglghimiques agressifs
+ La bonne résistance a la chaleur pour des applitat des températures élevées
+« C’est un bon isolant électrique.

Le procédé de fabrication des canaux microfluidéogie verre se base sur la technique
de photolithographie et la gravure humide et gesfaidifférentes étapes [9-10].

Une fois le substrat de verre nettoyé et revétg ane résine sensible marquant la zone
a graver sur le substrat de verre, il estimmesags ¢a solution de gravure. Différentes solutions
a base de fluorure d'hydrogéne (HF), différentspemie gravure ainsi que plusieurs types
d'agitation peuvent étre utilisés. Apres gravuge,dubstrats sont rincés a l'eau déionisée et la

résine est généralement éliminée avec de l'acé¢kogere 1.4).

Apres la fabrication des micro-canaux, le systémi ére assemblé, enfermant les
réseaux de canaux ou microstructures pour permlettogrculation des fluides a travers le
dispositif. La technique la plus utilisée pour femfes micro-canaux, est de sceller un autre
substrat de verre, qui a le méme coefficient d’espan thermique, avec le substrat gravé en
utilisant la méthode de diffusion thermique [11guPcela les deux substrats de verres doivent
étre maintenus en contact avec une forte pressiotigmt que la température est amenée jusqu’a
la température de transition vitreuse du verrel'@@dre de 675°C). Avec cette technique on
peut obtenir une liaison parfaitement étanche desrdeux substrats et un bon maintien lorsque

de fortes pressions seront appliquées dans le caoaifluidique.
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Substrat de
verre

Dépot de la résine
photosensible

Exposition a la
lumiére UV

Développement
de la résine

La gravure du
verre

Suppression
de la résine

Le collage
des verres

S

Figure 1.4. Représentation schématique du procédé de microfabrication des canaux
microfluidiques sur des substrats de verre [10].

Néanmoins les techniques pour la fabrication decsnanaux en verre restent couteuses

et complexes du point de vue de la fabrication. borene alternative réside dans les méthodes

de fabrication a base de polymeéres.

24
meNl
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1.2.1.2 Réalisation de canaux microfluidiques aipde polymeres

Les polymeéres organiques sont particulierementréssants pour la fabrication de
systemes microfluidiques. Ces matériaux préserdgengffet 'avantage d’étre transparents,
biocompatibles, perméables aux gaz et sont doricatdait appropriés pour des applications
biologiques. Le moulage et I'impression sont leshi®logies les plus couramment utilisées
pour fabriquer des microstructures en polymeresgioeipe de Georges Whiteside a été a
l'origine du développement d’'un ensemble de méthodeur le prototypage rapide de
dispositifs microfluidiques [12]. lls ont été parnhes F™ a fabriquer des dispositifs

microfluidiques a partir d’élastomeres siliconesoee le PDMS.

La réalisation d’un canal microfluidique en PDMSJaieen deux étapes : la préparation
du moule puis I'impression sur le PDMS. La Figuteillustre les étapes de cette réalisation.
En premier lieu, une empreinte représentant la éodm canal microfluidique est préparée.
Cette empreinte est réalisée avec une résine nsibde, de type SU-8 avec une épaisseur qui
peut atteindre plusieurs centaines de pm [13]. bieimte est ensuite mise en présence de
vapeur d’hexamethyl-dichloro-silane (HDMS) pourdgouvrir d’'une couche moléculaire qui
va faciliter par la suite le démoulage du PDMS. uiesle mélange du PDMS, formé par le
polymére et une solution de réticulant, est vemé pecouvrir I'empreinte, avant d’étre placé
dans une étuve. Une fois que le mélange de PDMBodgnérisé, il sera décollé et le moule
laisse son empreinte sur la piece de PDMS. Ceé#teepést ensuite percée pour former les
réservoirs qui permettent la connexion entre lesga et un dispositif de contrdle de flux via
des tuyaux souples de petit diametre. Enfin, qgaétee de PDMS et une lamelle de verre sont
exposées a un plasma d’oxygéne qui va fonctiorerdhssurface en formant des groupements
de SiQ ainsi que des fonctions silanols Si-OH sur leas@s des deux piéces. Les surfaces
exposees sont rapidement mises en contact pourdaédiaisons covalentes qui réalisent les

conditions d’un collage permanent [14-15].
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1

PDMS Moule

Réservoirs

Verre ———

Figure 1.5. Les étapes nécessaires a la réalisation d'un canal en PDMS [12].

Cette méthode de fabrication microfluidique estvemt utilisée pour des prototypages

rapides puisqu’elle offre une possibilité de faation facile et a faibles codts.

Une seconde approche consiste a utiliser la ré&pogy SU-8 pour la fabrication des
canaux microfluidiques. Le polymére SU-8 est biopatible, inerte une fois polymérisé et
transparent. |l présente donc de nombreux avantages |'élaboration des canaux
microfluidiques directement sur la surface du swabstdéfinis par photolithographie. Ce
procédeé se fait en plusieurs étapes. La premiapeatonsiste a déposer la résine au centre du
substrat et a I'étaler a I'aide d’'une tournetteéddisseur de la résine sur le substrat est coatrolé
par la vitesse de rotation du substrat. Ensuitmleche de résine est précuite sur une plaque
chauffante pour évaporer les solvants piégés a@arésine. Une fois que la résine est revenue
a la température ambiante, le substrat est expaseume source lumineuse UV a travers un
masque qui définit la structure désirée. La duréepbsition dépend de I'épaisseur de la résine,
de la puissance et de la longueur d’'onde de ladamifisée. Apres l'insolation, le substrat est
a nouveau recuit. En fin une étape de développeparntet d’enlever la partie de résine qui
n'a pas été exposée a la lumiere UV [16-17].
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Conventionnellement, le PDMS est utilisé pour farteecanal en SU-8. Le scellement
des deux parties ne peut passe faire, a notre iszanae, avec un simple plasma d’oxygéne
comme dans le cas du collage PDMS/Verre. |l eseswgire de faire subir un traitement
chimique a l'une ou l'autre des surfaces de PDM$leetSU-8 pour leur scellement. Une
meéthode relativement simple et efficace consisitaaiser la SU-8 ou le PDMS. Il existe deux
méthodes principales qui utilisent soit un plasrizaate [16] ou un plasma d’oxygene [18].
L’objectif de ces deux méthodes est d’activer lesases de SU-8 et de PDMS pour favoriser
des liaisons moléculaires fortes entre ces deugnmak. Dans le cadre de ces travaux de these,
la méthode de collage utilisant un plasma d’oxygsara utilisée. Cette méthode consiste dans
un premier temps a ouvrir les ponts époxy présants suface de la SU-8 a I’aide d’un
traitement de plasmaOPuis, la SU-8 est plongée dans un mélange d’APTtBanol pour
former des groupements de Si-O-Jibres sur la surface de la SU-8. Ensuite, unmé&a&»
est réalisé a la fois sur la SU-8 silanisée eO®IB pour ouvrir les groupements Si-OH sur les
deux surfaces. Les deux piéces sont ensuite misesn¢act pour créer des liaisons covalentes
qui provoguent un collage irréversible entre legxdmatériaux.

La Figure 1.6 montre un prototype de collage d'apat de PDMS sur une couche de
SU-8 pour former des canaux microfluidiques. Lesba entre PDMS et SU-8 est restée intacte

méme apres que les dispositifs scellés aient étdptis dans I'eau pendant de nombreux mois
[16].

Figure 1.6. Des canaux rectilignes en SU-8 fabriqués sur un substrat de silicium et scellés en
utilisant un morceau de PDMS activé avec un plasma d’'azote [16].

Outre les avantages que nous avons déja citésnfietieenent biocompatibilité et
transparence), on peut ajouter la bonne tenue nugmaet la bonne résistance chimique du
PDMS et de la SU-8. Par contre, la méthode dedatioin avec le PDMS est beaucoup plus
simple que la méthode de fabrication avec la Spu&qgu’elle ne nécessite pas une étape de
traitement chimique de surface pour coller le PDddEle verre. Cependant, I'utilisation de la

SU-8 présente un réel avantage lorsqu’une précisaignement du canal microfluidique avec
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d’autres éléments (comme des électrodes), est s@mmsCette précision sera assurée par
I'étape de photolithographie de la SU-8 sur la plns notre cas, cette méthode sera la plus

adaptée.

De plus, comme nous allons le voir dans le pardggrapivant, le développement de ces
techniques a base de polymeres souples et défarsnadlde pair avec I'intégration d’un grand

nombre de fonctions au sein des systémes micrajflugg.

1.2.2 Quelques exemples de systemes/fonctions miktriaiques de base

Un exemple typique des potentialités des technetogiicrofluidiques a été montré, des
les années 2000, avec la réalisation de micro-wretemicro-pompes qui permettent
l'intégration sur puces de fonctions de contrélécdulement [19]. En effet, une micro-vanne
permet de contrbler I'acheminement et la séparatims fluides dans un dispositif
microfluidique. L’association de plusieurs microamgs permet le développement de micro-
pompes par création d’effets péristaltiques au degicanaux. Ces micro-pompes permettent
de générer des déplacements de fluides au seitadasx et donc de réduire 'encombrement

externe des expériences microfluidiques.

1.2.2.1 Les micro-vannes

Les micro-vannes permettent a I'utilisateur de rédert I'écoulement de fluide dans un
canal microfluidique en faisant varier la forme méupartie de la structure microfluidique. Les
micro-vannes peuvent étre actionnées d'une manipreeumatique, mécanique,

électrocinétique, ou par introduction d'une forgeme.

Les micro-vannes pneumatiques, introduites pardepge de Stephen Quake en 2000
[19] sont devenues l'une des architectures de wate® plus courantes. Elles utilisent
généralement la déviation d'une membrane en PDMSipterrompre la circulation du fluide.
Une pression pneumatique est appliquée a la meml@iPDMS via un canal dédié appelé
«ligne de commande» ou «canal de contrdle». Lamaike leur popularité est liée au fait
gu'elles peuvent étre facilement intégrées auxéuté@s de lithographie standards utilisés dans

la plupart des laboratoires de recherche.

Les micro-vannes de Quake sont constituées d'ual darcommande qui chevauche le
trajet d'un canal d'écoulement, séparés par unebna@e qui a typiquement une épaisseur
variant de 5 a 15 um (Figure 1.7 (a)). La conceptiorigine était une micro-vanne de poussée

vers le bas ou une section transversale rectamgulkst située au-dessus d'un canal
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d'écoulement semi-circulaire en coupe transvessatpii pénetre dans le canal d’écoulement
pour couper |'écoulement. Une deuxiéme générationladvanne de Quake utilise une
conception de poussée vers le haut, ou un camairdmande rectangulaire est placé en dessous
d'un canal d'écoulement semi-circulaire. Dans l&ception de poussée vers le haut, le canal
de commande gonfle une membrane plane pour formebasse hémisphérique qui ferme le
canal d'écoulement semi-circulaire au-dessus [IBjconvénient potentiel de la conception
de Quake est gu’elle engendre des difficultés eténgad'imagerie. Le canal semi-circulaire
produit une interface arrondie qui agit comme uestille et rend I'observation un peu
compliquée. Pour éviter ce probleme, le canal miiadique semi-circulaire peut étre remplacé

par un canal rectangulaire.

p .
| Canal de controle D sapte
_w de fluide
<l
<O
S
S
- " o, entrée
; p 4 :_‘:- et sortie
Fluide 200um entrée distance dair
== de fluide capillaire-canal: 30 um
(a) (b)

Figure I.7. (a) La micro-vanne de Quake (b) Un schéma 3D d'une pompe [19].
1.2.2.2 Les micro-pompes

Comme les micro-vannes, les micro-pompes sontldeseats essentiels pour contréler
et moduler I'écoulement du fluide dans les réseaigrofluidiques. Les micro-pompes peuvent
généralement étre classées en deux catégoriese atipassive. Le pompage de fluide dans
des canaux d'écoulement semi-circulaires (en anmiises vannes de Quake mentionnés ci-
dessus) a été décrit pour la premiére fois en 2@00Jngeret al. La pompe se compose de
trois vannes pneumatiques en ligne avec des liggesommande individuelles comme le
montre la Figure 1.7 (b) [19]. L'inconvénient de tge de micro-pompes, est qu'elles
présentent des risques de fuites puisque les calecaentrole des vannes n'arrivent pas a bien

fermer le canal semi circulaire d’écoulement deglés.

Pour éviter les problémes de fuites et I'écoulengenliquide non désiré vers l'arriere,
Jeonget al.[20] ont développé une micro-pompe a commandepaggque en PDMS qui est
constituée de trois actionneurs circulaires eresgriun canal microfluidique reliant les deux

réservoirs d’entrée et de sortie comme le montrEidgaire 1.8 (a). Une nouvelle structure
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d’actionneur a été concgue et fabriquée a partirale couches de PDMS (Figure 1.8 (b)). Deux
couches épaisses et rigides sont utilisées pomneioles chambres d’actionnement ainsi que la
structure du canal microfluidiqgue et une coucheamiet souple de PDMS pour former la
membrane de l'actionneur. Si la force pneumaticuBattionneur est suffisante, la membrane
de I'actionneur est complétement gonflée dans éendtite d’actionnement et donc le fluide est

bien confiné.

actuator chamber  iquid chamber

pneumatic supply
channel

Liquid channel

dynamic valve
region

il

actuator

N

Pneumatic
supply channel

(a) (b)
Figure 1.8. (a) Micro-pompe a commande pneumatique (b) Structure de I'actionneur
pneumatique pour la micro-pompe pneumatique [20]

P

liquid channel

valve region

Les micro-pompes a base de matériaux pi€zo-éleesigont aussi largement utilisées
car elles présentent de bonnes performances eedatentemps de réponse. Elles tirent profit
de la faculté de certains matériaux piézo-électsga se déformer de facon importante sous
I'action d’'un champ électrique. Ainsi, une forcengéte par les matériaux piézo-électriques,
couplée a une membrane mince, peut étre utiliseegmmper des liquides. Par exemple, nous
pouvons citer la micro-pompe piézoélectrique dgwade par Tracewt al. [21], ou une
céramique piézoélectrique en PZT (Titano-Zircondte Plomb) a été utilisée en tant
gu’actionneur. La Figure 1.9 montre le principefdactionnement d’'une micro-pompe avec
actionneur piézoélectrique en configuration de r@ontes latérales. Un disque de PZT est fixé
sur la surface extérieure de la membrane. Lorsguiension £V est appliquée, le disque
piézoélectrique force la membrane a se déformes (lietérieur ou I'extérieur de la chambre
microfluidigue) et change ainsi le volume de larabee. Ces types de pompes sont également
utilisés dans les tétes d’impression jet d’encg.[2

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 30



Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique
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Figure 1.9. Principe de fonctionnement d’'une micro-pompe avec actionneur piézoélectrique
en configuration de contraintes latérales [21].

Nous allons a présent introduire la grande vad&pplications qu’offrent les systemes

microfluidiques.

1.3 Quelques grands domaines d’applications des $§ses microfluidiques

Ces dernieres années, le développement des teelrigumicro-fabrication a permis
de faire émerger la microfluidigue comme une sohlupertinente pour répondre aux défis
actuels dans de nombreux domaines. La microflualigpporte de nombreux avantages
essentiellement parce qu'elle permet de réduirestigeement les volumes d’analyse
(typiguement quelques nanolitres de solution saiffisants). Cette réduction d’échelle est
fondamentale car elle permet d’amplifier les saligdb de détection et d’augmenter les
cinétiques de réactions et donc de gagner du tpoysréaliser une analyse [2]. Sans compter
gue certaines solutions peuvent étre colteusesdficiles a produire en grande quantité.
D’autre part, les systemes microfluidiques pernm¢ttiintégrer sur une méme puce différentes
fonctions (purification, quantification, tri...) etnb donc grandement contribués au

développement du concept de laboratoires sur pud&l-on-Chip.

Les premiers systemes microfluidiques sont donamyspdans le domaine de la chimie
pour I'analyse. Dés les années 1990, Mahal. [23] proposent un concept de micro Total
Analysis System (microTAS) pour la chromatograpbie les mesures d’absorption sont
réalisées sur des volumes de I'ordre de la dizaéneL. S’en suit le développement sur puce
de microréacteurs [24] permettant, a I'échelle onieétrique, la réalisation et le contrdle de
réactions de synthese organique, pour des étudeémdivité. Le principe est de pomper deux
réactifs a un certain débit dans des micro-canaiigejrejoignent dans une zone appelée zone
de mélange ou zone de réaction chimique au seiaqielle les fluides entrent en contact
(Figure 1.10). Dans cette zone de mélange, ledifeaéagissent ensemble puis les mélanges
sont analysés en sortie. L'intérét majeur de laafiigidique pour les microréacteurs réside sur
le rapport surface/volume qui est élevé et qui adradune plus large surface d’échanges entre
les fluides. Un autre exemple dans le domaine dshilmie est d’ordre analytique pour des
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applications environnementales, avec I'analysesgiar d’échantillons environnementaux en
vue de la détermination de teneurs en polluanenguroduits toxiques. Egalement le potentiel
des systemes microfluidiques intéresse fortemesgdeeur militaire pour le développement de

capteurs capables de détecter les menaces desdanimégues et biologiques.

Entrés du reactif 1

Soriiedes produits
[Dakbit 1 = Debit 2}

S

J'.'iﬁ

fonede
reaction chimigue

Figure 1.10. Exemple de microréacteur sur puce de verre [24].

Un autre domaine qui a grandement motivé le dépeloent des systémes
microfluidiques est celui des sciences du vivanples particulierement les problématiques
liées a la protéomique et la génomique. Les avaniz@es sur les microTAS pour I'analyse
chimique ont naturellement conduit vers la biologieléculaire qui requiert elle aussi des
meéthodes analytiques avec toujours plus de débdeetésolution. Dans ce contexte, la
microfluidique a permis le développement d’outiés pxemple pour le séquencage de I'ADN
haut débit [25]. Par la suite, les applicationddgaues se sont étendues a I'étude des cellules
biologiques. En effet, les développements techngleg associés a l'utilisation de matériaux
polymeéres souples comme le PDMS qui sont totaletiecompatibles et bien adaptés a une
observation microscopique, ont conduit au dévelopmoe d'outils d’analyse cellulaire. Les
systemes microfluidiques apportent dans ce dombesemémes intéréts que ceux Ccités
précédemment a savoir une réduction des volumeslg'se combinée a une miniaturisation
des capteurs a I'échelle des espéces cibles pdaniplune sensibilité plus élevée, et une
analyse rapide des échantillons. Cette étape eslafoentale car elle permet d’accéder a
'analyse a I'échelle de la cellule unique [26].

Parmi les méthodes de détection les plus maturtss gilus utilisées pour I'analyse
cellulaire, on trouve le cytométrie en flux [27-28Jette technique est largement utilisée dans

les laboratoires de biologie pour I'analyse etriecéllulaire. Les cytometres sont basés sur
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'analyse de signaux optiques émis par une ceflitiede au milieu du faisceau lumineux d’un
laser par exemple. A partir des signaux optiquesunés, les propriétés optiques intrinséques
des cellules peuvent étre extraites. Comme le mdatFigure 1.11, le cytometre de flux se

compose essentiellement de trois parties :

+ Une partie qui se compose d’'un réseau microfluiglifprmé par une gaine liquide
d’entrainement dans laquelle un liquide s'écoudafiiesse constante, entraine et focalise

un deuxieme flux liquide contenant les suspensiefislaires.

+ La deuxieme partie est constituée d'un banc optanxec une ou plusieurs sources
lumineuses et ses détecteurs de type photodiode lgdiffusion de la lumiere) et des
photomultiplicateurs et filtres optiques qui pertaet de quantifier les diverses
fluorescences émises par chaque objet.

+ La troisieme partie est formée par un microproagsg®ur convertir les signaux

électrigues en signaux numériques et les analyser.

Figure 1.11. Représentation schématique d’'un cymomeétre en flux [28].

Cependant, la cytométrie nécessite le marquageedti®s a analyser a l'aide de
fluorochromes, qui peuvent modifier les celluleslehc conduire & des analyses erronées ou
modifiées. Ainsi, le développement de nouveauxi®dtanalyse cellulaire qui ne nécessitent
pas de marquage des cellules constitue de nouwkalienges pour les chercheurs. Parmi ces
nouvelles voies de recherches, les méthodes dectidéteélectrique et notamment la
spectroscopie diélectrique hyperfréquence est archodidat [29]. Cette technique se base sur
I'étude des interactions entre I'objet & analysde®ondes électromagnétiques. En particulier,
les ondes hyperfréquences sont particulieremetihpates car les longueurs d’onde misent en

jeux permettent de miniaturiser les capteurs poavailler a I'échelle de I'échantillon a

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 33



Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique

analyser. De plus, comme nous allons le voir dasparagraphes suivants, a ces fréquences,
interviennent majoritairement des phénomenes d&atbn des molécules d’eau, ce qui rend
ces fréquences intéressantes pour étudier lesi@tdpdes liquides polaires mais aussi celles
des cellules biologiques dont la teneur en eau EEeigner sur leur état pathologique [30-
31].

2. Caractérisation microondes de liquides — Applidéons a I'analyse
cellulaire

Un matériau est considéré comme «diélectriquesgloifsest capable de stocker de
I'énergie électromagnétique quand il est expose ehamp électrique externe. Ces matériaux
diélectriques, comme I'air, la matiére inorganigi@s, solutions aqueuses ou encore la matiere
organique/biologique, sont caractérisés par letwprgtés diélectriques. Ces propriétés sont
représentatives des interactions entre la matigle eéhamp électromagnétique. L'étude des
propriétés diélectriques d’'un matériau en fonctilenla frequence est couramment appelée
spectroscopie diélectrique et se fait principaleimpar la mesure de la permittivité relative

complexe du matériau, définie par I'équation (1.9).
& = ¢ — je" (1.9)

Ou ¢’ est la partie réelle de la permittivité relatidle représente la capacité d’'un
matériau a se polariser sous l'effet d'un chamgtébtpe. " est la partie imaginaire de la
permittivité, liée aux pertes diélectriques autratrdit a I'atténuation générée par le matériau
sur 'onde qui le traverse. On représente égaleliedfdt de ces pertes par la tangente de pertes
(tard) du matériau. Elle se définie comme le rappodadeartie imaginaire de sa permittivité

sur sa partie réelle (1.10).

r

tand = — (1.10)

!

Ainsi la permittivité complexe d’'un matériau évoleie fonction de la fréquence du champ
électromagnétique qui lui est appliqué. En efeetdurbe représentant I'évolution de la permitivit
en fonction de la fréquence représente en quelte la signature électromagnétique du matériau.
C’est donc I'obtention de cette signature aux fegges microondes qui va nous intéresser comme

nous allons le voir par la suite.
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2.1 Interaction onde/liquide

Comme nous venons de le voir, l'étude de /Tlintecamct entre les ondes
électromagnétiques et les molécules constituantquide permet de déduire les propriétés
diélectriques de ce liquide. Pour les liquides diislaires», les molécules ont des moments
dipolaires permanents, et leur permittivit¢ didigcte, dans le spectre radiofréquence et
microonde, varie fortement, typiquement jusqu’a.ll08s pertes diélectriques associées sont
généralement élevées, avec une tpouvant varier de 0,1 a 1. En revanche, les legiid
apolaires ont une permittivité diélectrique bieasplaible (typiquement 2-3) qui varie tres peu
en fonction de la fréquence. lls ont aussi de éailpbertes diélectriques, avec unedtan
généralement inférieure a 0,001 [32]. Les grandfé&rences de permittivité et de tangente de
perte entre les liquides polaires et non polaigeesasitent |'utilisation de techniques de mesure
différentes pour les deux types de liquides. Danteertravail nous allons nous focaliser sur les
liquides polaires. Ces liquides sont intéressagts@ier car (i) ils présentent une forte variation
de la permittivité en fonction de la fréquencdigspnt représentatifs des solutions biologiques

qui sont des solutions polaires.

