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INTRODUCTION

Depuis la dissolution du Pacte de Varsovie en 1991a din de la guerre-froide, les

résolutions de conflits par le biais de guerresveationnelles entre deux acteurs d’égale puissance,
tendent a diminuer pour laisser place a des opposimilitaires (découlant de puissantes domination
et exploitations économiques) dans lesquelles de=ues engagés ne sont pas de méme taille ni de
méme nature et ne poursuivent pas I'accomplissedenmémes buts. Ce concept dénommé « guerre
asymétrique » est amplement détaillé &™siécle avant J.C par Sun Tzu dans son ceuvre raajeu

« l'art de la guerre ». Une guerre asymétrique emefeu deux acteurs dont I'un a sur l'autre une
domination logistique et technologique écrasangestratégie du belligérant en infériorité numérique
et matérielle consiste a frapper les points failllesl’adversaire de maniére a provoquer le plus
d’effets néfastes pour le moindre colt humain géénel. Dans ce contexte, les velléités d'utilieati

de I'arme biologique contre son opposant se réevélemplus en plus importantes.

L’arme biologique posséde en effet deux avantagesopdiaux pour étre utilisée lors de
conflits asymétriques. Premierement, une grandeciitih causant de nombreuses pertes peut étre
générée a partir de quelques souches pathogénes @actéries, bacilles) qu'il est relativemertiléa
de se procurer, ce qui permet d'user d'un effeteder considérable. Deuxiemement, I'utilisation
comme armes biologiques de maladies a fort de deumnortalité ou trés contagieuses a un impact
psychologique important sur les troupes et les ladipns civiles. Or, lors d’'une guerre asymétrique,
les populations civiles de l'adversaire le plust feont souvent visées par I'adversaire faible dans
l'intention de générer des mouvements de désappoobdu conflit. C'est en connaissance de ces
facteurs, que les organisations militaires et jgplés des pays occidentaux ont décidé de mettre en
place d’'importantes stratégies publiques et ded®umoyens de financement afin de disposer des
moyens les plus adaptés a réduire I'impact d'utegjae a I'arme biologique sur les populations au le
troupes combattantes. Le déclenchement des cesseEppubliques est conditionné a la capacité de
détecter de maniére précise et rapide, I'occurrdiiceensité et la nature d’une attaque biologique

Le probleme de la détection et de l'identificatim la nature d’'une attaque biologique est un
probleme dans lequel de hombreux points sont anggei. La solution de détection doit étre capable
de reconnaitre la nature de I'arme biologique egg®#ale maniére extrémement spécifique, parmi une
tres grand ensemble d’entités biologiques natunelfeé présentes dans l'air, afin de ne pas déclenche
de fausses alertes qui auraient un effet psyctoplegsur la population presqu’aussi important qu'une
attaque avéreée. La solution de détection doit ifientattaque dans un temps assez court afinitéév
la propagation de I'arme biologique a d’autres Mielia réalisation de ce dernier point peut étre
effectuée en multipliant le déploiement de systédeedétection et en diminuant les temps de réponse
des systémes déployés.

Certaines de ces exigences sont de méme natureetiee rencontrées dans les sciences et
technologies des biocapteurs, proposant des majemigtection novateurs pour des applications de
diagnostic clinique ou biologique. Au sein de candne, les MicroSystémes ElectroMecaniques
destinés a des applications biologiques (soit dem&snBioMEMS) possédent les caractéristiques
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essentielles a I'élaboration de la solution de adi#éte de I'arme biologique aux performances idéales
en termes de colt, d’autonomie, de spécificitéeesehsibilité de la reconnaissance biologique, de
multiplexage et de temps de réponse. Méme si Idsrpgances des BioMEMS en termes de fiabilité
de leur fonctionnement restent encore largemenn@liarer, la recherche dans ce domaine prend
chague année plus d'importance.

En se situant dans un tel contexte, les travaugetke thése ont porté sur la conception, la
fabrication et la caractérisation de microsystéemés®nants pour la détection d'agents biologiques
simulant la menace biologique. Basée sur un prinap microgravimétrie, la diminution de la
fréquence de résonance de la structure peut ige Beun greffage d’entités biologiques possédant
une certaine masse a la surface du microsystémes &lmns réalisé dans cette optique la conception
et la fabrication de micromembranes résonantedieius. Le principe de microgravimétrie induit la
nécessaire mise en vibration des micromembranes qire la capacité de rendre compte par un
moyen de détection de ce mouvement vibratoiredifn extraire les caractéristiques. Dans |'optique
de parvenir a des solutions de détection faibleraanbmbrantes, robustes et autonomes, la mise en
place de ces deux fonctions se fait dans notrepeasune couche piézoélectrique intégrée a la
membrane pour I'actionnement et par une jauge p@éiiive pour la détection du mouvement. Le
procédé de fabrication des micromembranes étalgictifl les membranes sont regroupées par puces
ce qui permet d’envisager la détection de plusiespeces biologiques en parallele. Enfin, la
robustesse de la structure mécanique des microraeedbpermet d’envisager leur utilisation dans des
cadres pratiques extérieurs difficiles. Ainsi, naéalisons la pertinence du choix d'un systeme de
micromembranes résonantes a actionnement piézoglecet détection piézorésistive intégrés pour
répondre a I'ensemble des exigences caractérisasysteme de biodétection d'agents simulant la
menace biologique.

Au cours du premier chapitre de ce manuscrit,snoroduirons des notions
concernant le contexte de I'utilisation de I'armeldigique. Nous effectuerons ensuite un bref tour
d’horizon des stratégies publiques et des moyecisntdogiques mis en ceuvre pour organiser la
réponse a cette menace en mettant en lumiéretlbdsoin actuel en solutions de détection d’agents
de la menace biologiques hautement sensibles fisp&s, robustes, autonomes, peu encombrantes et
hautement multiplexées. Nous procéderons a undadgiude des grands principes des biocapteurs
dans le but d’aider a la recherche de la solutsp@ete. Un tour d’horizon des BioMEMS consacrés a
la détection est alors conduit et leur potentélisicette recherche est évalué.

Le deuxieme chapitre se consacre en premier liguétudes théoriques et aux simulations
ayant soutenu les réflexions autour du dimensioem¢mies micromembranes tant du point de vue de
la caractéristigue dynamique que de l'actionnenstntle la détection. Ensuite, la fabrication des
micromembranes est analysée ainsi que le cond@ment du BioMEMS au sein d’'un prototype de
plate-forme de détection d’agents biologiques samula menace. Cette plateforme est constituée
d'une interface informatique de visualisation et amtréle, d’'une cellule fluidique accueillant le
milieu réactionnel abritant les micromembranes’abel électronique d’actionnement de mesure dont
le principe de fonctionnement et la fabricationtdmevement expliqués.

Le troisieme chapitre s’articule autour des ddfées tests de caractérisation dynamique des
micromembranes résonantes que ce soit dans l'aidams le liquide. Est exposé également le
protocole de validation de la capacité de la platme a suivre I'évolution de la fréquence de
résonance de plusieurs micromembranes résonanmtedediiquide selon le mode de vibration (0,1) en
simultané.



Le quatrieme et dernier chapitre s’attachera tout d’'abord a décrire le processus de
détermination de la maniére optimale de greffer a la surface des micromembranes des biorécepteurs
spécifiques aux agents a détecter. Enfin, nous résumerons et analyserons les résultats obtenus avec la
plateforme de détection pour des expériences de détection d'agents biologiques pathogénes simulant la
menace.

Rapport- gfdfﬂff.dﬂﬂ? @



CHAPITRE | :

Introduction a la sécurité biologique et présentation des
bioMEMS comme solution a la problématique

I.1.Introduction a la menace bactériologique
[.1.1. Historique

Longtemps avant que I'homme ne découvre I'existenesy bactéries, il connaissait
d’expérience les ravages occasionnés par la disaéan de ‘maladies, a partir d’aliments, d'eau
souillée ou encore d’animaux contaminés. Ce poudeidestructiona eté exploité a de nombreuses
reprises au cours de conflits entre civilisatiangmesure que celles-ci parvenaient a localiser @ném
grossiérement) le médiateur des infections. D&l & siéclesavant I'ére chrétienne, les Assyriens
utilisaient I'ergot de seigle, dont la toxine pijpale” provoque de fortes hallucinations pour
empoisonner les puits des villages ennemis [1]teQailisation constitue le plus vieux témoignage
connu d’armes biologiques. Au cours de I'ere_modeem,1346, 'armée Tatare assiégeant le comptoir
génois de Caffa eut I'idée de catapulter par-delesisurailles les cadavres de ses soldats motts de
peste, provoquarintra murosune épidémié fatale aux assiégés [2]. Plus tard\\&"™ siécle, les
historiens rapportent que Francisco Pizarro fitioffux amérindiens des vétements contaminés par la
variole [3]. Cette méme stratégie fut utilisée 308 plus tard par le baron Jeffrey Amherst comtse |
indigénes amérindiens de la tribu des Délaware Mirant la premiére moitié du XX° siécle,
I'utilisation d’armes biologiques fut systématiséetre autre par I'armée Japonaise. Au cours de la
guerre sino-japonaise, I'empereur Hirohito‘ordonper, mandat impérial, la création de l'unité 731,
chargée de mettre en place un programme de reehsweiplusieurs maladies telles le choléra ou le
typhus en vue d'utiliser ces infectionsycomme arimiedogiques a grande échelle. De nombreuses
expérimentations sur des cobayes humains furers alenées [5].

La premiére conventioninternationale destinédexdiire 'usage d’armes bactériologiques fut
signée par 135 pays en 4925 sous le nom de PretdedGeneve [6]. Cependant, statuant uniquement
quant a l'utilisation d’agents pathogénes en tedgguerre, et non sur le stockage, la production e
I'acquisition de telles_armes biologiques, la perte cette convention fut trés limitée. De fad, d
nombreux pays initierent ou poursuivirent des paiognes de développement et d'études d’armes
bactériologiques /En complément de ce protocole,nouvelle convention beaucoup plus restrictive
fut signée en 19/72. La convention sur linterdictides armes biologiques (CABT) interdit tout
stockage, déyeloppement, production et acquisdiagents pathogénes pour toute fin non pacifique
[7]. Bien que signée aujourd’hui par 162 pays, elameure néanmoins insuffisante puisque elle
n'instadre pas d'organes de vérification de cepatigions. Ainsi plusieurs pays pourtant signatair
de la CABT (comme 'U.R.S.S., la Lybie, I'lrak) otdncé ou intensifié depuis des programmes de
Recherche et de Développement d’armes biologicle®f 1980 a 2001, un processus de révision de
la CABT estlancé afin de pallier les manquemestseatte derniére. Ce processus aboutira a un échec
suite au retrait unilatéral des Etats Unis des cié@gjons.
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En dehors des activités des Etats, signatairesooude la CABT, de nombreux groupes et
organisations terroristes ont cherché a se proa@irer utiliser des souches de bactéries pathogénes
contre la société civile. De 1990 a 1994, la sggienaise Aum tente en vain de se procurer le virus
Ebola, puis échoue dans sa tentative de dissérdagisouches dBacillus anthracis(maladie du
charbon) depuis le toit d’'un immeuble [9] [10]. peemier et plus notoire attentat terroriste utilisa
avec succes I'arme biologique fut certainementvicerde lettres contenaf@acillus anthracis a des
journaux et sénateurs américains, provoquant aéegsiparmi les récipiendaires [11].

En dehors du fait qu’elles laissent les infrastites intactes tout en neutralisant les opérants
tactiques (tout comme 'arme chimique), la spéitdides armes biologiques réside dans le fait gu’un
faible quantité de matériel biologique, en contaminun petit groupe de personnes pourra se
multiplier indéfiniment et contaminer de larges plgions si aucune réponse n’est apportée.

[.1.2. Agents pathogenes concernés

Les agents pathogenes considérés comme de pdentiemes biologiques sont de quatre
types : Bacilles (e.g. Bacillus anthracis), Viregy( filovirus Ebola), Toxines (e.g. toxine botuig) et
bactéries Gram positif (e.g. souches pathogenEscterichia coli. Le Centre de Contrdles des
Maladies et de Prévention des Etats-Ui@grter for Disease Control and Prevenijidournit une
liste en trois catégories des agents pathogénssepstibles d’étre employés comme arme biologique
[12] [13]. Cette liste fait valeur de référence sléas politiques de prévention du risque biologjeare
France notamment [14]. Elle prend en compte laditipde dissémination des agents par contagion,
leur virulence mais également la qualité de la @r&on des organismes de santé pour le traitement
des maladies induites. Plus généralement, c'estpacité globale de I'agent pathogéne considéré a
semer le chaos au sein d’une société qui est @nismmpte, tant du fait des dommages sanitairels qu’
cause gque de I'impact psychologique que sa projagpeut avoir sur la population. Cette liste est
détaillée ici :

Catégorie A :

Agents pathogénes a forte virulence, débouchantdsuforts taux de mortalité chez les
patients infectés, susceptibles de provoquer uge fganique au sein de la population et nécessitant
mise en place de mesures de traitement et de pi@vespéciales et drastiques.

Premiérement, on distingue dans cette catégouisiquirs types de bacilles commacillus
anthracis provoquant la maladie du charbon, mais égalenfensinia pestisrecteur de la peste et
Francisella tularensisvecteur de la tularémie. Cette catégorie compegidement le poxvirus lié a la
variole et les filovirus et arenavirus liés auxfiegs hémorragiques virales dont les exemples les pl
connus sont I'Ebola et la fievre de Marburg. Enfim, note dans cette catégorie la présence d'une
toxine trés puissante, la toxine botulique (Botaks.

Catégorie B :

Agents pathogenes de seconde priorité, dont s#udlimation et la contagion sont modérément
aisées, avec des taux de morbidité et de mortlitéein de la population modérément élevés. Les
agents pathogénes nécessitant 'augmentation dgenmode surveillance et des capacités de
diagnostic sont également concernés.
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Cette catégorie inclut :

- Les coccobacileBacillus suis Bacillus melitensisBacillus abortuset Bacillus canisdu
genre Brucella provoquant chez I'hnomme la brucellos

- Les bactéries Gram-négative Burkholderia mallei et Burkholderia pseudomallei
provoquant des formes plus ou moins violentes deeno

- La bactérieChlamydia psittacpouvant induire trachomes, lymphogranulomes vénéri
et chlamydioses

- La bactérie Coxiella burnetii, vecteur de la cdrigd (aussi appelé fievre Q)
- La bactérie Rickettsia prowazekii, vecteur du typbxanthématique.
- Les alphavirus a la base de plusieurs types d’'dradiéps virales

- La nécrotoxine epsilon impliqguée dans de nombreax @de gangrene sécrétée par la
bactérieClostridium perfringens

- L'entérotoxine B en jeu dans de nombreuses inttivica alimentaires violentes et
sécrétée par plusieurs staphylocoques.

- La Ricine, toxalbumine six mille fois plus toxigqgee le cyanure, présente a I'état naturel
dans les graines de I'arbiRecinus communigRicin)

Cette catégorie comporte également plusieurs agmitegenes représentant des menaces
pour la sureté alimentaire ou susceptibles de eshidau impropre a la consommation. Ainsi sont
incluses les bactéries du genre salmonelles, #msg@lausant de violentes dysenteries) et la souche
0157:H7 dEscherichia colien ce qui concerne la contamination alimentaies bactéried/ibrio
cholerae (induisant le choléra) efryptosporidium parvunsont également concernées en tant que
contaminant de sources d’eau potable.