Comme nous 'avons dit précédemment les proprddédsctriques des liquides polaires
evoluent fortement en fonction de la fréquenceettet, I'application d’'un champ électrique
local au liquide polaire entraine la création dmament qui tend a aligner les dipbles avec le
champ électrique. L’orientation des molécules pekdans un champ électrique ne se produit
pas instantanément, et la constante de temps éssesti appelée temps de relaxatignLe
temps de relaxation; est défini comme le temps nécessaire pour quguelé retrouve un
nouvel équilibre. Il en résulte dans le domaineqdentiel le phénoméne de dispersion
diélectrique, i.e.une forte variation des propsgeétiélectriques du liquide en fonction de la
frequence (Figure .12 (a)). Le temps de relaxatiansposé dans le domaine fréquentiel donne
acces a la frequence caractéristiqgue nfitéeéquence a laquelle la permittivité atteint sa valeur
moyenne lors de la transition entre deux palierdasgourbe de dispersion (Figure 1.12 (b)).

La fréquence caractéristique est inversement ptiopoelle au temps de relaxation (1.11).

1

fe= Gmr (1.11)

Cette dépendance en fréequence des propriétéstdflies des liquides polaires a été

largement étudiée et modélisée. En particuliersdarcas le plus simple d’un milieu avec un
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mécanisme de relaxation unique, le modéle de Dglgyenet d’exprimer la permittivité

complexe du liquide en fonction de la fréquencéZ)L.

* E _—€&
E(w=¢ +——= et w= 274 .
() 1+ jar, (1.12)

Ou &', correspond a la permittivité statique (aux trésska fréquences) et est la

permittivité aux tres hautes fréquences.

Prenons un exemple avec de I'eau déionisée (DOy@&,Jiquide pour lequel ce modele
est particulierement bien approprié. Les valeursndulele de Debye sont présentées dans le
tableau 1.1 et ont permis a partir de I'équatiodZ} de tracer la courbe de relaxation de la
Figure 1.12 (b). Sur cette figure, on voit que lartie réelle de la permittiviteé’ varie
brusquement entre deux paliers (a 76,47 pour Isselsafréquences et a 4,9 pour les hautes
fréquences) et passe par une transition autoua fflédquence caractéristique de 20 GHz. En
parallele, on peut voir que la partie imaginairdal@ermittivitée’ présente logiguement un

maximum a la fréquence caractéristique c’est-a-dalirenoment ou se produit la relaxation.

Es 6 g (PS)
Eau (DI) & 30°C 76.47 4.9 7.2
Tableau 1.1
i\(f E & [i___\
gl Dipolar gl N\

r (Rotational) 60 1l r \ L

Electronic

20 \

f, Hz v r ‘ Nl

0.1 1 1 f 100 T, GHz

(a) (b)
Figure 1.12 (a) Variation de la permittivité de I'eau en fonction de la fréquence (b) Zoom sur
les fréquences radio et microondes (courbes tracées pour I'eau a 30°C).

Il est tres courant de représenter I'équation deyPelans le plan complexe en tracant
la partie imaginaire de la permittivité en fonctida sa partie réelle comme le montre la Figure
1.13.
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Figure 1.13. Diagramme de Cole-Cole pour I'eau déionisée a 30°C.

Dans le cas d’'un matériau qui a une seule fréqudaaelaxation (type Debye), cette

, . X . . o+ el L 1
représentation apparaitra comme un demi-cerclaytmrégal észﬂ centre en—.
R

Ce mode¢le s’applique a un grand nombre de liquides polaires, mais reste valable que
pour des milieux a un temps de relaxation unique. Toutefois, dans les milieux inhomogenes, il
n’est pas rare de trouver non pas un temps deat@axmais une distribution des constantes de
temps. C’est pour cela que le modéle Cole-Col@ anétoduit (1.13).
£.-&,
A+ jarg)

E(w)=¢+ (1.13)

Ou a est un parametre qui permet d’ajuster la largedadlispersion. Lorsque = 0,

on retrouve I'équation de Debye.
2.2 Applications a la caractérisation d’échantillors biologiques

Une cellule biologique, peut étre modélisée en pFramapproximation par une sphere
homogene, définie par sa permittivit€t sa conductivité (comme le montre la Figure 1.14).

Elle se polarise donc en réponse a un champ éjeetri
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(a) Cytoplasme (D) (c)
Noyau

Membrane

Cellule animale Modéle de double Modéle homogéne
couche

Figure 1.14. (a) Modélisation biologique d'une cellule (b) Modélisation diélectrique équivalent
d’une cellule eucaryote avec un modéle double couche (c) Le modele de sphére homogéne
[33].

Lorsque I'on considere des échantillons biologiguaespar I'existence de la membrane
cellulaire, d’autres phénomenes de relaxation wiganent. Comme le montre la Figure 1.15,
la partie réelle de la permittivité diminue en plusieurs étapes distinctes lorsquedlguence
augmente ce qui correspond aux différentes zoneksgersion dont l'origine s’explique par

divers mécanismes qui dépendent des fréequencesitdigon.

108 +

_L _.
< <
T T

Complex permittivity

3

Frequency, Hz

Figure 1.15. Evolution de la permittivité complexe des tissus biologiques en fonction de la
fréquence : zones de dispersion

Le premier domaine de dispersion, appeléapparait entre 10Hz et 0,1KHz. Ce
domaine de dispersion est en fait associé a uregsos de diffusion ionique au niveau de la
membrane cellulaire. Pour décrire ce phénoménasperion, Schwartz [34] a considéré le
cas ou des contre-ions sont libres et se déplatent surface d’'une particule diélectrique.
Lorsqu’'un champ électromagnétique est appliquécdedrions vont se déplacer relativement

vite par rapport a la particule diélectrique emtaait la polarisation du systéme.
Le second domaine de dispersion est le domaifde 0,1 MHz & 10 MHz) lié a des
effets de polarisation de la membrane cellulaieepénoméne de polarisation interfaciale est
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connu sous le nom d’effet Maxwell-Wagner [35] larede courant €électrique doit passer une
interface entre deux diélectriques différents. Aagses fréquences les charges ont le temps de
s’accumuler aux frontiéres des régions conductribetes fréquences plus élevées, les charges
n’'ont pas le temps de s’accumuler et la polarisatie se produit pas puisque le déplacement

de la charge est faible par rapport aux dimengiens région conductrice.

Dans le domaine des fréquences microondes se tlaulspersiory liée aux effets de
polarisation dipolaire d'orientation basés suhiérpmeéne de relaxation des molécules polaires
(molécules d’eau et de nombreuses protéines panmge dont nous avons déja discuté dans

le paragraphe précédent.

Au-dela, dans le domaine Terahertz, d’autres meéoas apparaissent. lls sont
essentiellement basés sur des mécanismes vibralsoawvec une polarisation électronique qui
résulte du déplacement des orbites électroniquesress par rapport au noyau de lI'atome. Le
dernier domaine de dispersion qui apparait pourdégsiences optiques est quant a lui lié a une

polarisation atomique résultant du déplacementtiases liés par des liaisons ioniques.

En termes de détection et d’analyse de liquidef@chantillons biologiques, il est plus
intéressant de développer des capteurs opérans &ré@bpiences situées dans les zones de
dispersion, la ou les propriétés diélectriqueserdrfortement en fonction de la fréquence,

assurant la mesure de parametres plus pertinents.

En particulier, les cellules biologiques étant a%8@onstituées d’eau, les fréquences
microondes, pour lesquelles nous venons de voil eéxistait un phénomene de dispersion di
a la relaxation des molécules d’eau, semblentqudigdrement appropriées. En effet, dans les
anneées 1990, les travaux de Schwan et Gabriel$B438i consistaient a étudier les propriétés
diélectriques de différents tissus jusqu’au domaiee fréquences microondes a l'aide d’'une
sonde coaxiale, ont montré que la permittivitéaetdnductivité varient fortement d’un tissu a
un autre. Aussi les travaux de Gabriel ont ameamérirer que la permittivité et la conductivité
de cellules cancéreuses sont supérieures a celleslldles saines. Dans les travaux de Ann P
O’Rourkeet al.[37], une comparaison entre les propriétés digtpets de tissus de foie humain
a été présentée a deux fréquences discrétes (915d¥R,45 GHz). Aussi, les travaux de
Usman Kharet al. [38], ont montré la variation des propriétés ditrigues entre un tissu
mammaire sain et pathogéne confirmant les grandesnmlités de l'utilisation des ondes
électromagnétiques pour la discrimination cell@ast les applications diagnostiques (Figure
.16).
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Figure 1.16. Comparaison entre les propriétés diélectriques de tissus mammaires non
tumorales (NT) et tumoral (TT) [38].

Dans le méme temps, et pour comprendre la dépeadegguentielle des propriétés
diélectriques, plusieurs chercheurs ont proposéeteles électriques équivalents pour décrire
les propriétés physiques des cellules biologiquB$y. [La Figure 1.17 présente un circuit
électrigue équivalent qui décrit les caractériggudiélectrigues des deux principaux

compartiments de la cellule : la membrane et Igemihtracellulaire ou cytoplasme.

Dans ce modele, la membrane cellulaire est asiteiEaune capaciténfem combinée
en paralléle avec une résistancesR Aux fréquences radio et microondes, la résistétce

est court-circuitée puis que la capacitegprésente une impédanee—— trés faible. En

me
revanche, Hober [40] a montré gu’en basses frégsefigpiquement en-dessous de la centaine
de MHz), la membrane cellulaire ne laisse pas pénét signal a I'intérieur de la cellule
puisque la capacitéfem Se comporte alors comme un circuit ouvert. D’aptag, I'association
série de Rt et Gnt reflete I'influence du milieu intracellulaire awalites fréquences, tandis
gu'aux basses fréquences le milieu est dominé gpaomductivité ionique du cytoplasme
modélisée par R Pour le milieu extérieur, il est ici représenst pne résistanceskRassociée

en paralléle avec une capacitg:@n série avec une résistancg.FCette derniere représente

les pertes diélectriques du milieu [41].
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Figure 1.17. Circuit électrique équivalent modélisant le comportement diélectrique d’'une
cellule [41].

Comme nous I'avons vu dans ce paragraphe, damsreng des fréquences microondes, le
phénomene de dispersion est dd principalement @amsime de relaxation des molécules d’eau.
Ainsi, les propriétés diélectriques mesurées saraaution seront fortement liées a leur teneur en
eau. Dans ce contexte, I'utilisation des fréquemad# et microondes pour la caractérisation de
solutions polaires et d’échantillons biologiquesajitatrés prometteuse et fait I'objet, comme nous

allons le voir dans le paragraphe suivant, de d@paiments d’outils hyperfréquences adaptés.

3. Méthodes hyperfréquences pour la caractérisatiode liquides
polaires

De maniere générale, la caractérisation diélearpi matériaux dans la gamme radio
et hyperfréquences s’appuie sur différents typetedeniques. Dans cette partie, nous allons
nous focaliser sur quelques-unes de ces technguuest été specifiquement mises en ceuvre

pour la caractérisation de liquides.
Ces techniques de mesure peuvent se classer gcdtégories principales.
+ Les techniques de caractérisation en réflexion
+ Les techniques de caractérisation en transmission

% Les techniques de caractérisation basées surrdetuses résonantes
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3.1 Les techniques de caractérisation en réflexion

3.1.1 Mesures en guide coaxial

Parmi les techniques de mesure en réflexion, laodétla plus répandue pour I'analyse
de liquides consiste a utiliser une sonde coax{@étte popularité est due a la simplicité de
mise en ceuvre de tels dispositifs commerciaux cotarsende coaxiale «85070 probe Kit» de
Keysight (Agilent) ou la sonde coaxiale DAK de SREA

Pour la caractérisation diélectrique de fluidesgémmétrie de I'extrémité du céable
coaxial est importante et influe sur la reprodulitdbdes mesures, ainsi plusieurs géometries
ont été développées [31]. La Figure 1.18 donne xemple d'une sonde coaxiale ou le
conducteur intérieur est tronqué et protégé paomaucteur de masse extérieur plus long. Une
rondelle diélectrique est située a I'extréemitéadednde pour délimiter le liquide a analyser. Ces
rondelles sont généralement fabriquées a partir palymere qui a une faible permittivité, une
bonne résistance chimique et une bonne stabikigrtigue.

‘Semi-infinite’

~ircular . Liquid
circular ; o ‘ I )
waveguide l specimen

section
Coaxial
section Measurement
Bead— and calibration

plane

Figure 1.18. Une sonde coplanaire en réflexion pour la caractérisation diélectrique de liquides
[31].

Pour calibrer cette sonde, la procédure la pluamépe est d'utiliser trois mesures pour
lesquelles la sonde est respectivement en cowditien circuit ouvert (c'est-a-dire qu’'elle
rayonne dans l'air) et immergée dans un liquideéérence dont les propriétés diélectriques
sont bien connues. Une fois la sonde calibrééqlede a caractériser est positionné au niveau

du plan de calibrage.

Le principe de cette méthode de caractérisationbasé sur la détermination du
coefficient de réflexion” d’'une onde TEM réfléchie a I'extrémité de la sowdexiale, la ou
les lignes de champ électrique pénetrent danguédi. Le coefficient de réflexion est mesuré

a l'aide d’'un analyseur de réseaux vectoriel s lange bande de fréquences. Ce coefficient
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de réflexion est lié a la permittivité complexedu matériau qui est placé a I'extrémité de la
sonde [31].

Ces outils de caractérisation en réflexion a baseahdes coaxiales, ont été utilisés
€également pour la caractérisation de tissus biglas deés la fin des années 80 [42-44]. lIs
présentent 'avantage d’étre large bande avec useen ceuvre relativement simple. Aussi ces
techniques de mesures sont connues pour leur bor@ugsion sur les mesures avec une
incertitude d’erreur sur la mesure de la permiiciomplexe inférieure a 10%. Un exemple de
caractérisation utilisant le principe de sonde @eaxpour des mesures de permittivité sur des

tissus issus du foie est donné Figure 1.19.

Liver
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Frequency (Hz)

Conductivity (S/m)

Figure 1.19. Exemple de caractérisation de tissus biologique a I'aide d’'une sonde coaxiale
[36].

3.1.2 Guides d’ondes volumiques

Une autre technique pour la caractérisation deidegiconsiste a utiliser un guide
d’onde volumique. Parmi ces techniques on trousdrievaux de R. Jazicek [45], ou un guide
d’onde rectangulaire en réflexion est utilisé consoede microonde. La Figure 1.20 montre le
banc de mesure qui est formé d’'un analyseur dewégectoriel, un cable coaxial, le guide
d’'onde rectangulaire et le matériau sous test phalgxtrémité ouverte du guide d’'onde. Ce

guide d’onde a été utilisé pour la caractérisatiétectrique de liquides et de tissus humains.

Le principe de fonctionnement de ce banc de caraatidn est simple, la réactance et
la conductance équivalentes du dispositif sougpstirbent la réflexion au niveau de la sortie

en circuit ouvert du guide d’onde.
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Figure 1.20. Montage expérimental du guide d’onde rectangulaire utilisé en réflexion pour la
caractérisation de liquides [45]

Ces guides d’ondes volumiques ne sont pas tréséstivue leur limitation en largeur
de bande fréquentielle (par exemple ce guide d'@odere seulement la bande de 434 MHz a
2,4 GHz) et également leur encombrement qui reguiés volumes de fluides importants.

3.2 Les technigues de caractérisation en transmissi

Parmi les techniques de caractérisation en trasgmid’utilisation du cable coaxial est
a nouveau la méthode la plus répandue pour les m&is®ns que précédemment. Le principe
de caractérisation en transmission est de remplacéi€lectrique séparant les conducteurs
intérieur et extérieur de la sonde, sur une secatienlongueur précise, par le liquide a

caractériser comme le montre la Figure 1.21 [31].

Coaxial Line; 5002
characteristic
impedance

Forward
travelling — S
wave
Sn>
e
Port | (Q B H@ I @ Port 2
< 52
<+ Reverse
52 travelling

Dielectric wave
sample

Figure 1.21. Céble coaxial pour la caractérisation de liquides en transmission [31].

La Figure 1.22 illustre un dispositif expérimentiveloppé par Toropaine [46] qui est
formé d’'une ligne centrale constituée d'un conductgrculaire, et de deux conducteurs
formant la masse et espacés de la ligne centraleeddistance «d» et d’'une sonde de
température. La longueur de la ligne est réglée poe certaine gamme de fréquences de sorte

gue l'effet des réflexions multiples a l'intériglur capteur soit faible, et lI'atténuation totale du
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capteur ne dépasse pas la plage dynamique deyaualvectoriel utilisé. Les dimensions de
la ligne centrale et les plans de masse sont chdésielle sorte que I'impédance du capteur a
vide soit de 5@.

temperature
VNA meter

TEM-line

7Y

temperature sensor

Z

l
liquid

Figure 1.22. Dispositif mis au point par Toropaine et al. [46] pour la caractérisation
diélectrique hyperfréquence de liquides par sonde coaxiale en transmission.

La méthode est basée sur la mesure du coefficeritatismission complexe de la
structure remplie avec un liquide. La permittiitmplexe du liquide est calculée a partir de

'amplitude et de la phase du coefficient de trassion.

Les propriétés principales du capteur sont lesasuies: (i) la structure est ouverte de
telle sorte que le liquide inséré dans le capteticemplétement visible, et les bulles peut étre
totalement éliminées; (ii) la structure est simgtiéacile a fabriquer; (iii) les conducteurs sont
rigides, de sorte que le capteur peut étre netb@dspiemment sans affecter les propriétés
électriques; (iv) la fréquence de coupure des mddeguide d'onde est élevée (par rapport a
celle d'un capteur coaxial), et (v) la températdueliquide peut étre contrélée en continu
pendant la mesure. Du point de vue de la reprduilitgi I'écart-type des valeurs moyennes de

la partie réelle de la permittivité mesurées etsingsa + 0,7%.

3.3 Les techniques de caractérisation basées suisddructures résonantes
volumiques

La permittivité complexe de liquides polaires pégalement étre mesurée en utilisant
des résonateurs planaires ou volumiques. En é&etstructures hyperfréquences résonantes
sont connues pour étre plus sensibles que lesdiigpale caractérisation de liquides large
bande. Par contre, a la difféerence des dispoddige bande, les structures résonantes ne

permettent de caractériser un matériau qu’autoleutdréguence de résonance.
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Par exemple, Robert et Wang [31] ont décrit unbrigpie de caractérisation résonante
basée sur une cavité cylindrique en métal. Le chélegiromagnétique est confiné a I'intérieur
de la cavité et les échantillons a caractériser glagés dans un tube de pyrex le long de I'axe

central de la cavité comme le montre la Figure.l.23

Cette cavité est excitée par un champ électromagreesur le mode TMo. La cavité
est caractérisée par sa fréquence de résorfaeteson facteur de qualité a la réesona@cea
présence d'un diélectrique dans le tube de pyrerugbef, et Q. La perturbation sur la
fréequence de résonandckf,., est liée a la partie réelle du diélectriqtie et la perturbation
introduite sur le facteur de qualit¥Q, est liée a la partie imaginaire du diélectriglieA partir
de ces deux modifications, les propriétés diélgaas d’un liquide a la fréequence de résonance

peuvent étre extraites assez facilement.

Figure 1.23. Cavité résonante pour lI'analyse hyperfréguence de liquides [31].

La précision obtenue sur la caractérisation deidegp avec de tels dispositifs
hyperfréquences reste satisfaisante (inférieuf®@) 1Par contre ces types de dispositifs restent

encombrants et nécessitent un grand volume deléddie I'ordre du mL).

Pour résumer, le principal inconvénient de I'ensiende ces techniques est qu’elles
nécessitent un volume important de liquide. On,ekt pas toujours facile, lorsqu’on travaille
sur les échantillons biologiques d’avoir acces agindes quantités de liquides. De plus,
comme nous l'avons vu précédemment, il y a unifaérét a réduire les volumes d’analyse
pour accroitre la sensibilité de détection. Enipalier, aux fréquences microondes, les liquides
polaires sont fortement dispersifs et introduiseées fortes pertes qui impactent de fagon
importante les performances de détection. Pourepall cet inconvénient, les technologies
microfluidiques apportent une solution intéressaptesqu’elles permettent de limiter et

maitriser les zones d’interaction entre le liquatlée capteur hyperfréquence.
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Nous allons donc voir dans le paragraphe suivamtiqges solutions qui ont été
développées pour coupler les dispositifs hyperiedgas avec les technologies

microfluidiques.

3.4 Technologies microfluidiques pour la caractération diélectrique de liquides
en technologie planaire

Le couplage de la microfluidique avec des captdwyperfréquences permet le

développement d'outils plus précis, plus intégtgses économes en volume d’échantillon.

Les premiers développements ont été réalisés suigtes de transmission coplanaires
car leur configuration planaire rend I'implémentatid’'un réseau microfluidique relativement
simple. Par exemple, G.R. Faagral. [47] ont développé un dispositif basé sur unedign
coplanaire pour la caractérisation diélectrique lideides. La Figure 1.24 nous montre
I'architecture du dispositif utilisé. Ce disposit formé d’'un guide d’onde coplanaire (CPW)
sur lequel un microréservoir en PDMS a été impléfmpour contenir les échantillons liquides

a analyser.

PDMS microfluidic
/ mold
7 3

P g

Coplanar / Glass End-launch
waveguide substrate SMA adaptor
(Ti/Au metal lines)

Figure 1.24. Dispositif proposé par G.R. Facer basé sur un guide d’onde coplanaire pour la
caractérisation diélectrique de liquides [47].

Des analyses d’échantillons biologiques comme lbgobine, dans une bande de
fréquence allant de 40 Hz jusqu’a 26,5 GHz, ontnédées et démontrent le potentiel des
structures hyperfréquences coplanaires pour lxEaisation d’échantillons biologiques.

Sur le méme principe, Sanghyun ®¢tal.[48] ont développé un dispositif formé d’'une
ligne coplanaire (CPW) sur un substrat de PyrexX68@ pum d’épaisseur. Sur cette ligne
coplanaire, un microréservoir en SU-8 de 300 prprdondeur a été implémenté (Figure 1.25
(a)). Des analyses sur différents liquides ontéd@ées dans la bande de fréquence allant de 1
a 32 GHz. La Figure 1.25 (b) montre un exemple ésume sur un échantillon de méthanol. Les

mesures effectuées avec ce dispositif sont en tmréavec le modele de Cole-Cole.
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Figure 1.25. (a) Ligne coplanaire & microréservoir développé par Sanghyun Seo et al. (b)
Exemple de mesure sur un échantillon de méthanol [48].

On peut également citer les travaux de James CthBaga a utilisé des lignes de
transmission coplanaires en or, d’épaisseur 0,4l&mpsées sur un substrat en quartz de 1mm
d’épaisseur, pour la caractérisation diélectrigediguides dans la bande de fréquences allant
de 45 MHz jusqu’a 40 GHz [49]. Pour définir le camécrofluidique sur les lignes, un morceau
de PDMS moulé est utilisé comme le montre la Fidi#@. La liaison permanente du PDMS
sur le substrat de quartz a été réalisée par tanrant par plasma d’oxygene. Des structures
d'étalonnage avec des géomeétries transversalesqigdes a la géométrie du capteur ont été
fabriquées pour permettre d’effectuer un étalonmBgype multi-lignes TRL (through-reflect-

line).

Ce capteur permet d’extraire la permittivité complele I'échantillon liquide polaire
(Méthanol) sous test a partir de la mesure deriatan de la capacité et de la variation de la
conductance de la ligne de transmission. La pdatité de la méthode d’extraction utilisée
repose sur le fait que tous les parametres néocesshi modele ont été directement déterminés
expérimentalement a partir d’'un seul ensemble deuree sans avoir besoin d’un liquide de
référence de permittivité connue. Cette méthodsistendans un premier temps a déterminer
avec précision les parametres caractéristiqueséflamce caractéristiqgué.et constante de
propagationy) de chaque région de la ligne (Air/Quartz, PDMSiQu et PDMS/Canal
microfluidique/Quartz). A partir de ces paraméttagermittivité du liquide placé dans le canal

microfluidique, est calculée.