Catégorie C :

La derniére catégorie regroupe les agents patheginesant certaines maladies émergeantes.
Ces agents, bien que peu préoccupants actuellesemt,surveillés de prés car étant facilement
disponibles, faciles a produire et a disséminerpdurraient étre modifiés via des manipulations de
biotechnique relativement simples afin d’acquérie uétalité importante. Deux exemples de ces
agents pathogenes émergeants sont le Nipah virde d@antavirus, respectivement colportés par
certaines especes de chauve-souris et certaineésessge rongeurs sylvestres. Causés par I'expansion
des zones d’habitation a certains endroits de dagbe, la réduction des milieux naturels de ces
espéces entrainera a terme un plus grand contactlas étres humains susceptible de favoriser la

mutation de ces virus et leur transmission a I'Hanm

[.1.3. Stratégies publiques

En comparaison de la relative facilité de leur méseceuvre, I'impact, réel ou percu, que
peuvent susciter les armes bactériologiques présemténorme danger tant pour les troupes en
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opération que pour la société civile. Les strategiditaires et publiques de réponse et d’antidipat

de cette menace sont intégrées au sein d’'un pasitioent plus global lié a I'anticipation de difféte
aspects de guerres «non conventionnelles » souasstciés sous l'acronyme : risque NRBC
(Nucléaire, radiologique, biologique et chimiqu&insi, les stratégies développées pour la réponse a
risque biologique comportent de nombreux protocelestructures communes avec celles mises en
place pour la réponse aux risques nucléaire etighan Cette convergence d’approche ne doit
cependant pas faire oublier le caractere spécidh deenace biologique (rappelé en section 1.1.1)
Ainsi, de nombreux états développés mettent ereplas plans d’investissements pour la recherche et
la préparation logistique permettant de concemiis de mettre en ceuvre, des solutions adaptées aux
spécificités du risque biologique.

En France, suite aux attentats a I'anthrax survemmsEtats-Unis en 2001, le ministre de la
santé fait ajouter au plan Vigipirate un volet dénoé Plan Biotox destiné a la vigilance et au
renseignement quant aux menaces biologiques sterigoire. Ce plan se charge également de
coordonner la mise en ceuvre de moyens de répoagegittment et de décontamination suite a des
évenements de dissémination (accidentelle et iotmmmtlle : attentats) d’agents biologiques
pathogenes. Parallelement, la Délégation GénérmlkAdnement donne son expertise technique et
scientifique aux instruments de prévention, dequtidn et de détection de la menace biologique. Ell
finance également de nombreuses recherches de paint le développement de nouveaux concepts
et outils adaptés a la spécificité de la protectiimlogique et a I'amélioration de son efficacité
globale. Enfin, en 2005, le Centre de Défense NiredéBiologique et Chimique (CDNBC) est créé
avec pour mission d’'organiser sur le terrain laone a une dissémination d’agents biologique
pathogéenes et également d’assurer la formationrmenties armées a I'adaptation et a la réactian a ¢
risque biologique.

Aux Etats-Unis, la réponse a une éventuelle attdijalogique (visant les militaires ou la
population civile) est coordonnée par deux agewgoesrernementales : le Centre de Réduction des
Menaces pour la Défense (DTRA- Defense Threat Remu@gency) et le Centre de commande
stratégique pour le combat des armes de destructiassive (US-STRATCOM for Combating
Weapons of Mass Destruction) [15]. L'effort de reathe et de développement ainsi que la gestion de
la fourniture logistique sont quant a eux organipés le « Joint Program Executive Office for
Chemical and Biological Defense » (JPEO-CBD) [16Ft organisme coordonne les actions de
plusieurs unités de recherche militaires thémasiqaén de développer les outils et stratégies
nécessaires a la protection des forces arméessepajmilations civiles sur le territoire américain.
L’évaluation (et le financement) de la fournituogistique et de I'effort de recherche pour la dééen
chimique et biologique est effectuée chaque anra&ele Programme de Défense Chimique et
Biologique (CBDP). En 2007, 609 millions de dolléssir les 1,500 millions dont est doté le CBDP)
étaient consacrés a la recherche et développerantgmise au point de solutions novatrices pour
protéger les individus, détecter les contaminatimiofogiques, décontaminer les structures et fourni
des contre-mesures médicales [17].

En dépit des différentes organisations, il est iptssle synthétiser les diverses approches
guant a la réaction opportune a une attaque bipegeén quatre missions.
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Détecter, identifier, quantifi
Pagent biologique pathogéne,
avec le délai le plus faible
possible et sous toutes les
Jormes possibles

COMPRENDRE PROTEGER

Rassembler et interpréter les P E RC E vo I R

Mettre en place des protections

o y
i e 5 Ze individuelles pour les opérants,
cap . S o collective pour les civils et
renseignements, Sservices

Journir contre mesures et

médicaux, afin d’avoir une traitements médicaux

vision d’ensemble et définir la
stratégie a adopter

RESTAURER

Assurer la décontamination des structures et matériels,
assurer le traitement de fond des personnes exposées afin
d’assurer un retour a la normale le plus rapide possible

Figure 1.1 : Percevoir et identifier la nature derhenace, comprendre son étendue et son importaratéger les
populations civiles et les troupes et enfin restaliintégralité des capacités opérationnelles @mogomiques mises a mal
lors de I'épisode, constituent les quatre pilieesld réponse a la menace biologique.

Parmi ces quatre axes de la réponse a une meitdogidue, il est important de noter que
I'étape de perception de la réalité d’'une attagaetdsiologique est un préalabdene qua nordu
déclenchement de la réponse a l'attaque bactéiipleg Connaissant la virulence et la facilité de
contagion des agents pathogenes de classe A, élielent que plus la perception de la dissémination
d’'un agent sera rapide, plus efficace sera la iggon

Le premier moyen de perception d'une attaque oun dsgue biologique passe par I'analyse
des cas de maladie a déclaration obligatoire. diselé diagnostic établi pour une maladie de ce,typ
les autorités sanitaires sont averties et uneviatgion spécifiqgue est mise en place. Compte tenu d
temps d’incubation de certaines maladies par ragplaur vitesse de dissémination et de contagjion,
serait peu judicieux de baser le déclenchemented’@ponse sanitaire sur la déclaration des premiers
cas pathologiques. En fait, dans le cas d’'une @téiplogique, le temps de réponse entre 'attaque
sa détection a une si grande influence sur le nerdbrpertes civiles et militaires et sur la pege d
capacité opérationnelle que les agences gouverraleem’'envisagent pas comme une option future
'absence de moyens de détection rapides et délebtns cette optique, un effort considérable est
effectué sur le développement, I'amélioration etnliise en service de solutions de détection
appropriées.

La plupart des études et expertises sur les majedgtection considére le cas initial d’agents
pathogenes disséminés dans l'air sous forme d'aérdgrace a de petits avions épandeurs ou méme
de sprays de poche). Les moyens de détection aemesit ceuvre doivent donc étre capables de
collecter de grandes quantités d’air et de les @atner en échantillons plus réduits. Puis, lesésyss
de détection doivent étre capables de détecterrdémepce de micro-organismes au sein des
échantillons. Enfin, ils doivent étre a méme d’iiféar avec exactitude les micro-organismes dont la
présence a été avérée, afin de renseigner le cotememt ou les autorités sur la nature de la réponse
a donner.

Les défis a relever sont vastes pour plusieuroomaisPremierement, les environnements
humains sont riches en micro-organismes endémidedsute sorte, souvent présents en bien plus

14



grande concentration dans I'air que les agentsogaties vecteurs de l'attaque biologique. De plus,
les caractéristiqgues de masse et de volume des-ariganismes constitutifs de ce « bruit de fond »
biologique sont souvent proches des agents pathegi#lés. Les systémes de détection doivent donc
répondre a un impératif crucial de sélectivité. Wites partant du caractére inconnu d’'une attaque
biologique, les systemes de détection doivent étrméme d’identifier plusieurs types d’agents
pathogénes en méme temps. Leur polyvalence dadermaine est une exigence tres forte pour des
systémes axés sur la veille permanente d'une dsigents pathogénes aux caractéristiques trés
variées. Enfin, et comme suggéré plus haut, le setlepréponse des systémes de détection constitue
un facteur clé, permettant de les ranger en deaxpgs fonctionnels [12].

Les systémes de détection qui, de par les techieslalg détection mises en jeu, offrent des
temps de détection et d’identification des agertthggeénes allant de quelques heures a quelques
jours, sont dits « detect-to-treat » (détecter piaiter). lIs se conjuguent aux moyens d’analyses
biologiques conventionnels permettant de savoic gvécision quel est I'agent pathogene responsable
d’'une dissémination avérée ou de confirmer un sompc

Les systemes de détection offrant des temps dectiéteet d’indentification d’'un agent
pathogene inférieur & I'heure sont dits « detegirgvent » (détecter pour protéger) et doivent
permettre la mise en place d'une alerte dans ledtviter ou de limiter la contamination humaine
lorsqu’'une dissémination d’agents pathogénes eétéav C'est dans ces derniers systemes de
détection que se concentre la majorité des efftertecherche actuellement déployées.