48
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Silicon

Photoresist

Figure 1.26. Capteur développé par J.C. Booth et al. pour la caractérisation diélectrique de
liquides dans la bande de fréquences 45MHz -40GHz [49].

De facon a améliorer la sensibilité de tels cagteluCheret al.[29][50] ont développé
un dispositif formé d’un guide d’onde coplanairesgmie avec une capacité inter-digitée qui
concentre le champ électromagnétique et formena gtanalyse. Un canal microfluidique en
PDMS a été reporté sur le dispositif de fagon @gule fluide sous test sur la capacité inter-

digitée. La Figure 1.27 présente le dispositif fgbé.

Sensing area
150 yum x 150 um

=9, ‘ HF OUT
‘.\l\

4

Figure 1.27. Exemple de dispositif coplanaire couplé a un canal microfluidique pour I'analyse
hyperfréquence de liquides biologiques [29].

La caractérisation diélectrique est effectuéeatmande de fréquence 40 MHz-40 GHz.

bY

Le principe consiste a mesurer la valeur de la ad@panter-digitée lorsque celle-ci est
recouverte par différents liquides. Une procéduee«de-embedding» est appliquée pour
soustraire I'effet des lignes d'accés coplandi@&igure 1.28 présente la variation de capacité
en fonction de la fréquence lorsque le canal migidifjue est rempli d’eau déionisée (DI).

Etant donné que la capacité globale du captelprepbrtionnelle a la permittivité relative du
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liquide avec laquelle elle est en contact, sonuian en fonction de la fréquence suit la méme

allure que la variation de la permittivité de I'eaufonction de la fréquence.

400 —

Q' —— Measurements

€ Simulations
300 —

Capacitance(fF)
3
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[
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Figure 1.28. Variation de la capacité en fonction de la fréquence lorsque le capteur est en
contact avec de I'eau DI [50].
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Figure 1.29. Variation de la capacité en fonction de la fréquence pour différents mélanges
eau-éthanol [50].

Avec ce capteur microfluidique, différents mélangéisanol/eau ont été analysés et

identifiés a partir du contraste capacitif géné&glp mélange par rapport a I'eau (Figure 1.29).

Les capteurs résonants qui offrent des performant&gssantes en terme de détection,
ont également été intégrés au sein de dispositdsftuidiques. Notamment, A.l. Gubgt al.
[51-52] ont proposé un capteur hyperfréquences [@ouaractérisation de petits volumes de
liquides dans la bande Ka (de 27 a 40 GHz). Cescapst basé sur l'utilisation d’un résonateur
diélectrique excité par des modes de galeries (péhisg Gallery Mode). Le résonateur se

compose de deux guides d’ondes diélectriques pladé&ntrée et la sortie d'un résonateur
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diélectrique. Ce résonateur est formé par un disigusaphir (de diametre de 14,4 mm et de
hauteur égale a 2,5 mm) et un disque de plastigqud®,89 mm d’épaisseur. Un canal

microfluidique, constitué d’'un tube en matiére ptase (Zeonex 480) et de diameétre 0,2 mm,
est placé sur la partie supérieure du résonatenmenle montre la Figure 1.30 (a). Un systeme
de contrdle en température a été installé pouilisetla température du résonateur et le liquide

en cours de test avec une précision supérieur@ @12C (Figure 1.30(b)).

B e, § B
i waveguide | resonator quts
A e | < - microfluidic

2 o, ] e I channel

b _;..'_ .': ¥ i [}

_ ¥ Al 1

—— = meta

sappitrit tube

() (b)

Figure 1.30. (a) Le résonateur WGM [52] (b) La cellule de mesure constitué par le résonateur

WGM [51].

Le principe de détection repose sur la mesure éeollition de la fréquence de
résonance du résonateur et du facteur de quagédspectivementa ete” du liquide sous

test.

Pour obtenir la valeur absolue de la permittividénplexe du liquide sous test a partir
des données mesurées, des courbes d’étalonnageséon¢alisées a partir des mesures
effectuées avec des liquides de référence (de fimitéi bien connue a la fréquence de
résonance du résonateur). Deux types de courb&dalibages ont été mises en ceuvre. Une
courbe d’étalonnage qui présente le décalage tiédaence de résonateur a la présence du
liquide sous tes@f“q), par rapport a la fréquence du résonateur a(fgjr) en fonction de la
permittivité comme le montre la Figure 1.31 (a)tt€eourbe d’étalonnage permet de calculer
la partie réelle de la permittivité complexe dwldge sous test. Une seconde courbe qui présente

1 .
en fonction de”

cers - . 1
la difféerence de l'inverse de facteur de qualitérdsonateur— —

liq air

(Figure 1.31 (b)) et permet d’estimer la partie gimaire de la permittivité du liquide sous test.
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Figure 1.31. (a) Décalage de la fréquence de résonance fig-air €n fonction de la partie réelle de
la permittivité de différents liquides de référence (b) inverse du facteur de qualité du
résonateur en fonction de la partie imaginaire de liquides de référence [52].

A partir de ces deux courbes d’étalonnage, la pgawité complexe de différentes
concentrations de solutions aqueuses de cytochf®mesté mesuree a la fréquence de 35,5
GHz comme le montre la Figure 1.32. En effet, léoclirome C est une protéine qui est
généralement utilisée en tant que systéme modelegbadier le transfert d’électrons dans les
protéines.

30 -0 1
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w  24r B
2t OO0 o.-____ 4

20t 1

18 1 1 I 1 I 1
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Cytochrome C (%)

Figure 1.32. Les parties réelles (bleu) et imaginaires (rouge) de la permittivité de solutions
aqueuses présentant différentes concentrations en cytochrome C [52].

Les résultats obtenus montrent une bonne concoeddes données calculées et
mesureées sur la permittivité complexe de différemtncentrations en Cytochrome C. Aussi
cette technique fait preuve d’une bonne précisinsi gu'une sensibilité trés élevée. Par contre

ce type de dispositifs reste relativement encontteboomplexe a mettre en ceuvre.

Nous pouvons également citer les travaux de Aliwjatbaret al. [53], qui se basent
aussi sur I'étude des perturbations de la frequeleceésonance et du facteur de qualité d’'un
résonateur chargé par différents liquides. Le capst constitué d’un circuit résonnant formé
par un anneau microruban a double gap (DSSR) cdmmentre la Figure 1.33. Un capillaire

est fixé au substrat et passe a lintérieur des glaprésonateur; par conséquent, la capacité
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formée par les gaps change, ce qui entraine undicatidon des conditions de résonance du

capteur.

Capillary

B - Z

(a) (b)
Figure 1.33. (a) Schéma du capteur DSSR (b) Photographie du capteur DSSR réalisé avec
une structure de microruban [53].

Les caractérisations des liquides ont été effestadec deux types de capillaires, un
capillaire en quartz et un capillaire en Perflukoaly (PFA). La permittivité complexe a 3 GHz,
pour différents liquides, est extraite a partir dessures en utilisant des équations optimisées
en simulation et basées sur le décalage de ladnégude résonance du DSSR a la présence du
liquide. Un bon accord entre les valeurs mesuréda germittivité complexe et celles calculées
a partir du modele de Debye est ainsi observé, @egerreurs de mesures faibles. Par exemple,
pour I'eau, I'erreur de mesure est estimée a 0,33@type de structure montre donc des
résultats intéressants avec une bonne sensikili®wes verrons dans le paragraphe suivant

comment ce type de capteurs peut étre adapté pomesure de particules en suspension.

Une autre topologie intéressante a été dévelopgelds travaux de Michael A. Suster
et al.[54]. Le capteur RF est formé par deux électradesr séparées par un gap de 400 pm,
qgui forme une zone de détection capacitive, ssulostrat de Rogers 4350 PCB. Pour former
le canal microfluidique, un film adhésif double éade 250 um d’épaisseur a été utilisé. Le
capot du canal microfluidique est fabriqué en pdimacrylate de méthyle (PMMA). Une
électrode flottante d’or est déposée sur la fapérseure interne du capot et permet d’obtenir
un champ électromagnétique constant dans la zongétbetion. Tous ces éléments sont
assemblés en fixant le capot de PMMA a la surfacsuthstrat. L'électrode flottante supérieure
est alignée sur les électrodes de détection ael'daltrous de positionnement prévus dans le
film adhésif double face (Figure 1.34). Le canatrofluidique a un volume total dei@ et un

volume de 0,8.L dans la zone de détection.

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 53



Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique
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Figure 1.34. (a) Vue en coupe du capteur microfluidique basé sur une structure capacitive 3D
avec électrode flottante — (b) Vue de dessus (c) Prototype d’'un capteur fabriqué [54].

Le capteur a été calibré a l'aide de six liquidesélérence: I'air, I'isopropanol (IPA),
le méthanol et 3 mélanges isopropanol-méthanolg@hanilieu liquide d’étalonnage a été
caractérise d'abord avec un kit de sonde diélecrgmmercial (Agilent 85070E) pour obtenir
une permittivité de référence. Les liquides d'étabme ont ensuite été chargés dans le capteur.
A partir des paramétres de réflexion,Sl est possible d’extraire des courbes d’étalgena
linéaires, qui représentent la variation de laipaéelle et imaginaire de I'admittance globale

du capteur en fonction de la permittivité sur cleafréquence (Figure 1.35 (a)).
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Figure 1.35 (a). Courbes d’'étalonnage (b) parties réelles et imaginaires de la permittivité en
fonction de la fréquence de 14 MHz & 6,5 GHz mesurées pour I'éthanol et I'éthyléne glycol
[54].
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L'éthanol et I'éthyléne glycol ont été caractéreésc ce capteur. A partir du paramétre
S11, 'admittance du capteur a été calculée. Les esutlétalonnage sont ensuite utilisées pour
calculer la partie réelle et imaginaire de la péiwiié des échantillons. Les résultats de mesure

du capteur sont représentés sur la Figure |.3®t(opmparés avec les mesures de référence
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effectuées avec la sonde diélectrique d'Agilen7Z8&(traits pleins). Les résultats montrent un
trés bon accord. Les erreurs sur la partie ré¢limaginaire de I'éthanol dans la gamme de
fréquence 14 MHz a 6,5 GHz ont été estimées raspawnt a 3,5% et 5,6%, alors que les
erreurs correspondantes pour I'éthylene glycolébatrespectivement de 5,4% et 4,5%. Ce
capteur présente donc une bonne précision de mdsunevanche, il présente une structure
complexe qui nécessite de nombreuses étapes deafahr avec notamment la nécessité de
réaliser des vias au travers du substrat et uctrétie supérieure.

En résumé, les capteurs résonants sont intéressankts permettent d’atteindre de tres
bonnes précisions de mesure et de fortes sen&ihiltn revanche, a la difference des dispositifs
large bande, les dispositifs résonants ne permigitende mesurer les propriétés diélectriques
des liquides sous test, de fagon continue, sulanige bande de fréquence. Il est donc nécessaire
de faire des compromis et choisir le type de capeudiliser en fonction des applications visées

et des performances qu’elles requiérent.

Cet état de l'art démontre le fort potentiel de tashniques de détection pour la
caractérisation de liquides. Cela ouvre de nousglerspectives et depuis peu, un certain
nombre de travaux sont initi€és pour tendre versrimgaturisation poussée et une intégration
complete de ce type de systemes dans des dispgsitd complexes grace aux technologies
CMOS. Elles permettent en particulier le développehie systemes intégrant les sources RF
ainsi que la partie capteur et traitement des demrdous allons a présent introduire quelques

avancées dans ce domaine.

3.5 Exemples de capteurs CMOS pour la caractérisatn de liquide

De récents travaux ont montré les potentialitéslaleechnologie CMOS pour
l'intégration de dispositifs RF pour la spectroseogiélectrique. Notamment, les travaux de
M. Bajestanet al. [55] démontrent la faisabilité de concevoir untégse de spectroscopie
diélectrique CMOS completement intégré qui perngetngsurer a la fois les parties réelles et
imaginaires de la permittivité d’'un liquide sur uaege gamme de fréquences. L'élément de
détection est basé sur une capacité inter-digitde Badmittance change par rapport a la
permittivité complexe de I'échantillon (Figure 1.88)). Afin de détecter la permittivité sur une
large bande de fréquence (de 0,62 a 10 GHz), lactgpest insérée dans une topologie de
diviseur de tension avec une capacité fixe. Lesdsoduet B (cf Figure 1.36 (b)) sont d'abord
appliguées a des mélangeurs I/Q. Les sorties desgedirs sont ensuite filtrées passe-bas pour
générer des signaux en courant conting, WQa, Vi et VQs. Ces signaux DC portent des

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 55



Chapitre I : Microfluidique et spectroscopie diélectrique

informations sur 'amplitude et la phase des temsi®¥a et Vs Tout changement de la
permittivité complexe dans la zone de détectiotraduit par une variation de I'amplitude et
de la phase des tensiong & Vg respectivement aux nceuds A et B et ces tensiangepe
donc étre utilisées pour détecter avec précisigetaittivité complexe du matériau sous test
en utilisant une simple équation analytique. LauFeg.36 (a) montre I'ensemble du dispositif
fabriqgué en technologie CMOS. Pour positionnerideitle a caractériser dans la zone de
détection, le capteur est implémenté au fond dasenvoir en plastique. De fagon a mesurer le
méme volume de liquide (de I'ordre de 20puL) a cleaopesure, une micropipette a été utilisée

pour l'injection du liquide.

Packaged Chip

Top View of Sensing Cap.
Side Wiew of Sensing Cap. e

T s=ojo| | i — |

g
Plezsﬁc tube glued on
4 topofchip

(b)

Figure 1.36. (a) Photographie de la puce CMOS et implémentation au fond d’un réservoir
plastique (b) Géométrie de la zone de détection du capteur formée par une capacité inter-
digitée [55].

Pour mesurer la permittivité d’un milieu liquide, dapteur doit étre d'abord calibré en
utilisant des matériaux de référence : l'air, lettméol, I'éthanediol, le butane-1-ol et le
diméthylsulfoxyde (DMSO). A partir de l'air et dekifférents liquides d'étalonnage, des
éguations d’étalonnage sont établies (Figure 1.88s équations sont ensuite utilisées pour
déterminer la permittivité d’un liquide sous testfenction des tensionsaet VB mesurées.
Ainsi la Figure 1.38 présente un exemple de peivitétcomplexe mesurée pour I'éthanol. Ce
capteur est relativement précis avec une erredaguermittivité de moins de 1% sur toute la

gamme de fréquence de 0,62-10 GHz.
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Figure 1.37. Mesures des parties réelle et imaginaire de Va/Vg en fonction respectivement de
& eteg”, a8 GHz[55].
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Figure 1.38. Comparaison de la partie réelle et imaginaire de la permittivité mesurée pour
I'éthanol en fonction de la fréquence avec les valeurs théoriques [55].

D’autres travaux, dans la gamme de fréquences dimatriques ont été initiés.
Comme ceux du laboratoire IHP, dans lesquels uage4ibrme microfluidique intégrée
BiCMOS a été développée [56-57]. Le capteur utilis¥ctionne a 120 GHz et est basé sur un
filtre passe bande réalisé au moyen d’'un résongemaire, d’'un oscillateur commandé en
tension (placé a I'entrée du résonateur) et d’'uaealéur de puissance implémenté a la sortie du

capteur (Figure 1.39).
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Figure 1.39. Photographie du capteur BICMOS a 120 GHz [56].
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Lorsque le résonateur est chargé par un échantdiéfectrique biologique, les
parametres caractéristiques du résonateur, teltaguéguence de résonance et le facteur de
qualité, changent en fonction des propriétés diktpes de I'échantillon. Ainsi, le niveau de
tension a la sortie du détecteur subira un changeemefonction de I'atténuation présentée par
I'échantillon diélectrique. En monitorant ces chamgnts, les caractéristiques diélectriques de

I'échantillon peuvent étre estimées.

Ce capteur est muni d’'un canal microfluidique inéédans le volume du substrat de

silicium, grace a une étape de gravure RIE (Figd@.

-]
MEE

(@) (b)

Figure 1.40. Photographie du dispositif (a) a vide (canal microfluidique remplie d’air)(b)
chargé avec de I'eau [57].

Le niveau de sensibilité du capteur, peut s’évakrercomparant la variation de la
tension au niveau du détecteur a la présence &ratifs liquides par rapport a la tension
mesurée a vide. La Figure 1.41 (a) montre les terssde sortie du détecteur mesurées en
présence d’air, d’eau et d’éthanol dans le canaiafiuidique. A la fréquence de 115 GHz, la
variation de la sortie du détecteur est de 60 mufr peau et de 160 mV pour I'éthanol par
rapport a la mesure de référence avec l'air. Gestags sont en bon accord avec les simulations

de la réponse en transmission (Figure 1.41 (b)).
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Figure 1.41. (a) Les résultats de mesure de la tension détectée a la sortie du capteur pour les
cas de l'air, de I'eau et de I'éthanol (b) Simulation du paramétre Sz; du capteur [57].
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L’ensemble de ces travaux montre que les dispg$iyiperfréquences présentent un fort
potentiel pour I'investigation des liquides polairdes chercheurs ont donc naturellement
cherché a étendre ce type de capteurs a la casatitgm de cellules biologiques pour lesquelles

les systemes microfluidiques présentent de nombaigartages.

4. La caractérisation diélectrique de cellules biolgiques

Ces vingt derniéres années, les recherches dasnaine des capteurs pour I'analyse
de cellules biologiques ont connu une forte craissal’analyse de cellules biologiques peut
se faire par différentes méthodes. Les méthode9lies couramment utilisées dans les
laboratoires de biologie reposent sur des méthogéigues basées sur des techniques de
microscopie qui permettent I'analyse de cellules fpaitement d’images en utilisant des
marqueurs fluorescents, ou encore sur la cytometritux et sur 'analyse de signaux optiques
émis par une cellule soumise a un faisceau lumirfanoxiaser par exemple). Par contre la
plupart des techniques optiques reposent sur ape ée marquage des cellules. Cette étape de
marquage peut étre parfois colteuse, longue etgiguer voir perturber les cellules et les
rendre non réutilisables aprées analyse. Pour suanares inconvénients, de nouvelles

méthodes d’analyse cellulaire non invasives et sarsjuage se sont développées.

Dans les paragraphes suivants, nous allons détgilldques exemples de biocapteurs

basés sur des méthodes de détection électriqud’aoaiyse de cellules biologiques.

4.1 Capteurs hyperfréquences appliqués a la biodétigon

Les premiéres générations de biocapteurs hypedrémgs exploitaient le fait que
I'énergie du signal RF est essentiellement conéendur la surface des lignes impliquant des
pertes d’insertion et des pertes par réflexionntkéiduction d’'une particule diélectrique
(cellule, biomolécule...) sur la ligne RF engendrs deodifications sur la propagation du
signal. Les premiers capteurs développés dérivésdibgpuces a ADN utilisaient des cibles
d'immobilisation greffées a la surface des lign€s Bn exemple typique est donné Figure 1.42.
Young-Il Kim et al. [58] ont développé un dispositif résonant LC pdaurdétection de
biomolécules. Le principe de détection repose awaliation du signal RF provoquée par la
résistance, la perméabilité et la permittivité d'lmomolécule a la surface du résonateur RF.
En effet, le résonateur est formé par une induetamcspirale implémentée en série avec une

capacité inter-digitte comme le montre la Figué@.l.
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Figure 1.42. Principe de détection de biomolécules en utilisant un circuit planaire RF résonant
[58].

Pour immobiliser les éléments biologiques sur idase du résonateur, un matériau a
faible constante diélectrique, le BCB, a été éilmur déterminer la sensibilité du résonateur
a la présence des biomolécules. Les parametresdSphsitif sont tout d’abord mesurés puis
compares a la réponse a vide du résonateur. Commeritre la Figure 1.43, la variation des
pertes d’insertion entre le résonateur a vide gtsafimmobilisation de biotines n’est pas tres
significative. Par contre apres la fixation desiabécules d’avidines, les pertes d’insertion sur
le point de résonance subissent une grande varidtio revanche, la fréquence de résonance
ne semble pas affectée par la liaison biotine-aeidit cela signifie que la biomolécule agit

comme une résistance et induit une variation d’olapée purement résistive du dispositif RF.

Dans cet exemple, I'association toute simple d'imtictance avec une capacité a
montré une approche prometteuse pour la détectohiamolécules dans la gamme radio
fréequences. Par contre, il faut noter que cettdnatet nécessite une étape de fonctionnalisation
de surface consistant a greffer sélectivement dedes d’immobilisations sur les éléments

sensibles du capteur.
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Figure 1.43. Comparaison du coefficient de réflexion du résonateur a vide, aprés
limmobilisation de biotines et aprées fixation de biomolécules d’avidines [58].
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Sur le méme principe, d’autres types de dispodRFsrésonants, pour la détection de
cellules biologiques ont été également mis en ceuvabjectif étant de tirer profit des
interactions d’'une onde électromagnétique hautguénce avec une ou plusieurs cellules
biologiques pour réaliser une analyse physiqueaiothu continu cellulaire. Notamment, nous
pouvons citer les biocapteurs RF développés awdseimboratoire XLIM par L.Y. Zhanet al.
pour la caractérisation de cellules biologiqgueséaguses [59]. Ces capteurs, comme le montre
la Figure 1.44 (a), sont basés sur des résonastpppshande formés d’'une inductance disposée
en parallele avec deux capacités inter-digitéesir fe¢quence de résonance est réglée en
ajustant la taille de I'élément inductif. Les capasinter-digitées, qui concentrent fortement le
champ électromagnétique a la fréquence de résonanastituent les zones d’interaction
privilégiées avec les cellules biologiques. Si yaeticule diélectrique, caractérisée par sa
propre permittivité et conductivité, est déposéeecies électrodes de la capacité inter-digitée,
des changements de parametres S du résonatelensegistrés. La variation de permittivité
aura un effet sur la fréquence de résonance dwatsa RF, alors qu’une variation de
conductivité aura un effet sur le facteur de qéaditia fréquence de résonance du résonateur
RF. Les mesures ont été faites en deux étapes. Wapsemier temps, les parametres S du
capteur a vide ont été enregistrés. Ensuite, undegde cellules en suspension dans de I'eau
est déposée dans une micro-chambre qui définitda d'interaction cellules/capteur. Une fois
gue tout le volume d’eau est évaporé et que ldgleslont sédimenté entre les électrodes de la

capacité inter-digitée, les parameétres S sont &sirég de nouveau.
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Figure 1.44. (a) Exemple de biocapteurs résonants (b) La partie réelle de la permittivité
relative extraite comme une signature représentative du type cellulaire.

A partir du décalage de la fréquence de résonamaohaljue capteur, la variation de la
permittivité en fonction de la fréquence de plusselypes cellulaire a été mesurée comme le
montre la Figure 1.44 (b). Cette technique présdiaeantage de pouvoir concevoir des
dispositifs d’analyse miniaturisés qui permettemtravailler a I'échelle cellulaire et sans avoir
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recours a un marquage des cellules. Par contrendssires avec les cellules sont réalisées a
I'air ambiant, ce qui impose de fixer au préaldbkecellules pour assurer une reproductibilité

et une stabilité des mesures au cours du temps.

Il est donc nécessaire pour aller plus loin de powaractériser les cellules biologiques
sans les dénaturer en les conservant dans un roibkagique. Dans cet objectif, nous avons
vu que les technologies microfluidiqgues ouvraieas gberspectives intéressantes car elles
permettent de réduire les volumes d’analyse toutneitrisant parfaitement les zones
d’interaction du capteur avec le liquide biologigans le paragraphe suivant, nous allons
présenter les solutions mises en ceuvre jusqu’emrgsur le couplage des technologies

microfluidiques avec les dispositifs hyperfréquence

4.2 Les biocapteurs RF microfluidiques

Nous avons vu que la technologie microfluidiquesprie I'intérét de s’adapter a des
structures miniatures. Un exemple de couplage entsystéme microfluidique et un dispositif
hyperfréquence est reporté dans les travaux deeh €hal[60]. Ce méme capteur qui était
présenté dans la partie 3.4 de ce chapitre a @igeypour la caractérisation de cellules
biologiques. Afin d’étudier les capacités du dispibpour la détection et I'analyse de cellules
vivantes en suspension dans leur milieu de cultdes mesures sur de différentes
concentrations de suspensions de cellules de Lymesd ont été effectuées. Notons que le
milieu de culture utilisé pour les suspensionsutaifes est du RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) mélangé avec 10% de sérum de feegal (SVF). Ce milieu a été utilisé
aussi comme milieu de référence pour calibrer lesures. Différentes concentrations de
cellules vivantes ont été mesurées et les résslbatsprésentés sur la Figure 1.45. Le comptage
des cellules dans la zone de détection (la capat@&édigitée) se fait a I'aide d’un microscope
(Figure 1.46).

0
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5
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10 =70 cells

= 70 cells

Capacitance contrast (fF)

=150 cells

Conductance contrast (mS)

= 150 cells

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Frequency (GHz) Frequency (GHz)

(a) (b)
Figure 1.45. (a) Contraste capacitif AC (b) et contraste de conductance (AG) pour différentes
concentrations de cellules lymphomes B dans du RPMI+10%SVF pris comme milieu de
référence [60].
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=20 cells |

Figure 1.46. Distribution des cellules de Lymphomes B dans la zone de détection du capteur
pour différentes concentrations [60].

Comme le montre la Figure 45, les contrastes cfsaet de conductances semblent
bien proportionnels au nombre de cellules danste zle détection. A partir de ces mesures,
un contraste capacitif moyen par cellule de 0,2 &#¢é évalué. Compte tenu d'un niveau de 0,1
fF de sensibilité, la détection d'une seule cebwiec la technique de détection microondes peut
étre envisagée mais semble insuffisante pour ezalise analyse. Cet exemple montre
également I'importance de travailler et d’optimitesensibilité de ces dispositifs compte tenu
des trés faibles variations capacitives introdupgedes cellules lorsqu’elles sont dans un milieu
liquide.

T. Chenet al, ont par la suite développé un biocapteur RF pauspectroscopie
diélectrique d'une cellule biologique unique etvite dans son milieu de culture dans le spectre
frequentiel microondes [61]. Ce capteur comporte aone d'analyse électromagnétique
constituée par une ligne coplanaire discontinuenémt une capacité série utilisable pour
'analyse. Cette zone de détection est adaptédaillde I'objet a analyser, soit une cellule
sphérique de l'ordre de 10 a2 de diametre, afin d’accroitre la sensibilité depdsitif. Ces
lignes coplanaires de faibles épaisseurs (0,3 pnt)implémentées sur un substrat faible pertes
en quartz. Un canal microfluidique incluant un hlegr mécanique, permettant de localiser
précisément la cellule biologique par rapport adae de détection, est placé sur les lignes
coplanaires. Une piece de SU-8 permet de définicaleal microfluidique et le bloqueur
(indiqués en bleu sur la Figure 1.47). Le bloquesir tres |égérement décalé par rapport a la
coupure capacitive de la ligne coplanaire afinelenettre la localisation de la cellule & analyser

juste au centre de la capacité, la ou le champréteagnétique est focalisé.
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Microcanal

Cellule

Electrodes

Figure 1.47. Schéma de principe du biocapteur RF développé au LAAS— CNRS pour la
caractérisation microonde d'une cellule unique [61].

Pour extraire le modele électrique du capteurmpsmer l'impact des accés coplanaires
ainsi que des «murs microfluidiques», différentieuk liquides ont été utilisés. L'admittance
correspond alors a une capacité en parallele aveaasistance comme le montre la Figure
1.48. Toutes les deux sont modifiées des qu’'untqude dielectrique est stoppée au niveau du
bloqueur, en raison de sa différence de permitixéiative complexe par rapport au milieu
liquide.

Portl Chuid Port2

quartz

Figure 1.48. Modéle électrique du capteur

Ce capteur permet la détection d’'une cellule bigjog unique de lymphome B. Le
principe de mesure est assez simple. Dans un présnigs, une mesure des parametres S du
biocapteur est réalisée avec uniguement le mikecudture dans le canal microfluidique. Cette
mesure permet d’extraire I'effet capacitif du milieDes cellules en suspension sont ensuite
injectées dans le canal microfluidique du captelme fois qu'une cellule se trouve bloguée
dans le piege, le canal fluidique est rincé avemileeu de culture pour évacuer toute autre
cellule au voisinage de la zone d’analyse du coamtoRF. La sensibilité du capteur s’évalue
en calculant le contraste capacitif visible surrfessures en présence ou pas de cellule sur le

capteur.
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Ce contraste est indiqué sur la Figure 1.49 entfonae la frequence pour 3 cellules
individuelles provenant de la méme lignée cellelaire contraste capacitif est de I'ordre de 600
aF + 60 aF a 5 GHz. Il faut noter que le contrastgacitif n’est pas trés élevé. En effet, il
n’existe qu’une petite différence entre la permité du milieu de culture et la permittivité de
la cellule biologique et donc son impact sur le portement électromagnétique du capteur est
limité.

Fréquence (GHz)
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Contraste capacitif en fF

Figure 1.49. Contrastes capacitifs du capteur en présence de cellules vivantes individuelles
de lymphome B dans leur milieu de culture [61].

D’autres cellules (TPH1, une lignée de cellules ooytes humains), ont été
caractérisées. Egalement, les contrastes capaaitié$ que les contrastes de conductivités
obtenus sont présentés dans la Figure 1.50 et a@spax contrastes obtenus sur des billes de
polystyrene (de diametre 10 um) dans le méme mileeculture que les cellules.

0 0
02 0,02
04 0,04
06

0,06

0,8 0,08

Capacitive contrast (fF)
Conductive contrast (mS)

0,1

1 bead

1,2 0,12
0 10 20 30 40
Frequency (GHz)

Figure 1.50.Comparaison entre les contrastes capacitifs et contrastes de la conductivité
obtenus sur une bille de polystyréne et une cellule biologique suspendues dans un milieu de
culture cellulaire [59].

Comme on peut s’y attendre, le contraste capatsgtifa cellule est inférieur a celui de
la bille. La permittivité d’une cellule est bieruglproche de celle du milieu de culture que pour
des billes de polystyrene (permittivité proche de&2,7).
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Les travaux d’Y.Yanget al. [62-63], ont permis de développer une méthode esune
de la permittivité de particules diélectriques wndielles aux fréquences microondes, basée sur
une technique d’interférométrie. La Figure 1.51 itmerle schéma de I'architecture du capteur
RF : deux diviseurs de puissance de Wilkinson stilisés pour réaliser la combinaison en
différence de phase de deux signaux: le premierrimgeant un milieu de référence, le second
interagissant avec la particule sous test. Larmdiffée de phase de 180° est atteinte en ajustant

la longueur électrique.|

Reference
channel

Reference Sensing
branch_—— | ¢ |7 Zone
Power h& ] ! P
divider I\ [, ] | [ Yoy S
Port 1 A L VIS port
—— — 10002 1000 F—r

b

branch Sensing

MUT Zone
channel

Figure 1.51. Schéma de principe du capteur interférometre microondes proposé par Y. Yang
[62].

Ce capteur est basé sur une architecture de giaddedcoplanaire (CPW) réalisé sur
un substrat de quartz de 500 um d’épaisseur. Lieaaest constitué de 2 cellules de détection,
dont une servira de référence. La zone de déteesibformée par une section conique, adaptée
a la taille des particules a analyser, de facooceoére sa sensibilité en concentrant le champ
électromagnétique dans un volume restreint de tiétedJn canal microfluidique est réalisé
sur ces lignes CPW a partir d'un polymere SU-85l@ & de hauteur et de 50 um de largueur.
Deux morceaux rectangulaires de PDMS, de 2 mm id&ga, sont utilisés pour fermer le
canal. Pour réaliser la mesure, le canal de lalealle référence est rempli d'eau tandis que le
canal de l'autre cellule est rempli avec une susipande particules suspendues dans l'eau.

La mesure consiste a évaluer le paramétr@®dispositif autour de la fréquence ou |l
est le plus faible (interférence destructive) eleotecombinaison des 2 signaux issus de chaque
voie de détection est en opposition de phase cdementre la Figure 1.52 (a). La permittivité
effective des particules de latex en suspensiongisiainsi évaluée avec une grande précision
comme le montre la Figure 1.52 (b). La permittivités billes de latex reste relativement

constante, quel que soit le diametre de la pagicahsidérée (courbe verte).
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Figure 1.52. (a) Mesures du S»: du capteur interféromeétre pour des particules de latex de
diamétres différents (b) Variation de la permittivité mesurée des microbilles de latex
caractérisées (courbe verte) [63].

Sur un autre principe, le dispositif RF développéAli Abduljabaret al. [64] utilise la
perturbation d’'un mode de résonance pour caraetétiss cellules biologiques en suspension
dans un capillaire. Ce méme capteur décrit dangalagraphe 3.4, a été adapté afin de
caractériser des particules en suspension. En, effetcapteur est formé par un anneau
microruban présentant un gap de 35 um a une exé&@&miun capillaire de quartz (de diamétre
interne de 30 um et externe de 34 um) a été posdéid_es rayons interne et externe de I'anneau
ont été choisis respectivement a 6,7 et 8,0 mnr, @otenir une fréquence de résonance de 2,5
GHz (Figure 1.53).

Figure 1.53. Photographie du capteur annulaire muni d’'un capillaire de quartz [64].

La réponse en transmission sur une large bande cegpteur est formée de deux résonances
(Figure 1.54). La premiere résonance définit le emaupair et la seconde le mode pair du
capteur. Le mode impair est perturbé par les pgtgsidiélectriques du matériau a l'intérieur
du gap ou il existe un fort champ électrique. Iseenent, le mode pair est presque
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imperturbable puisque le champ magnétique est oborécentre I'anneau et le plan de masse.
Par conséquent, le mode pair du capteur est utibsé monitorer les changements éventuels
de température qui influent sur la valeur de larpiivité complexe du liquide.
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Figure 1.54. La réponse en transmission sur une large bande du capteur annulaire [64].

Pour évaluer la sensibilité du capteur a la préseéiune particule dans le gap, deux tailles
de microbilles de polystyréne (15 et 25 um) ontudilésées. Tout d’abord une mesure avec le
capillaire rempli uniquement d’eau a été faite cammesure de référence. Ensuite, des
microbilles en suspension dans I'eau sont injectis le capillaire. Lorsqu’une microbille
arrive dans le gap, la fréquence de résonance die mgpair diminue car la permittivité de la
bille, plus faible, diminue la capacité de boutrdsonateur. Ainsi, pour une bille de 15 um, la
fréquence de résonance du mode impair se décdlBKHz contre 350 KHz pour une bille
de 25 pym comme le montre la Figure 1.55.
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Figure 1.55. Parametres Sz1 mesurés et simulés du capteur annulaire en présence de 2 types
de microbilles en suspension dans de I'eau DI [64].
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Au final comme nous I'avons présente, les méthaldespectroscopie diélectrique hautes
fréquences développées dans la littérature semblentadaptées pour la caractérisation de
liquides et d’échantillons biologiques. Cette aghed’analyse non invasive et sans marquage
présente en effet un grand potentiel pour deveniroutil d’analyse performant pour de

nombreux domaines d’applications.
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Conclusion

Ce premier chapitre nous a permis d’introduiredifiérents avantages de la technologie
microfluidique ainsi que I'ensemble des domainegpglication qu’elle couvre. Nous avons vu
gue si les premiéres applications ont été natunelfe dédieées aux analyses chimiques et a la
biologie moléculaire, tres rapidement, l'intérésdechnologies microfluidiques a été mis a
profit dans le domaine de la caractérisation cailal La possibilité de manipuler, maintenir en
vie et caractériser des cellules dans des micr@syst hautement intégrés représente en effet
un enjeu majeur et le développement des laboratagte puce ouvrent d'importantes
perspectives aussi bien du point de vue du diagnqse du traitement. En outre, cette étude
bibliographique nous a permis en particulier derfile choix de la méthode de fabrication que
nous allons utiliser pour réaliser nos canaux nfligidiques. Ensuite, nous avons décrit les
différentes méthodes d’analyse diélectrique deidiegi et d’échantillons biologiques en se
focalisant sur la spectroscopie diélectrique héndiguence qui fait I'objet de ces travaux de
these. Dans cette partie nous avons montré I'intéradegrer les technologies microfluidiques
aux dispositifs hyperfréquences pour I'analyseetigtique. L'utilisation de petits volumes de
liquides dont l'interaction est bien contrélée petmi'assurer une bonne sensibilité de détection

des dispositifs hyperfréquences tout en restanpatibie avec la miniaturisation des capteurs.

Dans ce contexte, le but de ces travaux de thése ale développer un capteur
hyperfréquence, qui combine un systeme microfluidigvec le dispositif hyperfréquence, tout
d’abord pour la caractérisation diélectrique deitigs mais également pour la détection et la
caractérisation d’'une particule diélectrique unganise en suspension et cela sur une large
bande de fréequences (400 MHz-8 GHz).
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1. Introduction

Au cours de ce second chapitre, nous allons ndasesser a la mise au point et la
fabrication d’'un capteur électromagnétique poundlgse diélectrique de liquides. Comme
nous I'avons montré dans le premier chapitre lid#tiion des fréquences micro-ondes présente
plusieurs avantages pour la caractérisation deidiéguainsi que pour celle de cellules
biologiques. En effet, la spectroscopie diéleceighlF, contrairement aux méthodes
conventionnelles, permet en passant outre la merahlrallulaire d’interroger directement le
contenu intracellulaire dans sa globalité. De phes, fréquences permettent de travailler avec
des dispositifs miniaturisés mieux adaptés a lHetale petits échantillons. Couplé aux
technologies microfluidiques, il est alors possible réduire drastiquement les volumes
d’analyse. Cela présente également I'avantagerdietila perturbation introduite par le liquide
a analyser sur les dispositifs RF et de maintemnin &on niveau leur sensibilité. De plus, les
méthodes de spectroscopie HF sont des technigaralgse non-invasives, qui ne nécessitent
pas le recours a d'immuno-marqueurs. De ce fatéthantillons analysés peuvent, si besoin,

étre réutilisés aprés leur caractérisation pouttests complémentaires.

Dans ce contexte, nous nous sommes concentréegmmeptieu sur le développement
d’'un capteur RF miniature pour I'analyse de liquitietrés faible volume, (gamme du nano-
litre), sur une large bande de fréquence de 400 Mbtpu’'a 8 GHz. Nous verrons le design et
I'optimisation du capteur capacitif qui présente marticulier des électrodes métalliques
épaisses en or optimisées pour garantir un chamspri@ue homogéne dans la zone de détection
et ainsi effectuer des analyses avec une grandibdid. En premier lieu, une procédure de
calibration du capteur a été développée et utdifférents mélanges d’'eau et d'éthanol de
permittivité¢ connue. Ensuite, les performances ddeation et d'analyse du capteur
microfluidique proposé seront démontrées au tradersla caractérisation de différentes
solutions. La partie réelle de leur permittivitéatve a été extraite et comparée a la fois a la

littérature et a des mesures réalisées avec ume soaxiale commerciale.
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2. Conception du capteur

Comme nous l'avons vu lors de I'étude bibliograpieigdu premier chapitre, les
méthodes de détection électrigues HF pour la aaiaation de matériaux se catégorisent
principalement en deux grandes familles : les nu#bhdarge bande et les méthodes résonantes.
Les méthodes résonantes ne permettent de détenesngropriétés diélectrigues du matériau
qgue pour une fréquence unique ou un spectre trég. &n revanche, ces méthodes sont
connues pour avoir une tres bonne sensibilité aDerf alternative, les méthodes non résonantes
sont également intéressantes car elles sont bsisédss techniques large bande qui permettent
d’accéder aux propriétés diélectrigues des matérsaus test sur une large gamme de

fréquences.

C’est pourquoi, dans nos travaux, nous allons péwsculierement nous intéresser aux
méthodes de caractérisation de matériaux largeeb@ahs ce cas, les propriétés des matériaux
peuvent étre extraites a partir de la réflexionatedes sur le matériau diélectrique, ou de leur
transmission au travers du matériau a analyser @filastre la Figure 1.1. En effet, les
caractéristiques des ondes mesurées, que ce géiteqion ou en transmission, permettent de
déterminer les caractéristiques de propagationldanatériau et d’en déduire des informations

sur les propriétés diélectriques du matériau [1].

Onde incidente .
Matériau

Onde
transmise

Onde réfléchie

Figure 11.1. Comportement d’une onde électromagnétique interagissant avec un matériau
diélectrique [1].

Généralement le mécanisme de mesure en transmiasien réflexion des propriétés
diélectriques hautes fréquences d'un matériausatilune source qui émet un champ

électromagnétique, et daprés les lois physiquesrivint la théorie des champs
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électromagnétiques, une partie de ce champ eéthé#t I'autre partie traverse le matériau a
analyser, il s’en suit une interaction champ-matigui impacte le champ électromagnétique.
Un récepteur est requis pour capter ce changeneecttamp et par conséquent, il s'agit d’'une

séquence : source-interaction-récepteur.

L'objectif de ces travaux de thése, va étre d’'évdri@s propriétés diélectriques, dans la
gamme des hyperfréquences, de certains matériquixiéis ou de solutions de particules en
suspension). Ces propriétés diélectriques sontseptées par la permittivité qui est un
parameétre essentiel pour étudier les mécanismes cdaplage matériau/champ
électromagnétigue. Comme nous l'avons indiqué dangremier chapitre, la permittivité

complexe relative d'un milieu est définie par I'égjon (2.1).

*

e =g —je" (2.1)

En général la partie réelieet imaginaires” ne sont pas constantes et dépendent de la
fréequence et de la température. Comme nous I'avanau cours du premier chapitre, les
méthodes basées sur une détection capacitive aomi fes solutions les plus utilisées pour
'analyse de liquides. Cette méthode de détectiamaip en effet trés prometteuse pour les
applications de détection de matériaux diélectsgere raison de nombreux avantages comme
la simplicité des circuits et I'existence d’équasdondamentales pour extraire les propriétés
diélectriques du matériau & analyser. Cette métlbodsiste a placer le matériau a analyser
entre deux électrodes se faisant face de facomréefain condensateur d’admittance Y, comme
I'illustre la Figure 11.2. L’introduction d’un mat@u entre les armatures engendre une variation
de capacité qui peut étre directement reliée @tenjitivité relative du matériau sous test. La
plupart du temps, les électrodes sont formées anecouche fine de conducteur (comme le
cuivre ou I'or) de moins de 1um d’épaisseur. L'alifede ces travaux va consister a développer
une méthode de détection capacitive basée surdation d’électrodes épaisses (de I'ordre de
10 um) de facon a augmenter la sensibilité de tiéteet générer un champ électromagnétique

plus homogéene dans et autour de la zone de détectio

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 80

sl



Chapitre I1 : Développement d'un capteur microfluidique hyperfréquence pour la caractérisation
large bande de milieux liquides

€ (€'-].€") &

Yo=].0.Co & Y =].0.Co(€-.€" ) £
Y = j.(!).Co.81. &tm.Co.e". &
Y= j-(’)-CmiIieu +G

Figure I1.2. Admittance d’'une capacité : (a) formée par deux armatures et I'air comme
diélectrique, (b) formée par deux armatures et un diélectrique.

2.1 Présentation du capteur microfluidique dévelopg pour I'analyse
hyperfréquence de liquides

Le capteur développé est formé de deux élémemtsipaux : un circuit hyperfréquence
couplé a un canal microfluidique. La premiéere gacbnsiste a mettre en ceuvre une structure
RF capacitive qui permet d’effectuer des mesuregeldande, donc qui ne présente pas de
résonance dans la gamme de fréquences ou nousteastieavailler. La deuxieme contrainte
a prendre en compte lors de la conception du disflRE est que sa topologie et ses dimensions
doivent rester compatibles avec l'implémentatiound’réseau microfluidigue pour des
applications de type « Laboratoire sur Puce ». tCdesirquoi, nous avons opté pour les
structures planaires qui répondent bien aux oligetiiés, malgré les bonnes performances
offertes par les structures 3D comme les guidead#ovolumique en terme notamment de

facteur de qualité.

La Figure 1.3 présente le circuit RF basé sur ligiee micro-ruban présentant une
discontinuité en son centre qui forme une capa@tie. Afin d’obtenir un circuit large bande
il est nécessaire que la ligne micro-ruban respdue longtemps possible adaptée sur 50 ohms.
Pour cela, la largeur de la ligne micro-ruban areai de la SU-8 et du capot de PDMS (W?2)
est réduite de 30 um par rapport a la largeurieitWl. Au niveau de la zone de détection, la
largeur de la ligne micro-ruban est progressivem&nécie de facon a concentrer fortement le

champ électromagnétique dans une zone restreinteapb contenir une particule de taille
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micromeétrique (Figure 11.3). La distance inter-étedes au niveau du gap capacitif sera de 17
um ou 22 um. Ces dimensions ont été choisies pioupér la suite compatibles avec la tailles
des particules que nous aurons a analyser. Noaxdgndrons au cours du chapitre 3. La ligne
micro-ruban est réalisée en cuivre puis recouvdaiepour (i) des besoins de biocompatibilité,
(i) sa conductivité de l'ordre de 2,7/18/m et (iii) sa bonne stabilité dans le temps (pas
d’oxydation a l'air). La ligne RF est implémentae sin substrat de silice fondue qui est un
matériau biocompatible et qui présente une faiblengtivité (de I'ordre de 3.83) et de faibles

pertes.

Concernant le réseau microfluidique, I'objectif dstréaliser un canal qui permet de
contrdler précisément la position et le volume ¢tuwidé en interaction avec le champ
électromagnétique d’'une maniére reproductible paditer toutes variations de résultats de
mesures. Un autre avantage de l'utilisation de itxofluidique est de pouvoir minimiser les
zones d'interaction entre le champ électromagnétajues liquides polaires qui présentent de
fortes pertes aux fréquences micro-ondes et peaesitdégrader fortement les performances

des capteurs.

PDMS

sus

Figure 11.3. Représentation schématique de I'architecture du capteur microfluidique (a) vue
de dessus — zoom sur la zone capacitive, (b) vue en coupe (échelle arbitraire).

Nous avons choisi pour sa fabrication d’utiliseréaine photosensible SU-8 puisque
nous avons besoin d’une bonne précision d’alignémear la superposition du canal sur la
ligne micro-ruban. La structure microfluidique denc constituée d’'un canal en polymére SU-

8, déposé sur la surface supérieure du dispolséff.accés microfluidiques sont positionnés
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perpendiculairement & la ligne RF pour limiter l@®blemes d’encombrement lors des
expérimentations. Le canal en SU-8 est fermé paapot en PDMS.

La géométrie du canal microfluidique a été optimigp®dur présenter une résistance
fluidique suffisamment grande pour limiter la vgesdu liquide dans le canal. Ainsi
I'introduction de méandres a I'entrée et a la sodu canal permet également dans le cas
d’injection de particules de les ralentir assezpdément et par conséquent de pouvoir les
manipuler plus facilement. La Figure 1.4 présefdestructure du canal ainsi que ses
dimensions. Les réservoirs d’entrée et de sortigegé I'injection des fluides ont un diamétre
de 2 mm et seront connectés au contréleur de flisega des micro-tubes en téflon. La largeur
du canal microfluidique est majoritairement de 50. jlLa largeur du canal a été augmentée au
niveau de la zone de détection a 200 um. Cette anigiion de canal a deux objectifs : (i)
réduire la vitesse du liquide et des particulesigaau de la zone d’analyse, (ii) résoudre des

problémes de fabrication que nous allons détgitela suite.

Figure 11.4. La structure du canal microfluidique.