Le caractere imprévisible d’'une attaque biologigaatre les forces armées ou la population
civile conjugué avec sa relative facilité de prétan comparée aux dégats occasionnés, pousse les
pouvoirs publics et militaires & encourager le tiygement de systémes de détection peu chers,
fiables, pouvant étre facilement déployés et destimformations peuvent étre massivement mises en
réseau. Le but ultime est de disposer d’'un ensediblmoyens de détection dont la mise en commun
permet de percevoir en temps réel et dans sa gbhade dissémination d’agents pathogénes, son
étendue et sa gravité.

[.1.4. Dispositifs actuellement déployés

Les premiers systemes de détection biologique dppék par les militaires ont consisté a
mettre en commun des instruments de traitemerétettion biologique disponibles dans le commerce
dans le cadre de plateformes de détection. Cesf@iates sont mobiles lorsqu’elles sont assemblées
sur des véhicules (Véhicule BIDS, USA) ou statioresaet destinées a étre installées sur le champ de
bataille (Plate-forme EPABT, France). En procégantomptage ainsi qu’a des études de dimensions
des entités biologiques collectées par des méthddesnunologie et de bioluminescence, elles
procedent a lidentification précise de la natuee léttaque. Ces plateformes sont difficilement
réductibles en taille et nécessitent un ou plusiepérateurs humains.
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Figure 1.2 : Photographie de deux systémes de tiléede menaces biologiques sur théatre d’opératiopérationnels : a
gauche, Véhicule équipé du « Systéme de détedtilmyigue intégré » (BIDS), équipant I'armée deat&tUnis
d’Amérique ; a droite, Plate-forme « Ensemble psoire d’alerte biologique de théatre » équipantiige francaise.

Les armées américaines et canadiennes disposdaimégad de plusieurs outils de détection
d’'aérosols biologiques a distance. Le BAWS (BiataedjiAgent Warning Sensor, développé par le
Massachusetts Institue of Technology) procedellartiination par laser de I'aérosol environnant et
mesure les photons réfléchis par cet aérosol. Erpamant en permanence la mesure temps-réel a un
historiqgue des mesures précédentes, il peut pard&aravée d'un aérosol dans I'environnement ou i
est positionné en moins de 10 min. Il peut aussirahiner un changement d’environnement lié a un
aérosol biologique de celui lié & un nuage de peres$l8]. Combiné a un systéme d'identification
biologique composé d’'un collecteur et d’'une bandéehantillons étalons destinés a la comparaison
avec I'échantillon d’air extrait, il forme le systeé JBPDS (Joint Biological Point Detection System).
Capable d'identifier la nature d'une attaque paflidi AGB (Agent de Guerre Biologique) en 20
minutes, le systéme JBPDS est déployé depuis 200kein des bases aériennes, des ports et des
navires. Possédant une sensibilité améliorée pmorta la génération précédente, son codt a éunit
reste cependant tres élevé (350 K$) et son encomalnte certes relatif, lui interdit cependant une
application comme systéme de détection embarquéastassin ou a distance. Il reste néanmoins un
systeme dit « détecter-pour-protéger »

En ce qui concerne la dissémination d’AGB dansien public, le Laboratoire Lawrence
Livermore a développé un systeme autonome compatisant la collecte, le tri, et le comptage des
especes biologiques par cytométrie de flux. LeésgstAPDS (pour Autonomous Pathogen Detection
System) réalise ensuite une opération de lyse miéebiologiques puis d’amplification de matériel
génétique par un systéme de PCR automatisé (Reamtichaine par polymérase) et identifie enfin
'agent biologique pathogene par dosage immunoeatigoe sur support solide (technique ELISA).

Il permet d’identifier 100 especes de bactériedetvirus différents pour un temps de réponse
d’environ 90 min. Ce dernier paramétre positioneesgsteme dans la catégorie des systemes de
détection dit « détecter-pour-traiter », néanmdiirest opérationnel a I'heure actuelle dans plusieu
gares et aéroports (San Francisco, Albuquerquigret les métros de New York et Toronto.

Chacun des systemes déployés décrits ici a peenismbler avec satisfaction un réle vacant
bien précis dans chaque cas applicatif. Chacuntgqutrsouffre des défauts inhérents au type
d’exigence qu’il entend satisfaire pour une appiicadonnée. Par exemple, la plate forme APDS qui
a l'avantage d'identifier de nhombreuses espécdérdiftes souffre d’'un manque de portabilité et de
temps de réponse relativement longs. S'il noust €anfié la mission de définir le systeme de
détection idéal qui permettrait de répondre a ce#tiples demandes, nous pourrions rassembler
'ensemble des caractéristiques que ce systemaitipesséder :

v' Haute sensibilité de la détection
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v' Grande spécificité de la reconnaissance biolog{déelenchement de fausses alertes
non souhaitable)

v" Grande durée d'utilisation

v' Co(t relativement faible pour pouvoir en équiper pleis possible de lieux et

d’opérants tactiques

Encombrement réduit (pour les méme raisons que&gefoment)

Temps de réponse le plus court possible.

Possibilité d'utilisation multiple (régénérationrap utilisation)

AN

A ce stade, il convient de se rendre compte queipzet ensemble d’exigences, nombreuses
sont celles que I'on retrouve dans la recherche ééveloppement de systemes de détection d'agents
biologiques destinés a d’autres domaines (médiéalrité alimentaire, recherche médicale). En effet
depuis plus de 40 ans, le monde scientifique pohague année davantage, ses efforts pour fournir
des solutions performantes de détection d’entitéshbmiques destinées a une vaste gamme
d’applications. Le terme daiocapteur a été inventé afin de regrouper, sous un méme digtide,

I'’ensemble de ces recherches.

A I'heure actuelle, les biocapteurs sont en passdeadenir la ligne d’horizon de hombreuses
espérances en termes de solutions de détectiaesafion marché et fiables. Ainsi, dans la deuxieme
partie de ce chapitre, nous nous attacherons dlabodéfinir les principes de fonctionnement et
caractéristiques principales des biocapteurs ertamieen correspondance les principes physico-
chimiques disponibles avec une ou plusieurs agjitaen termes de détection d’AGB. Ensuite, nous
rapporterons les avantages et promesses remargudgsebiocapteurs basés sur des MicroSystemes
ElectroMécaniquesBioMEMS) et montrerons dans quelle mesure ces derniesselat entrevoir la
satisfaction des exigences citées plus haut podétiection d’AGB. Nous dresserons alors un état de
I'art non-exhaustif des BIOMEMS en incluant fortethe€eux destinés a la détection de la menace
biologique.

I1.2. Les BioMEMS : Solution idoine a la problématique de bio-
défense

[.2.1. Introduction aux biocapteurs.

1.2.1.1. Définition

En se basant sur la définition donnée par I'Uridernationale de Chimie Pure et Appliquée
(IUPAC, 1999) et sur celles rencontrées dans t@rditure [19] [20], on peut définir I'objet de netr
étude comme suit: un biocapteur est un dispositégré et autonome, capable de fournir une
information analytique quantitative ou semi-quatiite, sélective, en combinant un élément de
détection biologique et un transducteur physiconidpiie. Le transducteur assure la transformation de
la reconnaissance biologique en un signal physigaemmesurable (figure 1.3). A partir de cette
définition, on peut mettre en exergue les caratigties clés des biocapteurs que sont la sensibtlit
la sélectivité. La sensibilité est liée aux camstig§ues du transducteur capable de transformegus
événement de reconnaissance biologique en un sigiagique de plus ou moins grande intensité. La
sélectivité quant a elle, comme évoqué plus hatiljée a la capacité de la couche biologique btmnsi
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a reconnaitre uniquement I'élément ciblé (analge)sein d’'un environnement biologique dense et
varié.

I & N
4 ’ Couche

Analyte ] ] : Signal d
Iyt biologique | Transducteur dmpitfition ignal de

. ‘ ) sensible sortie
v >
—

'
Biocapteur

Figure 1.3 : Schéma de principe des différents étémconstitutifs d'un biocapteur.

Les promesses des biocapteurs en termes de tishsglectivité mais également de temps de
réponse (dont I'horizon est représenté par les raesen temps réel), de faible colt de fabrication e
les grandes potentialités de miniaturisation onh@msiasmé le monde scientifigue. Chaque année et
cela depuis les premieres apparitions du terme [84]publications et brevets traitant de biocagteu
sont plus nombreux.

Paradoxalement, le nombre de biocapteurs ayartobijét d’'une commercialisation moyenne
ou grande échelle reste encore aujourd’hui limiinsi, il a été montré que prés de 80% des
recherches et développements menés dans ce doma@beutissaient pas a des applications
commerciales. Les entreprises faisant une offrenceimiale viable de biocapteurs restent encore
majoritairement sur des marchés de niche [22],motant pour le domaine militaire des biocapteurs
appliqués a la défense biologique (citons I'exengide QTL biodetection [23]). Cependant, étant
donné que l'effort porté sur les biocapteurs astanstante augmentation, on peut prédire I'agparit
de quelques succes commerciaux grand public baséles biocapteurs [24].

Une des maniéres de classer les différents typésodapteurs consiste a les différencier en
fonction des diverses couches biologiques sens#bligansducteurs utilisés.
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Figure 1.4 : Classification schématique des biocapteen fonction des couches biologiques sensibldessmoyens de
transduction utilisés.

La couche biologigque sensible consiste en un aerargt spatial de biorécepteurs réalisant
I'accroche de I'élément biologique ciblé a la saefalu capteur. Afin d’assurer la meilleure spéitéic
du biocapteur, cette couche biologique permet tadtage préférentiel de I'élément ciblé au sein du
milieu réactionnel mais permet également de protégecapteur des accroches non spécifiques
d’autres éléments biologiques. Les biorécepteursvgrg étre de plusieurs types : biocatalytique
(enzymes), immunologique (anticorps) ou encore asé des chaines d'acide désoxyribonucléique.
Il convient de noter ici que des biocapteurs basésles biorécepteurs biomimétiques (i.e. polymeres

a empreinte moléculaire) [25] ou constitués de igarid’organismes cellulaires [26] ont été
développés. Cependant, ils ne seront pas abordésdananuscrit.

Le transducteur, quant a lui, réalise la transfeionadu signal biologique en un signal
physiqguement mesurable. Il est principalement deireaoptique, électrochimique ou mécanique.
D’autres principes de transduction tels que deshau&ts magnétiques ou calorimétriques sont
possibles mais relativement moins répandus.

En ce qui concerne les domaines de diffusion desapteurs commerciaux, c'est sans aucun
doute le milieu médical et clinique qui profite glus grand nombre d’applications. Le plus grand
succés commercial reste le capteur de glucose isapgur les individus souffrant du diabéte. Ce
biocapteur portable est pourtant basé sur une obmie développée il y a plus de 40 ans [27].
D’autres biocapteurs portables, aisément manipegaldnt connu un développement commercial a
grande échelle. Recensons I'-STAT Portable Clinfaalysef™ un biocapteur permettant de doser
dans le sang du patient plusieurs électrolyteslifsn potassium, calcium), gaz (oxygene dioxyde de
carbone) et autres molécules (urée, glucose, hénta)o28]. Cependant en majorité les biocapteurs
commerciaux sont de plus grosses tailles et despiri@cipalement aux laboratoires d’'analyses et de
recherche ou ils ont trouvé leur place comme ins¢nts de paillasse pour I'évaluation d’interactions
biologiques. Ainsi, le systtme BiacOfe(Biacore AB, Suéde) basé sur des principes denaése
plasmonique de surface [29] mais également le ses@CM-D (Microbalance a quartz avec suivi de
la dissipation, Q-sense, Suede) sont maintenantépandus [30].

19



Notons également que la recherche sur les bioaaptepermis I'émergence d’applications
dans le domaine de la sécurité alimentaire [3ghetronnementale [32].Par exemple, pour évaluer la
toxicité globale des eaux, I'évaluation de la dedeabiologique en oxygene (BOD) est un moyen
éprouvé et a fait I'objet d’applications commerem(RODTOXM) [33] [34]. D’autres biocapteurs
ont été développés pour évaluer les taux de cyarig®s] de PCB [36] ou encore de composés
phosphoro-organiques (trois polluants tres toxijjgess I'eau [37]. En ce qui concerne la sécurité
alimentaire, de nhombreuses équipes développenbideapteurs pour la détection des salmonelles
[38] [39]. Citons également I'exemple commercial MIDASPRO (Biosensori SpA, lItalie) pour la
détection de sources pathogéndssgherichia col{40].

Les champs d’application des biocapteurs sontvaétes et leur description complete n’entre
pas dans le cadre de cette étude. Dans les deakgime paragraphes, nous dresserons un rapide
tableau des biorécepteurs et techniques d'immakiis les plus utilisés dans le cadre d’application
biodéfense ainsi qu'une description globale descjpaux moyens de transduction. Cette description
nous permettra de mettre 'emphase sur les grandsiges de transduction mécanique et leurs
ambitieuses promesses pour la reconnaissance igioeodNous nous consacrerons alors aux
biocapteurs a transduction mécanique miniaturi$és bioMEMS et a leurs formidables promesses
pour la détection d’AGB.

1.2.1.2. Une grande variété de couches biologiques sensibles : les
biorécepteurs

La couche biologique sensible consiste en la cmtiion de deux éléments : biorécepteur
immobilisé a la surface du biocapteur via ueehnique d’'immobilisatiospécifique. La description
exhaustive et compléte de ces deux éléments coraptéires dans l'optimisation de la couche
biologiqgue n’entrera pas dans le cadre de cetteleétilDe telles revues et descriptions du
fonctionnement des biorécepteurs ont déja été rsextgeeuvent étre trouvées dans la littérature [41]

On distingue deux grands types de bioréceptelas biorécepteurs dffinité et ceux dits
catalytiquescorrespondant pour la plupart a des enzyrbes enzymes sont des protéines structurées
de facon a posséder un site actif leur conféracapeacité de catalyse d’'une réaction chimique paur
substrat donné. L'éventuelle dénaturation de qatbééine supprime son potentiel catalytique. Pour
leur capacité d'amplification de la détection, oatdes enzymes qui ont été employés historiquement
comme biorécepteurs des premiers biocapteurs @Z&ce a son réle catalytique, cette protéine peut
produire plusieurs milliers de molécules issueslal@éaction enzymatique a la seconde. Cette
génération exceptionnelle au voisinage de la sarfacbiocapteur confere aux enzymes d’excellents
avantages dans la course a la miniaturisation ajgewrs [42]. Ainsi, des temps de réponse treggour
peuvent étre fournis méme pour des capteurs aeliécimicronique [43]. La principale limite des
biorécepteurs enzymatiques est leur forte propansaioperdre leur capacité catalytique avec la
dénaturation de leur structure protéique. Cetteatlgation peut survenir lors de variations de
température ou de pH. C'est ce principal désavantg éloigne de nos jours les récepteurs
enzymatiques du cadre des biocapteurs appliquedétection d’AGB.

La seconde grande famille de biorécepteurs elgt des biorécepteurs dits d’affinité en raison
de la reconnaissance hautement spécifique de nhe¢ebinlogiques qu’ils permettent (constantes de
liaisons supérieures a 401™). Les plus répandues dans des applications deftimars sont les
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immunoglobulines (e.g. anticorps) et les molécdiaside désoxyribonucléique et ribonucléique (e.qg.
ADN et ARN).