Dans un premier temps, nous avons commencé lesasioms pour le capteur réalisé
sur un substrat de silice fondue de 500 um d'épaisésubstrat classiquement utilisé au
laboratoire). La largeur des lignes RF est choigefacon a ce que la ligne présente une
impédance caractéristique de 50 ohms. Cela fiar¢geur de la ligne a 1,05 mm. Comme on
peut le voir sur la Figure 1.5, les simulatione@tomagnétiques (EM) ont montré que des
effets de résonance commencaient a apparaitrelentoars de 12 GHz ce qui ne permet pas
I'utilisation de ce capteur sur une bande au-deldld GHz. Ce phénomene de résonance
s’explique principalement par le fait qu’'une parta négligeable du champ électromagnétique
pénétre dans le substrat de silice fondue et uine partie du champ rayonne. Le risque ici est
de voir cette résonance changer de fréquence etidordu type de liquide analysé et de ses

propriétés propres, ce qui réduirait fortementdade d’analyse effective utilisable. Pour éviter
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ce probleme et minimiser la quantité du champ &etagnétique qui rayonne, nous avons

choisi d’avoir recours a des substrats de silioelfe de plus faible épaisseur.

Sz (dB)

Réponse du capteur

Comportement capacitif idéal

_45 L L L 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Fréquence (GHz)

Figure 11.5. Variation du paramétre de transmission S1 du capteur (canal rempli d’air) sur un
substrat de silice fondue de 500um d’épaisseur.

Nous avons donc réduit I'épaisseur du substratGa20. Les dimensions de la ligne
ont donc été recalculées (Tableau 2.1). Le camsudonc formé d’'une ligne d'impédance
caractéristique de 50 ohms et de largeur W1 (41D Amniveau du réseau microfluidique la
largeur W2 de la ligne RF passe a 380 um pour ew@nson impédance a 50 ohms (Figure
[1.3). La largeur totale de la structure RF estiilenm. Cette largeur a été fixée pour des raisons
de contrainte de fabrication. Nous avons choisilargeur pour le capot de PDMS de 5 mm,
taille minimale pour pouvoir I'aligner a la maimglement sur la puce et le connecter aux

tubes téflon sans risquer de déchirures.

Dimension Valeur
w1l 410pum
W2 380pum
L poms sSmm
Lsus smm

L siLicE FONDUE 11mm

Tableau 2.1.Dimensions du capteur.

Grace au logiciel de simulation électromagnétigDeH3-SS d’ANSYS, la distribution
du champ électromagnétique ainsi que les param@tdesla structure RF ont été simulés.
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La Figure 11.6 présente la distribution du chamgc@ique sur le capteur dans le cas ou
le canal de 200 um de largeur est rempli d’air t@apa vide). L'espacement entre les
électrodes est de 17 um. Ces résultats montrentaggiricture concentre le champ électrique
au niveau de la rupture capacitive. Cette zonegoggente une intensité de champ électrique
élevée (de I'ordre de 5.1&/m), représente donc la zone sensible dans leglLieteraction

liquide-champ est maximale. Elle constituera da@anzdne de détection privilégiée du capteur.

E Field[Y_per_nm

. S.0000e+005
4. 6429e+005
4. 2857e+005
3.9286e+005
3.5714e+005
3.2143e+005
2.8571e+085
2.5000e+005
2.1429e+005
1.7857e+005
1.4286e+005
1.08714e+005

‘ 7.142%9e+004
3.571Se+004
6.6996e-001

|

° 04 08 (mm)

Figure 11.6. Distribution du champ électrique (vue de dessus).

Les parametres S simulés de la structure sontmigsssur la Figure 11.7. La courbe
rouge décrit la réponse en transmission du capaesgue le canal microfluidique est rempli
d’air (c’est-a-dire a vide). La courbe bleue présdaréponse en réflexion a I'entrée du capteur

dans les mémes conditions.

-20 0
—dB(S(2,1))
—dB(S(1,1)) |
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Figure 11.7. Variation du paramétre de transmission S»1 (courbe rouge) et de réflexion Si:
(courbe bleue) lorsque le canal microfluidique est rempli d’air (a vide).
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Le capteur développé présente donc une réponseenteapacitive sur la bande de
fréequence visée (400 MHz — 8 GHz) ce qui va noumptre d’effectuer des caractérisations
large bande et de les coupler a une modélisatiaplsi: capacité série entre deux lignes 50
ohms. En effet, a partir de I'évolution du pararadéte transmission.8du capteur en fonction
de la fréquence, il est possible d’extraire I'é¥inln de la capacité globale du capteur, grace a
I'equation (2.2) ouZ,représente I'impédance caractéristique a I'entoe5® ohms.

52112

Coige = 40)225 (2.2)

Comme le montre la Figure I1.8 la capacité glolthlecapteur a vide est constante et
vaut 4,4 fF, ce qui est logique ici puisque la p#iwité de l'air est constante et égale a 1 sur
toute la gamme de fréquences.

4,8

47 F

46 |

»
(&)]
T

Capacité (fF)
NN
w S

»
N
T

»
[
T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Fréquence (GHz)

S

Figure 11.8. Variation de la capacité globale du capteur a vide.

Afin d’étudier et d’optimiser la sensibilité du ¢apr, I'impact de l'introduction d’'un
liquide sur la variation de la capacité globalecdpteur a été évalué. Pour ce faire, nous avons
utilisé des liquides dont les permittivités sorgrbiconnues et tabulées comme par exemple

I'eau pure [2] ou des mélanges a différentes canatons d’eau/éthanol [3].

Dans le cas de I'eau pure ou de mélanges eau/dttampermittivité relative varie en
fonction de la fréquence en suivant des lois de §pbye (équation 2.3) comme discuté dans

le chapitre 1.
£¢— &
S
e(w)= e+ ——= et w=2nf (2.3)
1—jwtg
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Oueg correspond a la permittivité statique (a bassgueéce)g,, la permittivité a haute

frequence etr le temps de relaxation. Pour les différents mélandes parametres qui

permettent de tracer la variation de permittivitéanction de la fréquence sont présentés dans

le tableau 2.2.

% massique gls £ R (PS)
Ethanol 100% 24,47 2,6 164,9
88,3% d’éthanol
et 11.7 % d'eau 30,42 3,61 97,90
58% d’éthanol
ot 42 % d'eau 47,21 4,06 41,79
41,5% d’éthanol
et 58.5 d'eau 56,9 4,52 28,62
22% d’éthanol
ot 78 % d'ea 67,89 411 17,8
Eau pure 78.32 4.57 8.38

Tableau 2.2. Parametres de relaxation diélectriqupour différents liquides a 25°C [2-3].

La Figure 11.9 représente I'évolution de la paréelle et imaginaire de la permittivité

en fonction de la fréquence de chaque milieu ligudoisi (pris a une température de 25°C).

Ces variations de valeurs de permittivité pourdiégrents mélanges ont été introduits dans le

logiciel HFSS afin d’étudier en simulation la vaida de la réponse en transmission du capteur

pour chague mélange.

100
Q0 f
80 -

70 F
60 F
50 |
40 F
30 F
20 |

Partie réelle de la permittivité

10

= Eau pure = Ethanol 22% / Eau 78%
— Ethanol 41,5% / Eau 58,5% - Ethanol 58% / Eau 42%
Ethanol 88,3% / eau 11,7% Ethanol
O L L L L L L L
0 1 3 4 5 6 7 8 9
Fréquence (GHz)
(a)

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges|

87
sl



Chapitre I1 : Développement d'un capteur microfluidique hyperfréquence pour la caractérisation
large bande de milieux liquides

w
[&]

— Eau pure

— Ethanol 22% / Eau 78%

= Ethanol 41,5% / Eau 58,5%

= Ethanol 58% / Eau 42%
Ethanol 88,3% / eau 11,7%
Ethanol

N N w
o [¢;] o

Partie imaginaire de la permittivité
=
(&)]

10} 7/ J
5 -
O 'l 'l 'l 'l
7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5
log (f/HZz)

(b)
Figure 11.9. (a) Evolution de la partie réelle de la permittivité (b) de la partie imaginaire de la
permittivité en fonction de la fréquence pour différents milieux aqueux [2-3].

L’introduction de ces différents liquides dans lanal microfluidique modifie la
permittivité complexe du volume intérieur du can@les variations de caractéristiques
diélectriques du milieu de propagation de 'ond=bmagnétique perturbent donc la réponse
en transmission du capteur. Cette perturbation\aan du $;, se traduit par une variation de
la capacité globale du capteur. Comme le montieidare 11.10, la variation de la capacité
globale du capteur suit la méme allure que la tianale la partie réelle de la permittivité du
liquide. Lorsque la fraction d’éthanol augmentesili@mélange, la capacité globale du capteur
diminue puisque la partie réelle de la permittiditémélange eau/éthanol diminue.

70
Ethanol 100% Ethanol 88,3% / Eau 11,7%
60 F = Ethanol 58% / Eau 42% — Ethanol 41,5% / Eau 58,5%
— Ethanol 22% / Eau 78% — Eau pure
50 F
\

N
o
T

Capacité (fF)

N
o
T

[y
o
T

Fréquence (GHz)

Figure 11.10. Variation de la capacité globale du capteur a la présence de différents liquides
dans le canal microfluidique.
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Pour évaluer la variation de la valeur de la capam fonction de la permittivité, nous
avons tracé I'écart capacit\iC obtenu en simulation en fonction de" définit par I'équation
(2.4).

AC(ASI) = Cliquide - Cair avecAe’ = gl,iquide - EC’liT (2-4)

O 'l 'l 'l 'l 'l 'l
10 20 30 40 50 60 70 80
Ag’

Figure 11.11. Evolution de I'écart capacitif AC en fonction de la variation de la partie réelle de
la permittivité (A&') (référence prise par rapport a l'air).

La Figure 11.11 montre que I'évolution de I'écad kh capacité globale du capteNE]
varie linéairement par rapport a la variation dedetie réelle de la permittivitd¢’) des fluides
présents dans le canal microfluidique. Par exemnpdevariation de 13,14 de la partie réelle de
la permittivité par rapport a la permittivité dail a 1 GHz, génere un décalage capacitif de
8,57 fF.

2.2 Etalonnage du capteur microfluidique

Dans l'objectif de caractériser un liquide de pétinité inconnue, il est nécessaire
d’étalonner le capteur pour avoir des référencemésure. Pour ce faire, nous avons choisi
I'eau pure (Eau pour la biologie moléculaire dantrésistivité est & minima supérieure a 10
MQ.cm a 25°C) et les différents mélanges eau/éthaguiahous ont servis dans la section 2.1
pour la simulation et I'optimisation de la senstbildu capteur. Ainsi, les différents liquides
étalons que nous allons utiliser sont I'eau puethé&nol pur, 22% d’éthanol dans I'eau, 41,5%

d’éthanol dans 'eau et 58% d’éthanol dans I'eau.

Donc la réponse du capteur a été calculée a lthidgmulateur HFSS avec la présence
de ces différents liquides de références dans mal aaicrofluidique. Etant donné que la

permittivité des liquides est différente, le majkadans la zone de détection généré par le
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logiciel HFSS n’est forcément pas le méme en fonctiu liquide considéré. Ce changement
au niveau du maillage influence les résultats gqmikition et peut introduire des erreurs dans
leur interprétation. Pour s’affranchir de ce probéeet s’assurer d’'un maillage identique quel
gue soit le cas étudié, nous avons utilisé la nuetlogie suivante, valable sur une structure a
géomeétrie constante. Une premiere simulation, fequelle une forte permittivité (150) est

imposée dans le canal microfluidique est réali€gette simulation permet de générer un
maillage dense du canal notamment au niveau denka de détection. Le maillage généré est
ensuite exporté et réutilisé pour une seconde atioual pour laquelle la permittivité imposée

dans le canal et égale a celle du mélange étudgvaleurs de permittivité considérées pour

les différents liquides étalons sont calculéesrérgu modele de Debye (Figure 11.9).

Le Tableau 2.3 résume la partie réelle de la pauitét de chaque liquide étalon a 6
GHz.

Ethanol Ethanol 58% | Ethanol 41% | Ethanol 22% Eau pure

g 4,92 20,69 32,06 50,47 71,69

Tableau 2.3. Partie réelle de la permittivité de chque liquide étalon a 6 GHz, a 25°C.

A partir de ces simulations, nous avons tracé katiran de la capacité globale du
capteur, sur chaque fréguence, en fonction derhaifivité du liquide présent dans le canal
microfluidique.

Comme le montre la Figure 11.12, la variation decépacité globale du capteur en
fonction de la partie réelle de la permittivité dé@&erents liquides étalons prend la forme d’'une
équation du second degré (2.5).

Ceaptewr(fF) = a.e” + b.e' + ¢ (2.5)

Capacité (fF)
8
Cli

10 '//Cmmur(fF) =-0,0014.£"2 + 0,6965. ¢ + 3,9373 10
5

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Partie réelle de la permittivité 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Partie réelle de la Permittivité

(@) (b)

Figure 11.12. Variation de la capacité globale du capteur en fonction de la partie réelle de la
permittivité des liquides étalons a 2 GHz(a), a 6 GHz(b).

Ceaptewr(fF) = =0,0022x £” + 0,7632x ¢ + 4,0237
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Ces équations représentent les courbes d’'étalorthiagapteur pour chaque fréquence.
Donc, pour chaque fréquence, nous avons a résamedreéquations afin de déterminer la
permittivité du liquide présent dans le canal miicidique. Pour résoudre ces équations du

second degreé, nous commencons par le calcul dendéentA (équation 2.6).

A= b2 — (4 .a.(c— cca,,teur)) (2.6)
Dans tous les cas pratiques rencontrés, la vaénéthit toujours supérieure a 0. Donc,
les solutions de I'’équation du second degré nonseltt deux possibilités :
(VA- b) ou ,  (=VA-b) (2.7)
= — 82 = —
2a 2a

La deuxiéme solution; étant négative, elle est éliminée puisque la paéelle de la

€1

permittivité ne peut pas étre négatijeest donc la seule solution valable.

Pour vérifier la méthodologie proposée, nous awdffectué une simulation avec un
liquide de permittivité difféerente des liquides Iétes. Nous avons pour cela considéré un
mélange de 88,3% d’éthanol dans I'eau. Dans cieti@lation, nous avons introduit les valeurs
de la permittivité complexe obtenue par le modél®dbye (cf. Tableau 2.2 et la Figure 11.9).
En utilisant I'équation (2.1), a partir des paramegtS obtenus, nous avons extrait la variation
de capacité en fonction de la fréquence. Les valdarcapacité trouvées sont utilisées pour

résoudre les équations du second degré déternpoéeshaque fréquence.

50
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35

w
o

Capacité (fF)
N N
o o,

=
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10

0 HIEN N N N 2 " "
0 10 20 30 40 50 60 70 8(
Partie réelle de la Permittivité

Figure 11.13. Méthode de calcul de la partie réelle de la permittivité par projection sur la
courbe d’'étalonnage.

Par exemple, a la fréquence 6 GHz, la capacitéagtear en présence du mélange de

88,3% d’éthanol est égale a 9,81 fF. Si on pladée cealeur de capacité sur la courbe
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d’étalonnage, nous obtenons directement la valela dermittivité du liquide a 6 GHz (Figure
[1.13). Ainsi a partir de cette capacité et a laide I'équation d’étalonnage présentée sur la
Figure 12.(a), nous avons trouvé que la valeurateniitivité du liquide doit valoir 7,75 a 6
GHz ; cette valeur est trés proche de la valevodhiite dans le logiciel HFSS a 6 GHz qui est
de 7,8 et valide par conséquent la méthodologis. diférents parameétres pour résoudre

I’équation du second ordre a 6GHz sont résumeésldarasbleau 2.4.

! !
Ccapteur (fF ) a b ¢ A € ElLitérature

10.905 -0,0022| 0,7632] 4,0237 0,531 7,755 7,8

Tableau 2.4. Résolution de I'équation du second ord a 6GHz.

3. Fabrication des capteurs

Nos capteurs dédiés a la spectroscopie diélecttitfuele liquides ont été fabriqués
grace a des procédés de microfabrication standaégét de couche mince, photolithographie,
gravure, électrolyse...). La fabrication de ces aagteomporte plusieurs étapes:

% La premiére étape consiste a définir le circuitddFle substrat de silice fondue,

% La deuxiéme étape consiste a définir le canal rfiigdaque sur le circuit HF,

+ La troisieme étape consiste a fabriquer le cap®2WMS qui permettra de fermer le
micro-canal,

% La derniére étape consiste a reporter et scellzapet de PDMS sur le capteur.

Avant de commencer les étapes de fabrication dteeggde substrat de silice fondue
est nettoyé avec de 'acétone pendant 5 minutes darbain a ultrasons et ensuite avec de
I'isopropanol (également pendant 5 minutes). Cétigpe de nettoyage a pour objectif
d’éliminer des résidus organiques qui pourraiefiupola surface du substrat de silice fondue.
Afin de désorber le substrat, nous le passonstensui une plaque chauffante a 150°C pendant

5minutes.

Apres cette étape de nettoyage, les différentpeg@ecrites ci-aprés peuvent étre mises

en ceuvre.
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3.1. Elaboration du circuit HF

Une fois le nettoyage et la déshydratation destmtbseffectués, I'étape suivante
consiste a définir les lignes métalliques hautéguences (HF). Ces lignes de métallisation,
réalisées en cuivre, n'ont pas de trés bonnes igtéprd’adhérence naturelle sur la silice
fondue. Pour assurer I'adhérence du cuivre surbstsat, nous avons donc déposé une couche
de titane entre la métallisation et le substrain Aféviter I'oxydation du film de cuivre qui
permettra I'amorce durant la phase d’électrolyséséé pour atteindre des épaisseurs de
plusieurs micrometres, nous l'avons recouverte @’tine couche de titane au-dessus des

métallisations de cuivre évaporé.

Ces 3 couches Ti/Cu/Ti, sont déposées par évapordir faisceau d’électrons. Cette
technique de dépot se fait, dans un bati sous ®igeg une pression inférieure &°hibar. Le
principe de cette méthode de dépot est d’exposeipastille métallique, composée du métal
que I'on souhaite déposer, a un faisceau d’élestedim de le vaporiser localement par effet
Joule [4]. L'épaisseur de dépbt est contrdlée parhalance a quartz comme le montre la Figure
[1.14. Dans notre cas, I'épaisseur des couchesanetest de I'ordre de 10 nm, et celle de cuivre
est de 130 nm.

rotation du porte subsirat

halance i
Juartz

Figure 11.14. Principe de dépbt par évaporation par faisceau d’électrons [4].

Apres le dépbt des 3 matériaux (titane/cuivref@jasur toute la surface du substrat, il
est nécessaire d'épaissir localement la métalisade cuivre au niveau des lignes HF. Pour
réaliser cette phase, une électrolyse partielleligass de cuivre jusqu'a des épaisseurs de
I'ordre de 10um est réalisée. Au début de cette étape, un meuleasquage est fabriqué a la

surface du substrat par photolithographie a I'aidda résine négative AZ 15nXT, qui permet
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de réaliser des épaisseurs importantes avec ufatber de forme. Cette étape est nécessaire

afin de protéger les zones ou I'on ne souhaitadppsser de cuivre.

Apres le dépbt a la tournette de la résine etsouit; elle est ensuite insolée au travers
d’'un masque définissant les motifs du circuit H&aé A de la Figure 11.15). Les parties non
insolées de la résine sont sensibles et serontlappées au moyen d'une solution de
développement appropriée (étape B de la FigureUmg. fois la résine bien développée, la
couche protectrice de titane qui permet d’évitexydation du cuivre, est enlevée juste avant
de réaliser I'électrolyse des motifs de métal nootégés par le moule (étape C de la Figure
11.15).

Masque

I . AZ 15nxt

- Titane
A Silice fondue

Cuivre
Il I B B

E

Figure 11.15. Procédé technologique utilisé pour la fabrication du circuit HF.
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Avant de commencer I'électrolyse de cuivre, le salbsest plongé dans de l'acide
sulfurique a 10% pendant 30 secondes afin d’eoy@tia surface de tout oxyde de cuivre. La
présence de cet oxyde dégraderait fortement Ifaterentre le cuivre évaporé et le cuivre

électrolytique et provoquerait des décollementretchements de métallisation par la suite.

Le dépbt électrolytique se fait grace au montagesenté sur la Figure 11.16. Il est
constitué d’'une source d’alimentation connectéséeie avec deux armatures qui sont plongées
dans une solution électrolytique de sulfate de reuiplacé sous une légére agitation a
température ambiante. L’'armature connectée a leehquusitive de la source de courant, appelée
anode, est formée par une électrode de titanenpkatjui ne réagit pas avec la solution. La
cathode est 'armature ou le substrat doit étréefigt liee a la borne négative du générateur du
courant (Figure 11.16). Lorsqu’un courant est agd entre les deux armatures, les ions positifs
de cuivre migrent jusqu'a la cathode afin de seskpsur les métallisations existantes sur le
substrat de fagon a les épaissir. Le courant dcamylentre les deux armatures est calculé a
partir de la surface effective de cuivre exposkesolution d’électrolyse. Une fois I'épaisseur
de cuivre désirée obtenue, le substrat est rife@aa déionisée puis séché a l'air sec (étape D
de la Figure 11.15).

Source de courant

o ®

y N

& Cathode ‘/Agihteur Anode /

Figure 11.16. Banc d’électrolyse de cuivre.

L’étape suivante consiste a dorer la surface dureuPour ce faire, il est nécessaire
d’enlever la couche de résine AZ 15nXT de sortelgsdlans des lignes RF soient également

recouverts d’or. Pour cela, initialement nous eoisvla résine par voie humide en utilisant un

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 95



Chapitre I1 : Développement d'un capteur microfluidique hyperfréquence pour la caractérisation
large bande de milieux liquides

solvant puissant (du type N-méthyle pyrrolidinoN&JP) chauffé a 65°C. L'inconvénient de
cette méthode d’attaque chimique est qu’elle pemtqmuer le décollement des métallisations
épaisses de cuivre. Nous avons donc finalementpmptéune méthode de gravure seche, qui
consiste a enlever la résine par gravure ioniqaetire aussi appelée RIE (pour Reactive
lonEtching) sous atmosphere d’oxygéne. Cette teckenile gravure séche, se déroule au sein
d’'une enceinte sous vide. Le principe repose soollésion ionique et les réactions chimiques
provoquees entre le gaz ionisé et les surfacesédbantillon. Dans notre cas, le but est
d’enlever la couche de résine AZ 15nXT.Nous avamgcditilisé, pour la création du plasma,
deux types de gaz : de I'oxygénex) @t de I'hexafluorure de soufre (§FLa présence du SF
accélere la gravure de la résine. En revanchepellé rapidement réagir avec la couche de
titane qui subsiste sur le substrat et dont nownsbesoin pour réaliser la dorure. Par
conséquent, la couche de résine est gravée enéli@oes. La premiere étape consiste a créer
le plasma dans un mélanges®ikygene pendant 9 minutes. Pendant cette ét&@pajisseur de

la résine est trés significativement réduite. Bresuin plasma d’oxygene pur est appliqué
pendant 20 minutes pour terminer la gravure dédme tout en préservant la couche de titane

recouvrant la couche d’amorce de cuivre évaporémaaan a électron.

Une fois toute la résine enlevée, le substratlesigg, pour quelques minutes, dans un
bain électrolytique, constitué d’aurocyanure deapsium, et porté a 55°C sous agitation. De
méme que pour |'électrolyse de cuivre, un courahgppliqué entre 'anode et la cathode pour
provoquer un déplacement des particules d’or ptésetans le mélange. Les particules d’or se
déposent alors sur les métallisations qui ne sasifppotégées parla couche de titane qui a été
oxydé en surface par le plasma d’oxygéene. En dfetroche des particules d’or sur le cuivre
est plus rapide que sur le titane ce qui permefaole un dépbt sélectif sur le cuivre. En
revanche, si le courant appliqué est trop élea&ctoche des particules d’or sur la couche de
titane peut étre trop rapide. De plus, pour obtené électrolyse homogene et une couche peu
contrainte, le courant a appliquer ne doit pas &tp élevé. Le temps d’électrolyse est
également un paramétre important. Il ne doit pastéip élevé pour garantir la tenue de I'oxyde
de titane dans le bain pendant I'électrolyse. tldemc nécessaire de trouver des compromis
entre les temps d’électrolyse qui n’excéderont paminutes et la valeur des courants a

appliquer.