Les molécules d’ADN et ARN sont d’énormes molécuwéhiculant I'information génétique
des étres vivants, elles sont uniques pour unvétamt donné. La molécule d’ADN est présente dans
les cellules et organismes vivants sous la formedelex chaines moléculaires liées a intervalles
réguliers par des ponts hydrogene sous une steutidimensionnelle double-hélicoidale. Ces deux
chaines peuvent également se trouver sous une f@paeée I'une de l'autre. La structure moléculaire
de ces chaines est constituée d'une suite de migeleo Un nucléotide est constitué d’'un acide
phosphorique suivi d'un sucre, le désoxyribose |eguel vient s’attacher une base azotée. Ces bases
azotées sont de quatre types (Adenine, Cytosinani@e et Thymine, dans la molécule d’ARN,
I'Uracile remplace la Thymine) ; elles sont resmbiss de I'attachement en hélice des deux chaines
d’ADN suivant un procédé associant toujours AdeririEhymine et Cytosine a Guanine. La réaction
permettant de rassembler deux brins d’ADN compléeisgs en une structure a double hélice est dite
réaction d’hybridation de 'ADN. La réaction d’hybation est d’'une trés grande affinité, et une
différence d’'un nucléotide seulement peut induiee tbrces de liaison bien distinctes méme lors de
I'association de chaines d’ADN constituées de deesade bases [44].

La technique de biodétection basée sur l'utilisatie molécules d’ADN ou d’ARN est la
suivante : une molécule d’ADN non hybridée et canastique d’'une entité biologique en particulier
est immobilisée a la surface du transducteur. lbaslitions d’occurrence de la réaction d’hybridation
étant alors recréées, le brin immobilisé se lier@caune molécule d’ADN présente dans le milieu
réactionnel si et seulement si cette derniere plesdéenchainement nucléotidique exactement
complémentaire. En d'autres termes, cette technigpsseéde l'avantage principal de permettre
l'identification presque infaillible, au nucléotiderés, de I'entité biologique ciblée dans le milieu
réactionnel [45]. De plus, grace au développemears tbchniques d’amplification du matériel
génétique (appelé PCR pour Polymerase Chain Reactiéthode basée sur la réplication de faibles
guantités de molécules d’ADN pour en produire ddBamtls de copies en quelques heures), de tres
faibles quantités de micro-organismes peuventd#tectées. Les travaux d’Hartley et Baeummer ont
par exemple montré la détection de ’ADN extraitspamplifié & partir d’'une seule spore Bacillus
anthracis[46].

Bien qu'affichant des performances de sensibilidpressionnantes, la détection par
hybridation de brins d’ADN en utilisant la PCR ngsiée un traitement de I'échantillon de plusieurs
heures. Le temps de détection associé a été caegandait a une heure en utilisant la méthodeadtite
PCR en temps réel, pour lagquelle le processus difarafion du matériel génétique est suivi au fur e
a mesure.

La réalisation d’une telle identification requiegpendant de nombreux préalables a méme de
limiter les conditions d'utilisation des moléculd®\DN comme biorécepteurs. Tout d’abord, I'ADN
doit étre extrait de I'organisme ciblé en soluti@r, celui-ci se trouve systématiquement a I'irgéri
d’une ou plusieurs membranes moléculaires définidsmveloppe du micro-organisme visé. Accéder
a la molécule d’ADN de I'entité biologique signifensi détruire par lyse son enveloppe externe. Il
faut ensuite procéder a la déshybridation de lecsire en double hélice afin de disposer de modécul
d’ADN monobrin capables alors de venir s’hybridee@le biorécepteur immobilisé. L’ensemble de
ces étapes nécessite plusieurs traitements coifs@&tutariés de I'échantillon a analyser. Mémdes
efforts considérables ont été faits pour miniaarrifensemble des procédés de traitement des
échantillons et d’amplification par PCR [47] [48s biocapteurs basés sur biorécepteurs ADN ne
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peuvent pas actuellement étre utilisés sur un chapgrationnel militaire. Selon les experts
scientifiques des laboratoires militaires amérisaitette catégorie de biocapteurs n’est pas préte a
fournir des solutions de protection individuellépertables efficaces. Par contre, leur intérételem
important a travers divers biocapteurs de labamjmérmettant I'identification infaillible de I'agéde
guerre biologique utilisé. Enfin, il est essentiel souligner que des biocapteurs utilisant dessbrin
d’ADN ont été prouvés efficaces pour la détectiolorghnismes biologiques inconnus ou
génétiqguement modifiés. Ceci a été réalisé par ibsget al en procédant a la reconnaissance d’un
agent biologique modifié grace a une partie de NADon modifié par rapport a l'original [49]. En ce
sens, les biocapteurs d’AGB utilisant la reconraise de brins d’ADN complémentaires, sont une
voie royale pour le développement et la commesatiin de biocapteurs dits « detect-to-treat » aux
performances d’identification exceptionnelles.

Les immunoglobulines sont des protéines assuraxtdution de la réponse immunitaire
spécifiqgue au sein des étres vivants. Ces prot&ioetscomposées de deux chaines lourdes (environ
440 acides aminés chacune) et de deux chainee$@20 acides aminées) articulées entre elles
grace a des liaisons disulfure. Chaque anticorpsmcifique pour un antigeéne donné. En effet,
chaque anticorps est le produit d’'une réponse intave déclenchée au moment de la reconnaissance
de l'antigéne par le systeme immunitaire de I'animade I'étre humain. Représentée le plus souvent
sous la forme d'un Y (cf. figure 1.5), la structute chaque molécule d'immunoglobuline comporte
deux parties. Le fragment cristallisable)(Est commun a tous les anticorps d’'une méme esgiéte
fragment dit « Antigen Binding » spécifique a I'mdéne cible pour chaque anticorps. Il existe
plusieurs sortes d'immunoglobulines. Les immunogltes G (IgG) sont les plus nombreuses au sein
du systeme immunitaire, ce sont les molécules quinissent le plus gros contingent lors de la
réponse immunitaire face a un pathogéne invasifir Rette raison mais également de par leur
méthode de production en laboratoire, les IgG &manticorps les plus utilisés par les biologigtes
physico-chimistes. Cependant, d’autres immunoglabal (notamment IgA et IgE) peuvent étre
employées comme biorécepteurs.

— O\
/\ b ) Déterminant
‘ Site d’accroche de antigéne antigénique
Pantigéne (épitope)
Fnl) <
(Fragment « antigen
binding »)
N~
—
F =
€ disulfure
(Fragment o G
cristallisable) Région charniére
N~

Figure 1.5 : Schéma de la structure d’un anticof@ig&ments sous copyright ©Pearson Education 2004)

Le fragment Ed’'un anticorps n’intervient pas dans la reconraaiss spécifique de I'antigéne,
il posséde cependant des propriétés biologiquesrtates. Il détermine la durée de demi-vie de
I'anticorps dans I'organisme (environ 21 jours pblgG) [50]. Il permet la formation de complexes
d’anticorps ayant des réles biologiques variés.éXample le pentamere IgM est formé des cing IgG
reliés par leur fragment constant, il posséde ds @& grandes capacités d’agglutination des amgén
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et exhibe une forte capacité bactéricide et Iytiduaestructure moléculaire du fragment constanhd’u
anticorps incorpore de nombreuses fonctions catbex{-COOH) et amines (-NMH qui seront
susceptibles d'étre utilisées aisément afin d’'imitisdy les anticorps a la surface de transducteurs.

Le fragment g, dit « Antigen Binding » est quant a lui le pringi@gent de la reconnaissance
spécifiqgue de I'antigéne. Chaque antigene possesgamblécules de surface caractéristiques appelées
déterminants antigéniques ou épitopes. Ce sontmekcules qui permettent la fixation des
immunoglobulines a la surface de I'antigéne. Lesiimoglobulines se fixent a I'épitope de I'antigéne
grace a leurs deux sites de reconnaissance forhasum par les extrémités des chaines d'acides
aminés du fragment variablg,FOn nomme ces sites paratopes, chaque anticorpessédant deux,
les anticorps sont dits bivalents.

La liaison épitope/paratope est au coeur de la sgpémmunitaire spécifique. Les forces
assurant la cohésion du complexe antigene-anticapst de quatre types: hydrogénes,
électrostatiques, de Van der Waals et hydrophdbes.derniéres sont souvent abondantes et peuvent
représenter jusqu’a la moitié de I'énergie totadidison. Chaque liaison antigéne/anticorps estdo
réversible. On peut associer a chaque couple antigene/apsi¢ou épitope/paratope) une énergie de
liaison bien spécifique. Ce que I'on nommenstante d’affinité du couple antigene/anticorps est
introduite alors pour caractériser la force deqciealiaison. Si I'on considere la réaction de
liaison/dissociation d’'un antigene et d'un anticorpn définit la constante d’affinité comme suit :

Kaﬂinité
Antigéne + Anticorps >  Complexe AntigénelAnticorps

_ [complexeAntigéne Anticorpd

Katine = | Antigénd* [ Anticorpg

Quelques méthodes biochimiques permettant de faaéaction de dissociation de I'antigéne
et de I'anticorps seront exposées a la section.3\32u chapitre IV, mais leur description compléte
n'entre pas dans le cadre de cette étude.

Les biorécepteurs d'affinité sont capables de détate trés faibles quantités d’analytes. De
part leur principe de reconnaissance baseé surresg@tande spécificité, ils maintiennent leur cépac
de détection méme en présence d’'un grand typeitd'etiologiques a des concentrations de plusieurs
ordres supérieures a celle de l'analyte a déteCelte capacité a fait des biorécepteurs d'affidéé
trés bons candidats pour ['utilisation au sein dacdpteurs notamment pour des applications de
diagnostic clinique [51] [52] [53].

La reconnaissance par un anticorps d'un antigefidasige ce dernier avec la surface du
biocapteur, les biorécepteurs d’affinité sont abien adaptés a I'utilisation au sein de biocaptiur
masse. En effet, une mesure des variations de radasgurface du capteur peut donner de précieuses
informations sur I'état d’avancement de la réactitassociation antigéne/anticorps. Ce principe a
permis a des biocapteurs comme la microbalancewdzg(QCM) [30], dont nous livrerons une étude
détaillée plus loin dans ce chapitre, de devenir autccés commercial et scientifique. Les
immunoglobulines employées au sein de microbalargeartz ont montré des capacités de diagnostic
importantes. Citons par exemple le travail de Petiewaet al sur la détection des virus de la grippe
A et B dans des échantillons cliniques & des cdrations de 1DUFC/mL [54].
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Les anticorps sont également largement utiliséswetniorécepteurs pour des applications de
type biodéfense [55]. Hormis leurs performancedeemes de spécificité de la reconnaissance, leur
stabilité et la simplicité de la mise en ceuvre swé$ attractives. Enfin, ne nécessitant pas de
prétraitements de I'échantillon ou d’amplificatidn matériel biologique, ils peuvent étre implémenté
pour des biocapteurs dits « detect-to-preventst-@'alire qu'ils permettent des temps de réponse de
biocapteurs suffisamment courts. De nombreuses$irmdustrielles et laboratoires en ont fait leur
choix principal, notamment la firme Research Indional (Monroe, WA, USA) qui commercialise le
systeme portable RAPTOR permettant la détectioacega une technologie basée sur des fibres
optiques, de la fraction 1 de I'antigéne associegsinia pestisa des concentrations de 50 ng/mL, y
compris dans le sang pur, et cela grace a l'usag#icbrps spécifiques [56]. Le principe de cet
appareil sera décrit plus précisément en sectioh.4.

1.2.1.3. Une grande variété de couches biologiques sensibles : les
techniques d'immobilisation :

La maniére et le procédé mis en place pour imnsmsilles biorécepteurs a la surface du
transducteur sont capitaux dans la déterminatinaldi de I'efficacité du biocapteur. En effet, la
technique retenue doit remplir deux fonctions etssies, permettre le greffage des biorécepteurs af
d’assurer la bioreconnaissance spécifigue maiseggalt, limiter le nombre d’interactions non-
spécifiques entre la surface et des entités biglag non ciblées par la reconnaissance. Les comsliti
requises pour une immobilisation optimale des loiepéeurs a la surface du transducteur sont les
suivantes :

v' Les biorécepteurs ne doivent pas perdre leur fometlité biologique une fois
attachés a la surface du biocapteur.

v" L'immobilisation doit exclure un décrochage desn@éts biologiques lors de la
reconnaissance ou lors de changement de milietog(fonique, température).

v' La couche biologique sensible ainsi formée doie é&fiable dans le temps et doit
permettre aux anticorps d’exercer leur haut nive@apécificité.

La non-réalisation d’'une de ces conditions entraine dégradation des capacités optimales
du biocapteur. Deux exemples peuvent étre citésniérement, I'orientation des biorécepteurs fixés
est essentielle. En effet, un anticorps fixé aulfase par son fragment « antigen —binding » ptésan
son fragment constant au milieu réactionnel celiquiera grandement la possibilité d’'une accroche
spécifique [57]. Deuxiémement, une densité nonnea#é peut géner la détection. Si une trop grande
densité de biorécepteurs est immobilisée a laseida capteur, I'accés aux sites de reconnaissince
ces biorécepteurs peut se retrouver dans certasnsxtrémement détérioré [58].

Un second critere principal de 'optimisation d’uoeuche biologique sensible concerne la
limitation des interactions non-spécifiques. Cetlepeuvent intervenir directement entre la surfdce
transducteur et un élément du milieu biologique déa forces de faible énergie (méme phénomene
gue celui de l'adsorption directe sur substrathodée décrite plus loin). Mais elles peuvent égalgme
survenir lorsque la spécificité des biorécepteatpese en défaut et qu'ils interagissent aveautne
analyte que celui devant étre reconnu spécifiquéni@as deux causes d'interactions non-spécifiques
doivent étre prises en compte lors du choix deolecke biologique optimale pour une application au
sein d'un biocapteur
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Nous effectuons ici, un rapide tour d’horizon desrdages et des inconvénients des
différentes méthodes d’immobilisation de biorécape la surface d’'un transducteur.

A- Adsorption directe sur un substrat solide

L’ensemble des forces permettant I'adsorption déntbiologiques sur une surface peut étre
employé pour déposer de maniére simple et peu weitene couche de biorécepteurs. L'adsorption
de biorécepteurs sur une surface est le fait dwofia de faibles énergies. Ces liaisons peuveat étr
physiques lorsqu’elles sont de Van der Walls outygee hydrophobe-hydrophobe. Elles peuvent
également étre chimiques lorsqu’elles intervienmigntia création de ponts chimiques (lié au partage
ou au transfert d’électrons entre les atomes darface et ceux des biorécepteurs). Dans les dejx ¢
la réversibilité de I'accroche obtenue par cettéhmede doit &tre prise en compte. L'adsorption daec
de biorécepteurs a été démontrée dans de nombrewséisions et pour différents types de surface
[59], pour des polymeres et des métaux nobles (Ja] étant par exemple particulierement employé
dans les biocapteurs). Le principal désavantageette méthode réside dans le manque crucial de
contréle quant a I'uniformité, la densité et la liféade la couche biologique déposée. De nombreuses
études ont montré des distributions tres irrégedieste biorécepteurs dont I'orientation est aléatoir
Les biorécepteurs ainsi immobilisés peuvent foraes agrégats ou s’empiler suivant des couches
multiples [61]. L’ensemble de ces phénoménes tentdtériorer la capacité de bioreconnaissance
spécifique de la couche biologique ainsi dépostcurrence d’interactions non-spécifiques dont les
phénomenes physico-chimiques ont été décrits @lusést également favorisée par la non-uniformité
liée a cette méthode d’'immobilisation.

Cependant, et de par son faible co(t et sa relédisilité de mise en place, cette méthode reste
tres fréquemment utilisée dans de nombreux testiodiques (par exemple dans la méthode de
référence ELISA [62]). Notons également que plusienéthodes destinées a améliorer I'uniformité
de la couche déposée par adsorption directe skétude, les travaux d’Aline Cerf sur 'assemblage
capillaire au sein du groupe Nanobiosystemes du $AAt mis en évidence une méthode alternative
de dépdt par adsorption permettant de créer desenanhes uniques de biorécepteurs sur une surface
[63].