Apres la dorure des lignes de cuivre, le subssateouveau soumis a une étape de
gravure plasma (RIE) pour éliminer la couche dmégtrestante. Pour finir, la couche de cuivre

puis la couche de titane qui se trouvent au-dessmitgyravées par voie chimique (une solution
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diluée a 10% d'acide fluorhydrique HF est utiliggir le Titane) pour obtenir les motifs

souhaités des lignes HF.

Une fois les lignes RF réalisées, il est nécessirabriquer le réseau microfluidique
en résine SU-8. Pour ce faire, la résine SU-8 épbske a la surface du circuit aprés son
nettoyage par un plasma d’oxygene a 150 W pendanin@tes. La résine est déposée avec une

épaisseur de 25 um qui correspond a I'épaisseée s canal microfluidique.

D’un point de vue technologique, nous avons chdistiliser la résine SU-8 2025
(MicroChem), car elle permet d'atteindre des épaissallant de 20 a 70 um. Apres dépoét et
recuit de cette résine, le canal microfluidique essuite formé par photolithographie UV.
Comme le montre la Figure 11.17, le canal micraflque formé par la SU-8 est plus large au
niveau du croisement du canal avec les électrodfe&R I'ordre de 200 um au niveau des
électrodes et de 50 um ailleurs). Ce choix de dgioena été fixé pour favoriser une meilleure
pénétration de la solution de développeur entréllastrodes. Lorsque la largeur du canal est
de 50 um, le développeur de la SU-8 n’arrive pésea pénétrer entre les électrodes et le
développement de la résine s’est souvent avérémipled . problématiques de tension de

surface liées a la forte épaisseur des électrodes.

Canal
Zone de microfluidique
détection
Sus
200um

Figure 11.17. Photographie du canal microfluidique formé en SU-8 sur les électrodes RF
fabriqué dans la salle blanche d’XLIM.

Une fois que le canal microfluidique est bien défirest nécessaire de fabriquer le plan

de masse en face arriere du substrat.

Avant de commencer cette étape, la face avant lostrsitl est protégée a I'aide d’'une
résine positive (S1828). En premier lieu, une ceuttitane épaisse (de 40 nm d’épaisseur) a
éte déposeée sur la surface arriere pour dimingeeffets d'inhomogénéité de réflexion de la

lumiére lors de I'observation au microscope dedeatap. Cette couche de titane est déposée
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par évaporation par faisceau d’électrons. Ensuiite feuille d’aluminium de 50 um d’épaisseur
est collée avec de la colle d’argent époxy. Lesabsst ensuite mis dans le four a 75°C pendant
2 heures. L'utilisation de cette feuille d’alumimypermet ici de limiter les étapes chimiques,
nécessaires a I'obtention d’'un plan de masse anifisent épais, qui pourraient dégrader la
bonne tenue mécanique et les propriétés de suttatzeSU-8.

L’étape finale consiste a fabriquer le capot de FDMui fermera le canal

microfluidique.

3.2 Préparation du PDMS

Le canal microfluidique étant défini par la résiBE-8, le PDMS est préparé pour
former un bloc lisse et uniforme. Il sera donc éoalr un substrat de silicium vierge et

préalablement nettoyé dans un bain d’acétone eiterdans un bain d’'IPA.

Afin de faciliter le démoulage du PDMS, nous avagalisé en premier lieu un
traitement de surface du substrat en silicium qu@it exposé a des vapeurs
d’hexaméthyldisiloxane (HMDS) pendant toute la éudé préparation du PDMS.

Le PDMS est ensuite préparé a l'aide du kit Syl§a8d (Dow Corning) qui est
composeé de deux composes : I'élastomere visquewx eigent réticulant. L'élastomere et
I'agent réticulant sont mélangés en proportion dgdur 1. Une fois que la solution est bien
mélangée, elle est dégazée sous une cloche a ertlamt environ 30 minutes. Ensuite, le
mélange est versé sur le substrat de siliciumgpiians un contenant en plastique. L’'ensemble
est placé a I'étuve a 75°C pendant 2h. A la ficelte étape, le PDMS réticulé peut alors étre
décollé du substrat. L’épaisseur du PDMS fabriggté@&nviron 0,5 cm. Ensuite le PDMS est
découpé en petits morceaux afin qu’il s’adaptdesicapteurs. Des trous sont percés a chaque
extréemité du morceau de PDMS pour permettre legogsdes tubes qui permettront d’amener

le liquide jusqu’aux réservoirs.

Les capots sont enfin préts a étre assemblés eseapteurs. Pour ce faire, nous avons
dans un premier temps opté pour une méthode deagiackqui consiste a sceller de facon
irréversible la SU-8 et le PDMS par traitement dime de la SU-8. Le protocole de silanisation
utilisé a été développé dans le cadre des travaukése de F. Hamdi [5]. Pour le traitement
de surface de la SU-8, le circuit RF a été plongésdune solution a 10% d’APTMS
(Aminopropyltrimethoxysilane) pendant 5 minutepktcé dans un four & 110°C pendant 30

minutes. Ensuite, et apres le nettoyage de la pieédeDMS avec du méthanol, les deux pieces

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 98



Chapitre I1 : Développement d'un capteur microfluidique hyperfréquence pour la caractérisation
large bande de milieux liquides

sont exposées a un plasma d’oxygene pendant 4Bdescd_a surface du PDMS exposée au
plasma est ensuite alignée et collée sur le ciREiet placée dans un four a 70°C en exercant
une pression uniforme sur le circuit. L’alignemdatPDMS sur le circuit RF a été fait de fagcon
manuelle sous un microscope. Pour faciliter I'aigrent, des marques ont été prévues sur le
circuit RF. Ces marques d’alignement se présergens la forme d’'un cercle au centre de
chaque réservoir. Donc, un bon alignement est @gmurla superposition des centres des trous

des réservoirs percés dans le PDMS aux cerclagmahent du circuit.

Entrée de
liquide

PDMS

Substrat de
Silice fondu

Ligne RF
microruban

Sortie de
liquide

Figure 11.18. Prototype d’'un capteur microfluidique RF fabriqué dans la salle blanche d’XLIM.

La Figure 11.18 montre un exemple de capteur apesemblage avec cette méthode.
Cependant, il est possible parfois de rencontrepdablemes de fuites en raison des étapes qui
suivent le dép6t de la SU-8 et qui peuvent modgaar état de surface en défaveur du procédé
de silanisation. De plus, cette méthode de packaginpermet pas un nettoyage efficace du
canal microfluidique. Donc lorsque le canal estdb@y par exemple par un amas de particules,

le capteur n’est plus utilisable.

Pour éviter ces deux principaux problemes, noussadéveloppé une autre solution de
packaging, qui permet de fixer de fagon réversibfgece de PDMS sur la SU-8. Cette méthode
consiste a maintenir la piece de PDMS sur le difigli par une pression mécanique qui est
exercée a l'aide de deux plaques métalliques. keani de pression meécanique est réglé

manuellement par un systéme de vis montées surtessnme le montre la Figure 11.19.

Cette technique présente l'avantage de permettreettoyage de la surface des
électrodes de facon efficace ce qui prolonge |l2elwe vie des capteurs et améliore la

reproductibilité des mesures par un nettoyage etmise a sec des capteurs irréprochables.
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(a) (b)
Figure 11.19. (a) Vue de dessus du support de maintien mécanique (b) Exemple d’un capteur
placé dans le support.

4. Expérimentations
4.1 Banc et méthode de mesures

Pour la mise en ceuvre des mesures RF, une cellilii@N(Figure 11.20) est utilisée
puisque nous avons vu que pour optimiser les paences du capteur il était nécessaire de
travailler avec un substrat de 200 um d’épaisdemeffet, de tels substrats sont fragiles et ne
sont donc pas vraiment compatibles avec l'util@atie connecteurs SMA. Cette cellule est
connectée a un analyseur de réseaux vectorieldtgilechnologies E5071B). L'injection des
échantillons liquides se fait grace a un contrétiiflux (MFCS de Fluigent) commandé par
un ordinateur (cette méthode d’injection a étéitktdans la premiére partie du chapitre 1). De
plus, I'observation des liquides au sein du capeaireffectuée a I'aide d’'une caméra CCD

connectée a un ordinateur comme le schématisgae-il.20.

Avec ce banc, les paramétres S du capteur sontrésesur la bande 400 MHz a 8,5
GHz. Une calibration TRL (Thru-Reflect-Line) esiligée de facon a ramener les plans de
mesure au niveau de I'entrée et de la sortie dteaagt de s’affranchir ainsi de toutes les
erreurs introduites par chaque élément de la chdenmesure. Cette méthode de calibration
consiste a utiliser trois étalons: une connexiomecte de longueur why, une ligne de
transmission (Line) de longueur connue L et d’ingémk caractéristiques,Zet un troisieme

étalon qui présente une charge fortement réfle¢tigecourt-circuit ou un circuit ouvert).
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Caméra CCD

ST L

Analyseur de
réseau

J' Cellule Wiltron

Figure 20. Architecture du banc de mesures.

Une fois I'analyseur de réseau vectoriel calib@jsypouvons mesurer la réponse en
transmission du capteur. Le capteur utilisé poarcagactérisations présente une distance inter-
électrodes de 17 um au niveau de la zone capacibaes la partie suivante, nous allons
détailler les procédures mises en ceuvre de I'inctidn du liquide dans le canal microfluidique
jusqu’a I'extraction de la partie réelle de la pgtivité complexe du liquide en fonction de la

fréquence.

4.2 Caractérisation de différents milieux liquides

Apres la calibration de I'analyseur de réseau ve{cet avant de commencer I'étape
d’étalonnage du capteur avec les liquides étalomss avons tout d’abord comparé la réponse
en transmission du capteur a vide a celle de lalation. Dans les simulations, nous avons
adapté les dimensions du circuit RF a celle duutirabriqué. Par contre, le canal
microfluidique est défini avec une profondeur de| 2% (c'est-a-dire que I'épaisseur de la
couche SU-8 est de 25 um). Or, pendant les me&@BDMS est serré avec le support de
maintien mécanique. Cette pression appliquée aveapport rétrécit la profondeur du canal.
Ce changement de profondeur du canal explique ti¢ gicalage obtenu par rapport a la
simulation au niveau de la réponse en transmishiocapteur comme nous montre la Figure
11.21.
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Figure 11.21. Comparaison entre les résultats de simulation (courbe rouge) et mesure (courbe
bleu) de Sa:.

Une fois la réponse du capteur a vide vérifiée snmassons a I'étape d’étalonnage de
notre capteur hyperfréquence. La procédure d'éialpm consiste a mesurer les parametres S
du capteur lorsque le canal microfluidique est remifair (correspondant a la configuration
dite de capteur a vide) puis par les différentaitigs étalons : I'éthanol pur, 88,3% d'éthanol
dans l'eau, 41% d'éthanol dans I'eau, et I'eau. puaeliquides étalons sont préparés avec des
micropipettes qui sont des systémes de pipetageddesion. Afin de vérifier le bon dosage des
liquides étalons préparés, nous avons effectuéraessires de leur permittivité, en paralléle
avec les mesures de notre capteur, a l'aide d’'uéthade de mesure utilisant une sonde
commerciale. Ces mesures de permittivités complexdsété effectuées avec une sonde
coaxiale (Keysight/Agilent, 85070 probe Kit), prés®e sur la Figure 11.22 [6] et dont les

résultats sont comparés aux modeles de Debye dpanés littérature [2-3].

Court Circuit

Sonde coaxiale (Slim form)

(a) (b)
Figure 11.22. (a) Sonde coaxiale (Keysight/Agilent, 85070 probe Kit), (b) banc de mesure a
sonde coaxiale [5].
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Cette méthode de caractérisation de liquides essée parmi les méthodes de
caractérisation de liquide en réflexion les plubsées. Elle est connue pour avoir une bonne
précision de mesure avec un pourcentage d’errénienr a 1% mais nécessite une dizaine de
ml de liqguide. Comme tout appareil de mesure hygguence, la sonde nécessite une étape
d’étalonnage avant de commencer la caractérisdéstiquides. Pour I'étalonnage, nous avons
utilisé un court-circuit, un circuit ouvert (air) ée I'eau déionisée. Une fois la sonde calibrée,

nous avons pu caracteériser les liquides étalons.

Ensuite, nous avons comparé les résultats, meauigde de la sonde, avec les valeurs
de permittivité trouvées dans la littérature [2-8omme le montre la Figure 11.23, nous
obtenons une bonne concordance entre la pernmatiiviisurée avec la sonde et celle annoncée
dans la littérature pour les différents liquidegcCnous permet de valider que les solutions
étalons préparées ont bien la permittivité attenbeeplus, pour garantir une bonne précision,
ces résultats de mesures, seront utilisés danstéapour extraire les courbes d’étalonnage.

90
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80 »000000()‘00000«»00000000000000.
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X3 O R 000
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60 © Eau distillée

50 ko O Ethanol 100%

SRRl 4 Ethanol 88,3% / Eau 11,7%
@ o Ethanol 41,5% / Eau 58,5%

40 F

Partie réelle de la permittivité

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Fréquence (GHz)

Figure 11.23. Evolution de la partie réelle de la permittivité des liquides étalons : Comparaison
des mesures expérimentales avec la sonde coaxiale (symboles pleins) avec les données
reportées dans la littérature (symboles creux).

La calibration du capteur est réalisée en utilisatttanol pur et les mélanges a 88,3%
et 41% d’éthanol dans I'eau. Nous avons chronolagigent mesuré notre capteur a l'air, puis
a la présence des différentes concentrations diétltge la plus grande concentration a la plus
petite pour finir par I'eau pure. En effet, au de ces mesures, le niveau de transmission du
signal (S1) entre I'entrée et la sortie du capteur augmesrt&jue la concentration en éthanol
diminue. La permittivité de I'éthanol étant plustifeeque celle de I'eau, quelle que soit la

fréquence, plus la proportion d’eau est importgites le niveau de Jgest élevé comme le
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montre la Figure 11.24. Donc, cet ordre d’'injectipermet d’éviter une contamination du

mélange a mesurer par de I'eau qui augmenterpesaittivité et assure que le liquide présent

dans la zone de détection est bien celui que noul®rs mesurer.

A partir de ces mesures, la variation globale deafzacité du capteur en fonction de la

fréquence est extraite a partir de la méthodoldétaillée dans la partie 2.2 de ce chapitre.
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Figure 11.24. Paramétres S de transmission normalisés (S21) du capteur pour les différents
étalons.

A partir de ces mesures, nous avons tracé la i@ride la capacité globale du capteur,
en fonction de la permittivité des différents mikeétalons, pour chaque fréquence de la bande
de mesure. Cette variation nous a permis, commaei @né simulation, de trouver une équation
du 2™ ordre sur chaque fréquence qui servira a extlaingermittivité de n’importe quel
liquide de permittivité inconnue comme le montré&igure 11.25.
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Figure 11.25. Variation de la capacité en fonction de la permittivité & 1 GHz (courbe rouge) et
a 2 GHz (courbe bleue) mesurée avec différents mélanges éthanol/eau.
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Pour vérifier le bon étalonnage du capteur, nouns\souhaité caractériser dans un
premier temps, deux mélanges de concentrationnemet, différentes de celles utilisées pour
calibrer le capteur. Ainsi, deux autres meélangé8% d’éthanol dans I'eau et 21% d’éthanol
dans I'eau ont été caractérisés en mesurant lamnitfigité diélectrique sur la bande de
fréquences 400 MHz — 8 GHz. Ces données sont ca@apar des mesures expérimentales
réalisées avec la sonde coaxiale sur les mémesigeslaComme le montre la Figure 11.26, les

résultats sont en bon accord et valident bienpg&tde calibration.
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Figure 26. Comparaison de la partie réelle de la permittivité relative mesurée avec la sonde
coaxiale (symboles vides) et avec le capteur développé (symboles pleins).

Cette premiere étude montre que la méthodologipgsée lors des simulations pour
extraire la variation de la permittivité en fonctide la fréquence est efficace. Apres cette étape
de validation, nous avons cherché a caractérisarntm@d’s liquides. Ainsi, dans le paragraphe
suivant, nous allons détailler les résultats deumessde caractérisation d’lsoPropAnol anhydre
(IPA). Ces caractérisations ont également permiggdiser une étude sur la reproductibilité

des mesures qui sera aussi présentée.

5. Robustesse de la méthode d’étalonnage et fiat@lides capteurs
microfluidiques

Pour réaliser cette étude de reproductibilité, roeens souhaité utiliser une solution
commerciale préte a I'emploi pour garantir que &me solution est caractérisée d’une mesure
a lautre a la différence d’'un mélange de solutigméparé au jour le jour, et dont les
caractéristiques pourraientévoluer dans le temjest @ourquoi pour cette étude, nous avons
utilisé de I'lsoPropAnol Anhydre de la société SIGMLDRICH.
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Cela permettra de (i) démontrer la capacité dueca@ caractériser un liquide inconnu
et non dérivé des liquides étalons et (i) évallerniveau de reproductibilité des

caractérisations.

5.1 Caractérisation de I'lsoPropAnol Anhydre (IPA)

Pour la caractérisation de I'lPA anhydre nous aveowi la procédure décrite
précédemment et résumée sur la Figure 11.27. L&w@dptalonnage du capteur se fait avec
différents liquides éthanol/eau : I'éthanol 1009%,38% d’éthanol dans I'eau, 58% d’éthanol

dans I'eau, 0,3% d’éthanol dans I'eau et I'eau pure

Mesure des parameétres S du capteur a vide

A 4

-~
Mesures des parameétres S du capteur a la présence des différents
liquides étalons

v

sonde d’Agilent

!

Mesure des parameétres S du capteur a la présence de I'IPA

-
[ Mesures de la permittivité complexe des liquides étalons avecla

Nouvelle itération a chaque mesure

Ringage et séchage du capteur

Figure 11.27. Protocole de mesure suivi pour la détermination de la partie réelle de la
permittivité de I'lPA.
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Le protocole de mesure est donc le suivant :

Mesure des paramétres S du capteur a vide (ctist-&n présence d’air dans
le canal microfluidique).

Injection des différents liquides étalons un paearcommencant par I'éthanol
pur, les difféerents mélanges éthanol/eau du plasamré en éthanol au moins
concentré (pour les raisons expliquées précédemmesqu’a I'eau pure pour
finir.

Enregistrement des parametres S du capteur adane des différents liquides
étalons (le canal est bien nettoyé et séché ehigue mesure mais le capteur
n’est pas démonté et le PDMS reste en place).

Injection de I'échantillon a caractériser (dansg@ats I'lPA) et enregistrement

des paramétres S du capteur.

Une fois que toutes les mesures sont effectuéedifférentes données sont traitées. La

hY

premiére étape consiste a exprimer la variatiorcajeacité du capteur a la présence des

différents liquides étalons en fonction de leumpietivité réelle. Cela permet d’extraire pour

chaque fréquence I'équation de calibration du secmgre (Figure 11.28).

Capacité (fF)

Figure 11.28.
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Variation de la capacité globale du capteur en fonction de la partie réelle de la

permittivité du liquide (a) a 2 GHz (courbe rouge), (b) a 4 GHz (courbe bleue).

Aprés I'extraction des équations de calibrationcdpteur pour chaque fréquence, la

variation de la capacité globale du capteur adagmce de I'lPA sur la bande de fréquence 400

MHz-8 GHz

est tracée d’apreés le fichier de mes@irpartir de ces valeurs de capacités et des
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équations du second ordre, il est possible de d&daivariation de la partie réelle de la
permittivité de I'lPA sur la bande de fréquence 40idz-8 GHz. Comme le montre la Figure
[1.29, la partie réelle de la permittivité de I'lPAesurée avec le capteur (carrés bleus) est tres

proche des données de la littérature extraitesta ga modéle de Debye (triangles rouges).

25
¢ Mesures de I'lPA avec la sonde d'Agilent
% 20 F ® Mesures de I'lPA avec un capteur
= AA A Permittivté de I'PA (modéle de Debye)
@
o 15
s [
3 "
L 10F ¢
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L “A"
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+— L &, A
5 5 B T VR
o *
o Il Il Il Il Il Il Il
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Fréquence (GHz)

Figure 11.29. Comparaison de la partie réelle de la permittivité relative de I'lPA mesurée avec
la sonde coaxiale (carrés verts), avec le capteur microfluidique (carrés bleus) et les données
de Debye issues de la littérature (triangles rouges).

L’ensemble des mesures présentées ont été réake@@sie nous I'avons déja précise,
avec un capteur qui présente une distance intetrétie de 17 um. Néanmoins, la taille du gap
au niveau de la rupture capacitive ne doit pasi@niter les résultats. Pour valider ce dernier
point et vérifier 'influence de la taille du gaprda mesure de la partie réelle de la permittivité
du liquide sous test, nous avons réalisé des éisations avec un second capteur qui présente
une capacité de détection avec une distance ilgetr@des de 22 pm. La méme méthodologie
résumée Figure 11.27 a été suivie pour mesuregiajttivité de I'lPA avec ce nouveau capteur.
La Figure 11.30 compare les résultats obtenus descdeux capteurs présentant des gaps
différents (17 et 22 um). Ces deux campagnes @etégisation réalisées avec I'lPA montrent

gu’en effet la taille du gap d’'un capteur a un @utinflue pas sur les résultats.
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Figure 11.30. Comparaison de la partie réelle de la permittivité relative de I'lPA mesurée avec
la sonde coaxiale et les données de Debye issues de la littérature (symboles vides) avec un
des capteurs microfluidiques dont la capacité de détection présente un gap de 17 um et 22
pm (symboles pleins).

5.2 Etude de la reproductibilité des résultats

Dans ce paragraphe, nous présentons une étuderoduetibilité des mesures de la
partie réelle de la permittivité relative de I'lReffectuées avec les capteurs développés. L'étude
de reproductibilité a été faite en utilisant leccélde I'écart type. Ce dernier sert a mesurer la
dispersion d’'un ensemble de données par rappoat @dyenne, et permet de définir un
intervalle de confiance attribuable a un échamtill®lus I'écart type est faible, plus les valeurs
sont regroupées autour de la moyenne. Souvergphatition des valeurs est présentée selon
une courbe Gaussienne. Dans notre cas, par exelapteyenne de 'écart type permet de
déterminer un intervalle dans lequel on trouve ¥% mesures. En effet, si la moyenne est

«m» et I'écart type estoe on trouve 70% des mesures dans l'intervalles[mm-+o].

Dans ce contexte, nous avons réalisé plusieursramauec différents capteurs pouvant
présenter également des gaps difféerents (17 etn?2 la Figure 11.31 montre les résultats

obtenus, a différentes fréquences, sur une quiezrmesures de caractérisation de I'lPA.
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Figure 11.31. Comparaison de la partie réelle de la permittivité relative de I'lPA mesurée avec
les capteurs microfluidique (symboles vides) avec les données de Debye issues de la
littérature (courbe rouge).

Ces mesures nous ont permis d’estimer I'erreue &t I'extraction de la partie réelle
de la permittivité en fonction de la fréquence. Rmufaire, nous avons calculé la moyenne des
résultats de mesures pour chaque fréquence aiasi'é@part type. Le pourcentage d’erreur
représente alors le rapport entre I'écart typ@a ehdyenne pour chaque fréquence. Le tableau
2.5 qui présente les pourcentages d’erreurs ohtemustre que la méthode de caractérisation
proposée permet la caractérisation de solutionglésg avec un pourcentage d’erreur d’environ
5% en incluant toutes les étapes de calibratiogignminaires du capteur.

Fréquence Moyenne de la Ecart type (o) Erreur sur 70%
(GHz) permittivité yp des mesures

1 6,70 0,35 5,20%

2 4,21 0,19 4,53%

3 3,57 0,20 5,72%

4 3,43 0,16 4,7%

Tableau 2.5. Calcul de I'erreur sur les mesures da partie réelle de la permittivité de
lIPA

Cette étude montre que le raisonnement proposéepeatendéterminer les propriétés
caractéristiques de la permittivité d’'un échantillmuide de trés petit volume dans la gamme
des hyperfréquences avec une précision tout Adaibrable par rapport a I'existant. De plus,
les performances du capteur développé en termssrdghilité et de précision de mesure sont

tout a fait comparables a I'état de I'art. Ainsi paemple, les capteurs développés présentent
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des erreurs de mesures sur la partie réelle dertaifpivité du méme ordre (de I'ordre de 5%)

que celui développé par M. Sus&tral[7], bien que beaucoup plus simple a fabriquer.
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Conclusion

Aprés avoir discuté des différentes contraintesosgges par le développement d’'un
dispositif de caractérisation large bande de miliequides, nous avons présenté dans ce
chapitre les choix de conception que nous avorispfaur mettre au point un capteur de
permittivité performant. Apreés avoir présenté comtmeus avons dimensionné et optimisé ce
capteur, nous avons décrit les différentes étamedalrication ainsi que les problémes
rencontrés pendant les phases de fabrication. ésgtats de mesures présentés dans ce
chapitre, démontrent la capacité du capteur déepélagextraire la partie réelle de la permittivité
relative de milieux liquides dans la gamme fréqgiaties 400 MHz — 8 GHz. L’étude de
reproductibilité des résultats de mesure nous migete mettre en avant la bonne robustesse

de la méthode développée.

Ainsi, nous avons démontré la faisabilité de I'ayghre proposée pour la caractérisation
d’échantillons liquides présentant des volumesuigoyes nanolitres. Dans le chapitre suivant,
nous allons étudier la capacité d'un tel dispoaitifétecter et analyser des cellules biologiques
vivantes en suspension, dans un objectif a ternt&delopper d’autres approches d’analyse et

de discrimination du contenu cellulaire par voie@pscopique hautes fréquences.
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Chapitre III : Caractérisation diélectrique de particules a I'’échelle micrométrique

1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons présenti#éveloppement d'un capteur
microfluidique hyperfréquence optimisé pour la cégdsation de solutions liquides (mélanges
binaires eau/éthanol ainsi que I'lsopropanol). Nawsns démontré la robustesse de I'approche
suivie et la bonne reproductibilit¢ de l'évaluatide la partie réelle de la permittivité

diélectrique extraite & partir des résultats deumess

bY

Dans ce dernier chapitre, nous allons a préserlégv#a capacité de ce capteur
microfluidique a pouvoir détecter et caractéries particules diélectriques en suspension : que
ce soit des billes de polystyrene jusqu’a des keslbiologiques. En fait, dans une population
de cellules donnée, méme si 'ensemble de cedesbont du méme type, chaque cellule a une
caractéristique diélectrique qui lui est propreeitde par I'hétérogénéité cellulaire naturelle
peut étre différente qualitativement des autrdsilesi [1]. En conséquence, on voit bien quelle
importance pourrait avoir I'analyse et I'étude gespriétés diélectriques d’une cellule en flux

dans ce type de systeme d’analyse si ce derni¢afteindre un niveau de sensibilité suffisant.

Nous étudierons dans un premier temps la senéililitcapteur grace a des billes de
polystyrene en suspension. Nous étudierons I'infteede la position de la particule par rapport
a la zone de détection et celle de sa taille suépanse du capteur au moyen de simulations
électromagnétiques. Nous verrons que les testsedsildlité réalisés avec les billes de
polystyréne ont montré des performances intéressamt accord avec ce que nous attendions,
ce qui ouvre des perspectives tres prometteuses lpowaractérisation des propriétés

diélectriques individuelles de particules collo&tabu de cellules biologiques en suspension.

Puis, nous présenterons les tous premiers tesendilité que nous avons réalisés sur
des cellules biologiques issues de la lignée @iISW620 (cellules cancéreuses du colon).
Les résultats obtenus au niveau des contrastesittegomontrent la possibilité de la détection
avec un niveau de sensibilité qui sera discuté. f@ssltats ouvrent des perspectives
intéressantes en termes de spectroscopie diéleethgute fréquence pour la caractérisation

cellulaire non-invasive et en temps réel.
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2. Etude théorigue de la sensibilité du capteur -iBwulations
Electromagnétiques

L'objectif était ici d’étudier les performances dapteur capacitif pour la détection de
microparticules en flux dans un milieu aqueux. keassbilité du capteur a été évaluée en
mesurant I'impact du passage d’'une particule aaanivde la zone de détection capacitive du

capteur sur les parametres S de la structure.

Particules en
suspension

Ligne RF
microruban

Plan de masse

Substrat de Silic

Canal microfluidique
fondue

en SU8

Capacité du détection

Figure 111.1. Schéma 3D de principe du capteur microfluidique.

Partant de la méme structure HF présentée dansdpite précédentnous avons
commencé I'étude de sensibilité en étudiant laitdigion du champ électromagnétique lorsque
le canal microfluidique est rempli d’eau DI. La &ig lll.1 présente une vue schématique de la
structure étudiée a partir de laqueléss simulations électromagnétiques ont été effestagec le
logiciel HFSS.

L’eau DI est modélisée dans les simulations ENVaalé des parametres du modéle de
Debye défini a partir des données de la littérapuésentées précédemment dans la deuxiéme
partie du chapitre 2. Pour comparer les résulmtsimulation de fagon fiable, il est nécessaire
d’assurer un maillage constant quel que soit lareatle la particule qui occupe la zone de
détection. En effet, par défaut, HFSS génere utiagaiadaptatif qui peut varier en fonction
de l'intensité du champ que le logiciel anticipenslde canal. Cette variation du nombre de
mailles et de leur taille peut induire des artefatzins les calculs que nous effectuons ou nous
cherchons a évaluer l'influence d’'un changemengatenittivité localement et dans un volume
tres restreint. Une approche pour imposer a HFS#&aillage identique est de simuler la

structure dans un premier temps avec une pernittiveés forte dans le canal microfluidique

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 116



Chapitre III : Caractérisation diélectrique de particules a I'’échelle micrométrique

(par exemple 150); ce qui assure un maillage plusel qu'une permittivité faible au sein du

canal.

Ainsi pour chagque géométrie de capteur (dimengiesdignes RF et dimension du gap
capacitif), nous commencons toujours par une sitomavec une permittivité de 150 dans le
canal microfluidique et dans le volume représentanparticule diélectrique. Le maillage
généré avec cette permittivité est ensuite impooté toutes les simulations qui vont suivre,
en considérant différentes caractéristiques potaral et/ou le volume représentant la particule
(air, eau DI, milieu modélisé par une caracténstiqonstante en fonction de la fréquence pour
une bille de polystyréne ou une caractéristiqueédasir un modele de Cole-Cole pour une
cellule biologique), avec un balayage discret dedguence de 400 MHz a 8 GHz.

En visualisant la distribution du champ électron&gue, nous pouvons ainsi mieux
quantifier la région d’interaction onde/fluide ldup intense et ainsi optimiser la zone qui
favorise la meilleure sensibilité a détecter lsspriee d’'une particule diélectrique. Dans notre
cas, la zone de détection du capteur est forméarpaap de 17um et la largeur du canal
microfluidique est de 200 um et son épaisseur gar2% e choix des dimensions du gap a été
fait pour s’adapter a la dimension des billes dggtgrene que nous posseédons au laboratoire
(bille de polystyréne de 15 um de diamétre dodidenétre est comparable a celui des cellules
biologiques que nous analyserons par la suitefriduare 111.2 présente la distribution du champ
électrigue au niveau de la zone de détection capadorsque le canal microfluidique est
rempli d’eau DI. Comme attendu, la discontinuitélaldigne concentre fortement le champ
électrigue avec un rayonnement du champ EM au-dedsusubstrat jusqu’a une hauteur
d’environ 20um ; ce qui permet bien d’interroger tout le voludiene particule diélectrique
présente dans le gap. Ces simulations démontreat I'ouieraction entre une particule

diélectrique et le champ électromagnétique est tytimale dans cette zone.
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Figure I11.2. Distribution du champ électromagnétique en présence d’eau DI dans le canal
microfluidique (a) vue de dessus et (b) vue en coupe.

Pour étudier la perturbation introduite par desraparticules de polystyrene, nous les

avons modeélisées par des microspheres de 15 pnametde et de permittivité égale a 2,7.

Elles sont placées dans le canal microfluidiquepteaieau DI. Tout d’abord, nous avons

étudié la perturbation introduite par une partiaiiectrique idéalement positionnée dans le

centre du gap du capteur. La ligne RF est ici fermé cuivre d’épaisseur 10um et recouvert

d’'une couche mince d'or. Le gap est de 17 um ketrégeur des électrodes au niveau du gap est

de 20 um. La bille de polystyrene de 15 um de dismest positionnée au centre du gap a une

altitude nulle par rapport au substrat.

-10
— Eau (référence : canal sans particule)

-15 f —Bille de polystyréne (15um @) /

S21 (dB)
5

Fréguence (GHz)

Figure 111.3. Comparaison des paramétres S,; du capteur avec le canal rempli uniguement
d’eau DI et lorsqu’une bille est positionnée au centre du gap (position optimale).
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Le niveau des parametres de transmission du calutesgue le canal est considéré
entierement rempli d’eau et rempli d’eau avec uilie placée idéalement dans la zone de
détection varie de 0,67 dB a 400 MHz a 0,75 dBGH& (Figure 111.3).

A partir des paramétres S calculés par le sSimula#&issS, le contraste capacitif entre
les deux milieux (capteur chargé uniquement avetede DI et chargé avec une bille de
polystyrene) peut étre facilement extrait. Ce @wstr capacitif est représenté sur la Figure 111.4.
La variation de capacité ou contraste capa#fiifest ici significatif et varie de 4 fF a 400 MHz
jusqu’a 3,23 fF a 8 GHz. Cette diminution du costigaen fonction de la fréquence s’explique
par le fait que la permittivité de I'eau diminuedque la fréquence augmente et se rapproche
progressivement de la permittivité de la bille déyptyrene.
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Figure Ill.4. Variation de capacité mesurée par le capteur lors de la présence d’une bille
centrée dans le gap.

Jusqu’a présent dans I'état de l'art, le contrasteacitif maximal obtenu avec des
structures similaires pour des billes de polystgrétait voisin de 1,2 fF [2], 3 fois inférieur a
celui que nous sommes susceptibles d’obtenir aette structure. Cette différence est
principalement due a l'utilisation de métallisasogpaisses plus proches de la taille des
particules situées dans le gap. Pour confirmee ¢gfpothése, nous avons étudié la sensibilité
de notre capteur dans le cas ou les électrode$isesi0,5 um d’épaisseur). Comme le montre
la Figure 111.4 (courbe bleue), le contraste caiilaest de I'ordre de 1,45 fF pour les basses

fréquences.

Pour mieux comprendre cette différence de sensibilious avons effectué des
simulations électromagnétiques afin d’identifiestic@ment le volume de la bille interrogé par

le champ électrique. Ces simulations ont été faitesonsidérant des billes de polystyrene de
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diametre 15 um suspendues dans de I'eau DI, avematallisation de 10 um d’épaisseur pour

les électrodes guidant le champ jusqu’aux billesnegap de 17 pum.

La Figure II.5 présente l'intensité du champ éigcte dans la zone d’analyse lors de
la présence d’'une bille. La Figure II.5 (a) indigqgue comme on pouvait s’y attendre le champ
électrique est maximum autour de la bille piégéeentre de la zone d’analyse. A la vue de
ces résultats, il apparait évident que I'ensembleadume de la bille est en interaction avec le
champ électriqgue, ce qui n'est pas le cas lorsggeniétallisations présentent une faible

épaisseur (0,5 um) comme le montre la Figure (H)5

0 002 0,04 (mm)

(b)

Figure II1.5. Distribution du champ électrique dans la zone d’analyse lors de la présence
d’une bille de polystyréne dans le canal rempli d’eau DI avec : (a) des électrodes épaisses
(10 pum), (b) des électrodes fines (0,5 um).

Nous avons également évalué l'influence de lagtaiél la particule sur la sensibilité du
capteur. Pour ce faire, des simulations avec uteed® polystyréne placée au centre de la zone
capacitive et dont le diametre varie entre 5 etub® ont été effectuées. L'évolution des

contrastes capacitifsC (fF) en fonction de la fréquence est présenté&adeigure 111.6.

Logiquement, les contrastes capacitifs augmentersqlie le volume de la bille
augmente : ils sont maximaux lorsque le diametriadslle se rapproche de la taille du gap
capacitif. Par exemple a 2 GHz, nous pouvons obsene le contrast®C détectable pour une
bille de 15 um vaut 4 fF tandis qu'il n’est de ff4pour une bille de 5 um. Cette étude nous
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confirme l'intérét de travailler avec un gap adapté taille des particules a analyser. Dans la
partie suivante, nous allons étudier I'impact susénsibilité de notre capteur de la position de

la particule, vis-a-vis du centre de la zone capecformée par les deux électrodes.

4,5
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Figure II1.6. Comparaison du contraste capacitif en fonction de la taille d’'une particule placée
au centre du gap.

L’effet de différentes positions dans le plan dbsttat pour une bille de 15 um de
diamétre placée a une altitude médiane vis-a-vi$é&paisseur des électrodes (de A a D
conformément a la Figure 111.7) ont été simuléesn®cette étude, nous avons utilisé les mémes
électrodes utilisées dans les simulations précéddigiap de 17 um) et nous avons placé la
particule a différentes positions vis-a-vis de tme d’interaction optimale avec le champ
électrique. La position (A) correspond au cas obilla est bien centrée et représente le cas
idéal car il y a un maximum d’interaction bille/chp électromagnétique. Les positions (B) a
(D) sont obtenues en décalant selon I'axe Y lal# la rupture capacitive par pas deud6
Les résultats de simulation des parametres dentias®n pour ces différentes positions sont
présentés sur la Figure 111.7

SU8 délimitant
le canal
© 148um (D)
@132um (C)
—_ @ 116pm (B)
©- oum (A)
Y
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Figure Ill.7. Représentation des différentes positions simulées pour la bille.
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Figure I11.8. (a) Paramétres S21 du capteur chargé par une bille présentant différentes
positions, (b) zoom entre 3 et 5 GHz.

La Figure 111.8 montre que lorsque la bille s’éloédu centre de la zone capacitive, |l
existe une limite a partir de laquelle la pertudrasur la réponse en transmission du capteur
devient négligeable et plus détectable. Cela cpores a la limite a partir de laquelle la bille
n’interagit plus suffisamment avec la zone de framp électromagnétique. A partir de la
position D de la bille, qui correspond a un éloigeat de 48 um du centre du gap, la
perturbation induite devient non détectable pairgle mesure de paramétres [S].

On voit aussi, qu'au-dela d’une simple détectiodadprésence ou pas d’une particule
dans la zone de détection du capteur, si 'analgsepropriétés diélectriques de la particule est
souhaitée, positionner la particule au plus préscdatre du gap sera une condition
indispensable.

Ainsi a partir de la perturbation introduite sus frametres de transmission du capteur,
nous avons évalue I'évolution de la capacité gelal capteur chargé avec de I'eau DI et avec
les différentes positions de la bille dans I'eau ©¢la permet d’entrevoir quelle pourrait étre
de sa position au moment de la mesure des parap8iréu capteur. La Figure 111.9 montre la

variation de capacité pour les différents cas orikition.
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Figure I11.9. Variation de la capacité globale du capteur (fF) en fonction de la fréquence pour
les différentes positions d’une bille suspendue dans 'eau DI.

Ainsi les valeurs de la capacité du capteur suvalade étudiée se rapprochent des
valeurs de capacité présentées par le capteutadoanal est uniquement rempli d’eau lorsque
la bille s’éloigne du centre de la zone capacitAvgartir de la position D, la capacité globale
du capteur est quasi confondue avec celle du cap#as particule. Et dés la position C, il
semble difficile de pouvoir assurer la détectionlalgorésence de la particule vis-a-vis de
potentielles perturbations autres. La sensibilit&dpteur par rapport a la position de la bille,
peut s’évaluer en tracant le contraste capacitieda capteur chargé uniquement avec de I'eau

DI et chaque position de la bille dans un canalpledieau DI (Figure 111.10).
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b= 3T — Position A
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figure 111.10. Contraste capacitifs AC pour les différentes positions de la bille le long du
canal.

Donc le contrastAC diminue tres rapidement lorsque la bille s’éleigin centre et tend

vers zéro lorsqu’il quitte la zone de fort chamgcélique. Par exemple, un décalage darh6
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de la bille (position B), par rapport au centrenawit a une diminution de moitié deC par
rapport & une bille parfaitement centrée (posi#idnA partir de la position C, le contraste
capacitif est faible voir trés faible a la positidrpour étre détecté (de I'ordre de 0,08 fF). Alors
que pour la position A, le contraste capacitif gate 4 fF jusqu’a 3,23 fF entre 400 MHz et 8
GHz.

Ces simulations nous ont permis d’estimer linfloerde la position le long du canal
d’une bille de polystyréne par rapport a la zongnogle privilégiée du capteur. Donc dans la
perspective d’'une analyse d’une particule diélgatiunique, il faudra éviter que cette derniére
se situe trop loin du centre du gap ou qu’une aqudréicule se situe a une distance inférieure a

48 um de la zone d’analyse.

De la méme facon, il est nécessaire d’étudierlizrice de la position latérale de la bille
(selon I'axe X). Pour cette étude, nous avons édeséralement et successivement la bille de

20 um en 2Qum par rapport au centre de la zone de détectiommla montre la Figure 111.11.

SU8 délimitant
le canal
<2 da
E E E E
3 3 3 3
0o O O O
i N < o
|| i || || |
Y
Lx Canal microfluidique

Figure Ill.11. Représentation des différentes positions latérales de la bille simulées.

La méme méthodologie de simulation et de traitengest données que pour le cas
précédent a été effectuée. Les résultats, préseigére 111.12, montrent que le contraxt€
diminuent drastiquement si la microbille & analysest pas positionnée au plus prés de la zone
de détection. Par exemple, pour la position Atdatraste capacitfC a 2 GHz est égal a 1,3
fF ce qui présente 1/3 du contraste capacitif ptéstorsqu’une bille est dans la position
optimale pour étre détectée. En effet, lorsquella §'éloigne du centre du gap, le contraste

AC devient rapidement faible (0,07 fF pour la positD’).
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Figure 111.12. Contraste capacitifs AC pour les différentes positions latérales d’'une particule.

On voit également ici, I'importance de la mesureréférence pour la détermination
d’'un AC représentatif des propriétés de la particuleadyaar, soit fait juste avant de piéger la
particule au centre du gap ou idéalement justesdjaéoir libérée, de facon a pouvoir prendre
en compte l'influence d’autres particules qui paitrétre amenées a se coller sur les électrodes
de détection et a rester bloquées malgré le flyposé dans le canal.

Pour compléter cette étude, nous avons égalemediedes contrastes capacitifs en
fonction de l'altitude de la bille dans le canalcrofluidique. Pour ce faire, nous avons
considéré le cas ou la bille est positionnée derfégéale au centre du gap, a I'altitude zéro par
rapport au substrat (position A”- Figure 1ll.13)reous I'avons décalé successivement de 3um
en 3um au-dessus du substrat (position B” a Figure 111.13).

3

D’ 3

‘__..C” Eau

25pm B”

Figure 111.13. Représentation de différentes altitudes simulées pour la bille.
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Figure Il1.14. Contrastes capacitifs AC simulés en fonction de la fréquence pour les
différentes altitudes de la bille dans le canal.

Les contrastes capacitifs pour chaque cas ontxétsits et les résultats sont présentés
sur la Figure 1ll.14. Ces simulations montrent duen entendu les contrastes capacitifs
diminuent lorsque la bille s’éloigne de la surfaltesubstrat, mais pas dans des proportions
catastrophiques puisque le contraste capacitifctit@ans un canal de 25 um reste tout de
méme significatif. Par exemple pour la position [@as le plus défavorable), pour laquelle la
distance entre le centre de la bille et le substat 16,5 um, le contraste capacii n’est
gue divisé par 2 par rapport a la situation idéale

L’ensemble de cette étude a permis de mettre eietarque la position de la particule
au niveau de la zone de détection va avoir unaanfte importante sur le contraste capacitif
obtenu. Cela démontre la nécessité de pouvoir is&itet imposer de facon reproductible cette
position, de la maintenir stable durant la mespoeir pouvoir exploiter de fagon fiable les
résultats de caractérisation. De plus, comme l'oavpit s’y attendre, la configuration qui
présente le plus de contraste capacitif est celle laquelle la particule interagit au maximum
avec le champ électrique c’est-a-dire quand etleargirée dans la rupture capacitive et au plus
prés du substrat. Cette position assure de pluBensemble de la particule est bien interrogée
par le champ électrique, condition indispensableir ppouvoir extraire ses propriétés
diélectriques avec une erreur de mesure faible.

LANDOULSI Alaeddine| Thése de doctorat | Université de Limoges| 126



Chapitre III : Caractérisation diélectrique de particules a I'’échelle micrométrique

3. Expérimentations
3.1 Application a la spectroscopie diélectrique dearticules en suspension

Pour valider le potentiel de détection du captetgrofiuidique a la présence d’'une
particule diélectrique dans la zone de détectiag thesures ont été réalisées avec des
microbilles de polystyrene de 15um de diamétre sngsesuspension dans de I'eau DI. Nous
avons utilisé le méme banc de mesure que celuepi@gians le chapitre précédent pour la
caractérisation de liquides. Pour optimiser la ibdité d’analyse du capteur, nous avons
privilégié un capteur présentant une distance-@leetrodes de 17um bien adaptée a la taille
des particules utilisées.

Tout d'abord le canal microfluidique du capteurresipli avec de I'eau DI sous un débit
contr6lé et continu. Ensuite, la suspension de ahiles est injectée dans le canal
microfluidique grace a un systeme de contréle abe (MFCS Fluigent).

Pour piéger la bille en position optimale dansdaezde détection, plusieurs méthodes
peuvent étre utilisées. Par exemple dans les txaslaul. Cheret al [2], la particule a été
piégée avec une méthode mécanique. Le piege asé foar un plot solide en SU-8 positionné
au centre du micro canal et décalé de quelquesgsrgldctrodes. La forme du piege comporte
une face concave transversale au sens de I'écauleimdluide. La forme de cette face a été
congue pour s'adapter a la forme sphérique desopacticules et ainsi mieux les piéger. Cette
méthode rajoute une étape de fabrication supplénentjui peut étre complexe vu la
dimension du gap, I'utilisation des métallisati@mmisses et le matériau utilisé (polymére SU-
8) présente des difficultés de définition lithodramue dans des zones aux reliefs vallonnés. De
plus, cette méthode peut diminuer la sensibilit€apteur vu que le bloqueur est situé dans la
zone de concentration du champ électromagnétiquet8 étant de faible permittivité).

Il est également possible de maitriser la positin la particule en contrélant
précisément la différence de pression entre I'eng€la sortie du microsystéme. C'est la
méthode que nous avons choisie, dans un premi@stata par sa simplicité de mise en ceuvre.
Grace au systeme d’injection, il est possible dénmsar la vitesse de la particule injectée dans
le canal. Ainsi, une fois dans le canal, la paktiqeut étre ralentie aux alentours de la zone de
détection puis stoppée pour étre piégée en sorec&uur cela, les microbilles en suspension
de 15um de diametre sont injectées a partir duvéise’entrée. Le réservoir de sortie est aussi
connecté au systeme de contrdle de flux et mis passion. Lorsque la bille se rapproche du
gap, une pression dans le réservoir de sortie lferde la pression d’entrée) est appliquée pour

ralentir le déplacement de la bille puis la piédgens le gap (Figure 111.15).
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Figure 111.15. Photographie d'une bille de polystyrene piégée dans la zone de détection.

Les parametres [S] du capteur sont mesureés etistmésgtout au long des expériences,
avec un délai d'acquisition d’une seconde et répéii@s les secondes. Ce délai d’acquisition
nous permet d'acquérir toujours une mesure dear@férjuste avant I'arrivée de la bille dans la
zone de détection. En effet, pendant les mesuess difficile d’éviter que des billes viennent
se coller sur les bords des électrodes. Donc peyas tenir compte de I'effet de ces billes,
nous avons choisi ce délai d’acquisition pour pausoregistrer les mesures juste avant que la
bille arrive dans la zone de détection optimalemhéinée par les simulations et ainsi prendre
en considération I'influence des billes parasites.

La figure 16 illustre la mesure effectuée pourdafguration de la Figure 111.15. On
peut y observer la variation de la capacité duaaptesurée en présence d’'une seule bille
dans la zone de détection et de 5 billes a I'eatériDonc la mesure de référence a été prise
juste avant que la bille se rapproche de la zordétiction (c'est-a-dire que les 5 autres billes
collées sur les métallisations ont été déja prisecenpte dans la mesure de référence). Méme
si dans ce cas I'emplacement de la bille analy&st pas tout a fait optimal, la variation de
capacité permet clairement de détecter la présmtzeparticule dans I'eau lors de son passage
au travers du gap capacitif avec un contraste dépaoyen de 1,4 fF a 400 MHz. Néanmoins,
on remarque que la valeur de la capacité de rafér@avant le piégeage de la bille) est plus
faible qu’en simulation (Figure 111.9). Cette diféce peut s’expliquer principalement par le
positionnement manuel du morceau de PDMS qui féeroanal. De plus, le support mécanique
qui permet de maintenir le PDMS impose un niveapréssion qui peut modifier Iégérement

I'épaisseur réelle du canal microfluidique.
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Figure I11.16. Variation de la capacité mesurée lorsqu’une bille de polystyréne est positionnée
au niveau de la zone de détection.

Dans cette partie du manuscrit, nous avons étadiénsibilité du capteur développé a
la présence d’une microbille de polystyréne danzolee de détection. A partir des mesures
effectuées, nous avons veérifieé qu’il est possibéteindre un contraste capacitif significatif
bien que la bille ne soit pas parfaitement bieritprsée dans le gap et que cela pouvait étre
pris en compte par un modéle électromagnétiqueoppigr

Pour améliorer la reproductibilité de la positiom ld particule, nous allons mettre en
ceuvre une autre méthode de piégeage par diéleotegeh(DEP) comme nous allons le voir
dans la partie suivante. Celle-ci est plus paicement bien appropriée pour des particules
présentant des propriétés diélectriqgues non caestam fonction de la fréquence.

C’est pourquoi, dans le paragraphe suivant, nousm&itrons en ceuvre lors

d’expériences en présence de cellules biologiqaas & zone de détection.

3.2 Application a la spectroscopie diélectrique deellules biologiques en
suspension

Nous avons souhaité ici voir si ce capteur poudaé utilisé pour détecter le passage,
au travers de la capacité de détection, de celhitdsgiques vivantes en suspension dans le
canal. Nous avons utilisé pour ces tests des eslkancéreuses colorectales (lignée cellulaire
SW620). Les cellules ont été mises en suspensios wlamilieu osmotique non ionique pour
garantir leur intégrité pendant les mesures. Léemibsmotique est composé essentiellement
d’eau DI et de sucrose.

Afin d’'immobiliser les cellules entre les électredet de facilement les libérer une fois

mesurées, nous avons mis en place un piege élext@e dernier permet de plus d’identifier
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rapidement les cellules mortes car seules lesleslkivantes y sont sensibles ; les cellules
mortes en effet ne sont pas piégées. Ce piegeriglectest basé sur la technique de

diélectrophorese (DEP).

3.2.1. La diélectrophorése (DEP)

La diélectrophorése utilise les propriétés de madilité des particules et permet de
mettre en mouvement des particules sous l'effeh dbamp électrique non uniforme en
amplitude [3-4]. En général, une particule diéligcke posséde une charge neutre, mais au
niveau microscopique elle présente une distributdencharges positives et négatives [5].
Lorsque cette particule est placée dans un chaearifue, les charges s’accumulent sur ses
différentes surfaces, sur sa membrane externetourade ses constituants internes, selon une

distribution asymétrique conduisant a sa polaoesafi-igure 111.17).

Figure 111.17. Distribution asymétrique des charges électriques sur la surface d’une particule
soumise a un champ électrique [3].

Donc, lorsqu’une cellule est placée dans un chdegirigue, elle présente un moment

dipolaire dont I'expression est :

M = 4neye,r3Re[K(w)]E (3.1)
ou la cellule est modélisée par une spliereayon r, exposée a un champ électriﬁ.le
Avec

+ gola permittivité du vide de valeur 8,854 x 1OF/m.
o gpla permittivité du milieu de suspension.
* Re[K(w)]la partie réelle du facteur deClausius-Mossotti.

* o lafréquence angulaire du champ électrique ap@ljgl

L’expression du facteur de Clausius-Mossottis’écrit
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&~ Em
K(w) = —g; ryey (3.2)

gy etey, sont respectivement les permittivités complexesadearticule et du milieu liquide
dans lequel elle évolue. (N.B.&; = €, — j%avec Ex = E€0&x,0Ug,, €St la permittivité

relative ets,, la conductivité ionique du milieu).

Lorsqu’un gradient de champ électrique est appligugarticule dans son milieu liquide

subira undorce de translation appelée force de diélectrog®noté&, -, et cette force se traduit

par I'équation suivante :
Fpgp = 2mege > Re[K (w)]VE? (3.3)

A partir de cette équation, nous pouvons conclueelg force diélectrophorése dépend
principalement des différences de propriétés elatrparticule et son miligRe[K(w)], de
I'intensité du gradient de champ électrique etialissolume de la cellule.

L’équation (3.3) montre qu'il est possible de géname force de diélectrophorése a

— 2
partir d’'une tension faible pour une petite dismpaisque/ (E?) = [ V7]

——— Dongc, il est
distance3]

nécessaire de diminuerla distance inter-électrpoes obtenir une force de diélectrophorése

importante pour permettre le déplacement de laleell

En outre, selon le signe du factRefK(w)], on obtient deux types de forcesde
diélectrophorese. Dans le casRe]K (w)] est positive, on travaille avec une force de DE® d
positive et les cellules seront piégées dans lesszou le champ est maximal. Dans le cas d’'une
diélectrophorése négativRd[K (w)] < 0), les cellules sont amenées vers les minima degham
(Figure 111.18).

Negative DEP

Positive DEP

Flow direction

Figure 111.18. Electrodes interdigitées : en vert, des particules soumises a la diélectrophorese
négative, en rouge, des particules soumises a la diélectrophorese positive [6].
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Donc, dans notre cas, nous visons a piéger lagdekntre les électrodes ou le champ
électrique est maximum comme nous I'avons monter dgs simulations dans la premiere

partie de ce chapitre. Alors, il faudra pour cetad@yer une force de diélectrophorese positive.

3.2.2. Mise en ceuvre expérimentale de la spectropad’une cellule biologique en
suspension a partir des capteurs développés

Dans la partie précédente nous avons montré lavpluge de la mise en place d'un
piege électrique (DEP). Donc pour générer une fdecBEP au niveau de nos zones d’analyse,
nous avons utilisé un générateur de tension sidaEotonnecté a I'entrée et a la sortie des
lignes RF du capteur au moyen d’'un Té de polagsa#ifin d’isoler les signaux RF et BF
(Figure 111.19).

Téde
Polarisation

Té de
Polarisation

h____.___@ _______ S

Générateur
de tension
sinusoidale

Figure 111.19. Banc de mesure utilisé pour la spectroscopie diélectrique de cellules
biologiques en suspension.

Pour ces expérimentations, nous avons injectédtabbrd le milieu osmotique dans le
canal microfluidique. Une fois que le milieu osngoe occupe tout le volume du canal, nous
avons injecté les cellules SW620 en suspension dameéme milieu, dans le capteur. La
concentration des cellules dans le volume du mdguotique a été optimisée afin d’assurer la
présence de quelques dizaines de cellules damséd microfluidique. Lorsqu’une cellule se
rapproche de la zone de détection, une pressi@ngawest appliquée pour ralentir en premier
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lieu le déplacement de la cellule. Une fois queddule est proche du gap, une tension
sinusoidale de fréquence 2 MHz est appliquée éedrélectrodes afin de piéger la cellule au
centre du gap. La Figure 111.20 présente la phatplgie d'une cellule ainsi piégée a I'extrémité
de l'une des électrodes ce qui n’est pas encoreadait la position idéale pour avoir le
maximum de sensibilité, néanmoins cette positidrstable et plus facile a reproduire qu’avec
le réglage de la bonne différence de pression Boajgp a I'entrée et a la sortie du canal.

Figure I11.20. Photographie d'une cellule SW620 vivanteetpiégée dans la zone de détection.

Une fois que la cellule est immobilisée, les partaese[S] du capteur sont enregistres.
La capacité présentée par la discontinuité degleeliest extraite a partir de ces mesures de
parameétres [S], avant que la cellule ne soit pi€Geeeu), et en présence de la celluledfe).

La variation de capacité ou contraste capacitifésultant a été calculée en utilisant I'équation
34:
AC = Chitiew — Ceeltute (3.4)

La Figure I11.21 illustre le contraste capacitifitjnous est possible de détecter avec ce
capteur lorsqu’une seule cellule est piégée dagspe Le contraste maximal est obtenu a 2
GHz avec une valeur proche de 0,46 fF lorsqu’unéeseellule SW620 est piégée autour de la
zone de détection. Par rapport aux travaux de Wen&hal. [2], les contrastes capacitifs
présentés avec une cellule biologique sont du mémiee de grandeur. On peut noter que
pendant nos mesures, la cellule n’a pas été pd@éela zone ou la sensibilité est maximale.

Il ya par conséquent une probable marge de pragresa terme d’optimisation de sensibilité.
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Figure 111.21. Contraste Capacitif mesuré lors de la présence d'une cellule SW620 dans le
gap.

Comme on pouvait s’y attendre, nous avons égalemertbserver que ce contraste
capacitif, dépend bien du nombre de cellules ptésatans la zone de détection et du volume
de matériel biologiqgue associé. Lorsque le nomeseallules piégées dans le gap augmente,
le contraste augmente proportionnellement jusqu&aertaine limite (Figure 111.22). En effet,
au-dela de 5 cellules, le contraste mesuré reststanat, car I'excédent de cellules se trouve
alors dans une zone ou le champ électromagnétigueerd trop faible et les cellules
périphériques qui se retrouvent trop éloignéesahire du gap n’influent plus suffisamment

sur la réponse du capteur.
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Figure 111.22. Evolution du contraste capacitif mesuré en fonction du nombre de cellules
présentes dans le gap.

Nous avons voulu chercher a estimer I'ordre dedgande permittivité que pourrait

présenter la cellule piégée dans le gap. Pour celas avons effectué des simulations en
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modélisant la cellule par une sphére homogéne @ladd méme position que celle ou nous
'avons piégée pendant les mesures. Dans un prderigrs, nous avons réalisé différentes
simulations avec une permittivité constante poweltule SW620 sur la plage de fréquences,
allant de 0,1 GHz jusqu'a 6 GHz. Nous avons anwgivé que le contraste capacitif obtenu en
mesures pourrait correspondre au contraste cap@iaitie cellule dont la permittivité pourrait
se situer entre 63et 70 comme le montre la Figugsli
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Figure I11.23. Contraste capacitif en fonction de la permittivité de la cellule présente dans le
gap.

Dans un second temps, nous avons essayé de motEepsetie réelle de la permittivité

de la cellule par une permittivité variable en fiimt de la fréquence. Pour cela, nous avons

utilisé un modele de Debye (équation (3.5)).
e (w) = €5 + (3.5)

Nous avons fait varier au départ uniquement la pBwité & (permittivité basse

fréquence). Le tableau 3.1 résume les paramétitsgsifpour les différentes simulations.

£ Eco T (pS)
Simulation A 60 4,57 8,38
Simulation B 65 4,57 8,38
Simulation C 70 4,57 8,38

Tableau 3.1. Parametres de Debye utilisés pour urellule SW620.

Pour ces simulations, nous avons logiquement traywe l'allure des contrastes
capacitifs obtenus entre les deux milieux (milieuéférence (eau DI) et milieu avec une cellule

en suspendue dans I'eau) sont beaucoup plus prdelsesiesures que les contrastes trouves
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avec une permittivité constante en fonction dedgudence. Comme le montre la Figure 111.24,
le contraste capacitif trouvé en mesure est enqaairées deux courbes de contraste capacitif
trouvées avec le modele de Debye des simulatiogts@ Donc nous avons pu encadrer dans

un premier temps la plage de permittivité de départvariation unique dg.
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Figure I11.24. Comparaison du contraste capacitif pour différentes valeurs de permittivitéde la
cellule présente dans le gap.

Par la suite, et dans le but de se rapprocheodtraste capacitif trouvé en mesure,
nous avons fait varier en plus de la permittiviiele temps de relaxatiory. Le tableau 3.2

résume les parametres de Debye pour les simulaitertuées.

& €60 Tr (PS)
Simulation D 67 457 11
Simulation E 68 4 57 10

Tableau 3.2. Parametres de Debye utilisés pour urellule SW620.

Donc, d’apres ces dernieres simulations, nous awbtenu des résultats trés proches
des mesures permettant d’encadrer assez finemeaielar de la partie réelle de la permittivité
de la cellule analysée (Figure 111.25).
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Figure 111.25. Comparaison du contraste capacitif pour différentes valeurs de permittivité de
la cellule présente dans le gap.

Ainsi, a partir du modele de Debye dont les paregséaint été ajustés par simulation, il
est possible de tracer I'évolution de la partidieége la permittivité d’'une cellule SW620 en
fonction de la fréquence. En prenant en comptsihaslations D et E, nous pouvons estimer
que la variation de la permittivité de la cellulg/&20 se situe entre les deux courbes de
permittivité extraites sur la Figure I11.26.
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Figure 111.26. Variation de la partie réelle de la permittivité relative d’une cellule SW620 en
fonction de la fréquence.

Les résultats trouvés a l'aide de ce capteur laagele sont en bon accord avec les
caractérisations déja menées par I'équipe au seilalbratoire XLIM avec un autre type

d’architecture : capteurs résonants présentésldamemier chapitre [7].
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié la possihilitéliser le capteur microfluidique
gue nous avons mis au point pour détecter la pcés#ane particule diélectrique et voir quel
pourrait étre son niveau de sensibilité pour ema@et des informations sur ses propriétés
diélectriques intrinséques. Nous avons ainsi étiedidveau de perturbation introduit par une
particule diélectrique par rapport a sa positionsda canal microfluidique. Cette étude nous a
permis de déterminer la zone de détection optiratie quantifier I'influence des particules
présentes accidentellement a proximité du gap d#padous avons de plus pointé les
potentielles difficultés de mise en ceuvre au nivagala reproductibilité des mesures en utilisant
une méthode de piégeage par différence de presstom'entrée et la sortie du capteur. Pour
éviter ces inconvénients de reproductibilité deitmpmement, nous avons complété cette
méthode par la mise en place de pieéges électrignae<DEP) qui se sont averés compatibles

avec notre structure HF.

Dans la derniére partie de ce chapitre, des prsrtests de sensibilité réalisés sur des cellules
biologiques issues de la lignée cellulaire SW628llfles cancéreuses du colon) ont été
présentés. Les résultats obtenus au niveau desastas capacitifs montrent une sensibilité
intéressante qui ouvre des perspectives en terrapalgse cellulaire par spectroscopie
diélectrique haute fréquence pour la caractérisatan-invasive d’une cellule unique en temps

réel.
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Conclusion générale

Ces travaux de these se placent dans le contexdtéwtloppement d’'une technique de
caractérisation basée sur le couplage de capteyperfréquences avec la technologie
microfluidique. L’objectif était d’aboutir a la sposcopie diélectrique de liquides et de

particules a I'échelle micrométrique.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, noussarwntre I'intérét de travailler dans
la gamme des fréquences microondes pour caractéiffents types de milieux qu’ils soient
homogenes (liquides) ou inhomogenes (i.e. constitdé particules en suspension).
L'utilisation de capteurs hyperfréquences, permet tchvailler avec des dispositifs de
caractérisation miniaturés et non-invasifs qui:p@rmettent d’éviter une étape de marquage
des particules (notamment des cellules biologiqéspermettent l'intégration d’'un réseau
microfluidique (iii) sont compatibles avec I'intégion au sein de « laboratoires sur puce » (iv)
permettent I'utilisation de petits volumes de ldgs ainsi que de travailler avec des particules
a I'échelle micrométrique. De plus, concernantullet des cellules biologiques, nous avons
montré grace a I'étude bibliographique, que lequeihces microondes présentent I'intérét de

pouvoir sonder le contenu intracellulaire sanséieadurer.

Ces travaux de these se sont organisés en deuwtegraarties : la premiere partie est
consacree a la caractérisation diélectrique déspailumes de liquides et la deuxiéme partie a

la détection et I'analyse diélectrique de partisudelectriques micrométriques.

Ainsi, un capteur RF microfluidique permettant détedminer la partie réelle de la
permittivité diélectrique de liquides en fonctiom ld fréquence a tout d’abord été développé et
optimisé. Le capteur formé d’une ligne microrubanld pum d’épaisseur est réalisé sur un
substrat de silice fondue. La ligne RF est implé&@&eau milieu d’'un canal microfluidique qui
permet de travailler avec des volumes de liquidd'alelre de quelques nanolitres. Les
simulations électromagnétique 3D (réalisées souS3Aknsys) ont permis d’établir des
relations entre la partie réelle de la permittiitimplexe des liquides a caractériser et les
variations des parameétres [S] du capteur. Le pperdie mesure a consisté a suivre en temps
réel la variation de la capacité du capteur entfonales caractéristiques diélectriqgues du milieu
présent au niveau de la discontinuité. Apres uapedtl’étalonnage utilisant différents liquides
de référence, le principe de mesure a été validésipaulation puis expérimentalement en

caractérisant différentes solutions liquides basgas des mélanges éthanol/eau et sur
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I'isopropanol. Les mesures des propriétés diélpats effectuées avec les capteurs développés
ont montré un tres bon accord avec des mesureés@@mahvec une sonde coaxiale commerciale
(Keysight/Agilent, 85070 probe Kit) validant ainks démarche proposée. Une étude de
reproductibilité a également permis de montreolaustesse de la méthode de caractérisation
développée et a permis d’estimer la précision al#esur la mesure de la partie réelle de la
permittivité qui est inférieure a 5 % et tout at fabmpétitive par rapport aux techniques

courantes.

La deuxieme partie de ces travaux de thése a perévaluer la capacité de tels capteurs
RF a détecter et analyser des particules diélegsignicrométriques en suspension dans le
canal microfluidique. Une étude par simulation glmmagnétique sur des billes de polystyrene
a permis d'évaluer les performances attendues tBlrcapteur en terme notamment de
sensibilité de détection. Nous avons notammenemevant I'importance majeure de travailler
avec des électrodes épaisses qui permettent dagtartout le volume de la particule ce qui
est une condition indispensable pour pouvoir esdraes propriétés diélectriques. Cette étude
EM a également permis de mettre en lumiéere I'infeeedu positionnement de la particule par
rapport aux électrodes sur la reproductibilité desultats. Cela nous a conduit a considérer
différentes techniques pour pouvoir immobilisefaign efficace et reproductible les particules
d’intérét dans la zone d’analyse du capteur. Desunes expérimentales ont été menées sur des
billes de polystyrene puis sur des cellules bialags vivantes (lignée cellulaire SW-620). Les
résultats obtenus montrent de bonnes sensibiléadtection qui permettent d’envisager des
perspectives intéressantes pour la spectroscoglecttique microondes appliquée a des

particules micrométriques individuelles en suspansi

Ces travaux démontrent en effet la possibilité dsurer les propriétés diélectriques
d’'une cellule unique. De nombreux travaux restegnmoins a mener pour fiabiliser la
technique de mesure. Cela passe par 'augmentdéda sensibilité du capteur grace a des
montages interférométriques par exemple ou eneareekure sur puce de la taille exacte de la
cellule étant donné qu’il existe une hétérogéneititirelle dans les lignées cellulaires et qui
augmentent au sein de cultures primaires. De gassaméliorations peuvent étre apportées sur
le traitement des données et I'exploitation desltéts en intégrant des fonctions de traitement
des signaux hyperfréguences. Dans cette perspective technologie CMOS est
particulierement intéressante car elle permettr@ telle intégration. Cette étape est
indispensable a terme pour le développement dodidgnostiques performants et utilisables

par les biologistes et les médecins.
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Capteurs RF pour la caractérisation diélectrique de solutions et de particules a I'échelle
micrométrique : Application aux biopuces a cellules

Les travaux de thése proposés concernent le développement et la caractérisation de
biocapteurs microfluidiques dédiés a la spectroscopie diélectrique microondes sur de petits
volumes de liquides (quelques nL) et des particules micrométriques (typiguement la dizaine
de um). La spectroscopie diélectrique microonde offre des capacités uniques pour étudier les
propriétés intracellulaires de cellules biologiques qui sont connues pour étre représentatives
de nombreux processus biologiques. Le capteur est basé sur une détection capacitive qui
présente I'intérét majeur d'étre large bande (typiquement 400 MHz a 8 GHz dans ces travaux).
Des électrodes métalliques épaisses en or ont été optimisées pour garantir un champ
électrique homogéne dans la zone de détection. Un systeme microfluidique a été implémenté
sur le circuit RF pour que le liquide a analyser ait un impact minimal sur les pertes global du
dispositif de fagon a conserver une bonne sensibilité de détection. Aprés une étape de
calibration, les performances de détection et d'analyse des capteurs microfluidiques proposés
ont été démontrées sur différentes solutions. La partie réelle de leur permittivité relative a été
extraite et comparée a la fois a la littérature et & des mesures réalisées avec une sonde
coaxiale commerciale. Puis la faisabilité d’utiliser de tels capteurs large bande pour analyser
des particules micrométriques circulant dans les canaux microfluidiques a été étudiée. Aprés
une étude par simulations électromagnétiques, des expérimentations ont permis de mesurer
des contrastes capacitifs autour de 1 fF a 5 GHz ce qui est trés compétitif par rapport a I'état
de lart actuel. Finalement, des tests préliminaires ont été réalisés sur des cellules
cancéreuses. Les résultats présentés démontrent le fort potentiel de I'approche proposée pour
développer de nouveaux outils d'analyse sans marquage avec une large gamme
d'applications, que ce soit dans les domaines du diagnostic ou du traitement.

Mots-clés : capteur capacitif, spectroscopie diélectrique, microondes, microfluidique

RF sensors for microscopic dielectric analysis of s olutions and particles: Application
to cell biochips.

The proposed work deals with the development and characterization of label-free microfluidic
biosensors dedicated to the microwave dielectric spectroscopy of small volumes (few nL) and
flowing micro-scale particles (about tens of um). Microwave dielectric spectroscopy offers
unique capabilities to investigate intracellular properties of biological cells, which are
informative on many biological processes. The sensing principle is based on a capacitive
detection which present the main advantage to able achieving broadband analysis (typically
400 MHz to 8 GHz in this work). Thick gold metal electrodes have been investigated to perform
high sensitive analysis ensuring a homogeneous electric field in the detection area. A
microfluidic system has been implemented over the RF circuit so that flowing liquid minimally
impacts global losses of the system and has hence a limited effect on sensor sensitivity. After
a calibration step, the detection and analysis capabilities of the proposed microfluidic sensors
have been demonstrated on different solutions. The real part of their relative permittivity has
been extracted and compared both to literature and measurements achieved with a
commercial coaxial probe. Then, the feasibility of using such broadband sensors to analyze
flowing micro-particles in the microfluidic channels has been studied. After electromagnetic
simulations, experiments have allowed measuring capacitance contrasts around 1 fF at 5 GHz
which is highly competitive with the current state-of-the-art. Finally, preliminary
experimentations have been achieved on cancerous cells. The presented results demonstrate
the high potential of the proposed approach to develop new label-free analysis tools with a
large application range, either in the diagnosis or treatment fields.

Keywords : capacitive sensor, dielectric spectroscopy, microwave, microfluidic