Afin de palier les limites de I'adsorption directe biorécepteurs sur une surface, des

procédures d’immobilisation par liaisons covalertesété développées et que nous détaillons ci-
apres

B- Accrochage covalent des biorécepteurs

L'accroche de biorécepteurs a la surface d'un thacteur par la formation de liaisons
covalentes a été investiguée dans de nombreux demeat pour de nombreuses surfaces. Plusieurs
avantages ont motivé cette recherche. Tout d’abbedété montré que cette méthode ne dénaturait
pas les propriétés de reconnaissance spécifiquebidescepteurs [64]. Ensuite, la réalisation de
'accroche covalente ne peut en général pas se flinectement sur le substrat et nécessite la
fonctionnalisation des surfaces avec des moléccidmiques. Les procédés accompagnant cette
fonctionnalisation permettent un plus grand coetrdé¢ I'uniformité des biorécepteurs immobilisés.
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Enfin, la force des liaisons covalentes confére néiséstance a I'accroche des biorécepteurs pour des
conditions physico-chimiques trés variables (ergsues variations de pH ou de température) [65].

Cette méthode retiendra notre attention en ceckligu’est adaptée au greffage des
biorécepteurs d’affinité que sont les anticorps.s Gkerniers possédent de nombreux groupes
fonctionnels de type amine et carboxyle qui ne past essentiels au processus de bioreconnaissance
spécifique et qui peuvent donc étre sollicités apirament pour réaliser I'accroche de I'anticorpa a
surface. La variété de groupes fonctionnels piirent utilisables conjuguée a la grande ditersi
de surfaces fonctionnalisables a favorisé le d@psment de trés nombreuses méthodes chimiques
pour le greffage covalent de biorécepteurs. L’efderde ces procédés forme une « bibliothéque » de
ressources biochimiques dans laquelle il convienthbisir le procédé le plus adapté a I'application
visée. La description de I'ensemble de ces procédémisant pas partie intégrante de cette étude,
nous procéderons a une description des procédépluss répandus permettant de greffer des
biorécepteurs, sur 'or et le verre, substratplas communs dans le cas de biocapteurs.

Accroche covalente sur I'or

L’accroche covalente de biorécepteurs sur des cmsfal’or est trés utlisée pour les
biocapteurs car la couche biologique sensible géngar la méthode d’immobilisation correspondante
posséde des caractéristigues cruciales pour uneebogconnaissance biologique. La principale
méthode de fonctionnalisation passe par l'usagenddécules « thiols ». Ces molécules sont
composées d'une base thiol, d'un bras espaceuinltarbonée du groupe alkyl, -@Het d’'un
groupement fonctionnel pouvant varier. Le principaérét de ces molécules est de former, suivant
une chimie rapide en présence de solvants polaires,monocouche auto-assemblée (SAM, Self-
Assembled Monolayer). Cette monocouche permetaddivation de ses groupements fonctionnels de
greffer de maniéere covalente des biorécepteurs @averes bon contrdle de I'uniformité de la couche
sensible résultante [66]. L'adsorption des molésutahiols » sur la surface d’or est régie par la
formation de ponts or-thiol selon la réaction clgjug suivante :

R-SH+Au— R-S-Au+H +¢€

L'uniformité de la couche auto-assemblée limite stdé@rablement les interactions non-
spécifiques pouvant survenir entre la surface etalealytes présents en solution. Cependant, les
chaines carbonées composant les molécules thintshgdrophobes et sont a méme d'étre engagées
dans des interactions non-spécifiques. Une métpedaettant de réduire I'occurrence d’interactions
non spécifiques repose sur le choix du groupemantinal des molécules formant la monocouche
auto-assemblée. Les groupements de type carboggliquCOOH) ou amines (-NH2) sont
communément utilisés pour le greffage des bioréwept ils induisent néanmoins des taux
d’interactions spécifiques relativement élevés. Uétude sur l'adsorption non spécifique
d'immunoglobulines humaines a montré que I'utiisatde groupements hydroxyles (-OH) aboutit a
des niveaux d’interaction non spécifiques bien maa [67]. Des résultats encore plus probants ont
été obtenus en intégrant des chaines polyethylgueldPEG) a la structure du bras espaceur en plus
des fonctions alkyles. Comme nous l'avons vu, hésractions non-spécifiques sont pour une grande
partie le fait de forces hydrophobe-hydrophobeadeactére tres hydrophile des chaines PEG a permis
d’atteindre des niveaux d’interactions non spéa#gg) divisés d’'un facteur dix. Néanmoins, il peesist
toujours un certain taux d’interactions non-spéciés [68].
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La modularité de la structure biologique et I'unifété de la couche déposée, conjuguées a la
facilité de mise en ceuvre, font de 'immobilisatimovalente de biorécepteurs sur une surface déor vi
I'emploi d’'une monocouche auto-assemblée une méthed intéressante.

Accroche covalente sur le verre

Nous exposons ici la méthode la plus répandue pammobilisation covalente de
biorécepteurs sur une surface de type verre oumiéédsi(dioxyde de silicium). L'usage de
monocouches auto-assemblées a été démontré égalpmence type de matériaux. Le traitement
sous phase vapeur d’'une surface de verre par désutes silanes entraine sous certaines conditions
[69] la formation d’une monocouche permettant eeslé greffage des biorécepteurs. Les silanes
communément employés sont de deux types : chlaresl| ou alkoxysilanes ; la encore ces deux
molécules sont composées d’'un bras espaceur foemadicaux libres de type alkyls (-CH3) et d’'un
groupement fonctionnel en plus de leur base sildres différentes molécules utilisées sont
disponibles avec différents groupements fonctianntincipalement, des groupements amines sont
utilisés pour I'accroche covalente des biorécepgtésitanes 3-aminopropyltriethoxysilane, ou APTES)
et des groupements hydroxyles sont employés poprdaention des interactions non-spécifiques
(silanes n-octadecyltrichlorosilane, ou OTS). Lagion de ces molécules s'effectue via les
fonctions hydroxyles de la surface. Les conditidesdépét de la monocouche auto-assemblée sont
plus exigeantes et moins contrélables que dansasede I'or fonctionnalisé par des molécules
« thiols ». Cependant pour toute une partie desapiurs a transduction optique, la transparense de
matériaux utilisés (par exemple la section d’'ueefioptique [70]) est obligatoire, I'utilisational’
étant ainsi disqualifiée.

F
F
| |
R FT
|
RO —Si —OR Cl—Si —Cl
| |
OR Cl
Alkoxysilanes Chlorosilanes

Figure 1.6 : Structure chimique de deux types lB@ss communément utilisés pour I'immobilisationaente de
biorécepteurs sur des substrats de verre. R et Rtssrradicaux libres et F représente le groupefoantionnel.

Un des principaux défauts de la méthode d'immadtilis via une monocouche a base de
silanes consiste en la faible longueur de leur bsasiceur. En effet, I'interaction chimique struatd
la monocouche impligue une proximité atomique @elcaux libres trop grande pour permettre une
juxtaposition et un ordonnancement parfait de lobgss espaceurs paralléles. L'uniformité de la
monocouche auto-assemblée est parfaite lorsqumdéscules de silane arborent un bras espaceur
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d’'une longueur de 3 carbones. Cette longueur étaptfaible pour avoir un effet significatif sur la
réduction des interactions non-spécifiqgues, de®oubés a base silanes avec des bras espaceurs longs
ont été utilisées (par exemple le bras espacesilahe OTS a une longueur de 17 carbones) avec des
résultats positifs. Néanmoins, comme expliqué mféeénent, avec une telle taille de radicaux libres,

il Nest pas possible d’obtenir une monocouche-asgemblée parfaitement arrangée. Il y a donc pour
chaque application un compromis a trouver entreniftumité de la monocouche (donc sa
solidarisation avec la surface) et le taux d’intéoas non spécifiques [71].

Accroche covalente sur polyméres

Les techniques d’accroche covalente sur polyméyes Ifobjet d’'un intérét tout particulier
dans le monde des biocapteurs. Les polyméres tmrdtides matériaux résistants et faible colt. De
plus, qu'ils soient synthétiques ou naturels ilsyamt étre modifiés facilement afin de diversifeurs
propriétés ou de coller au mieux aux exigences'aggplication visée. Leur bonne intégration aux
structures silicium ouvre la porte a une nouveltnigre de concevoir les instruments de traitement
biologique miniaturisés allant au dela de la simg#éection. Ces dispositifs novateurs sont regreoupé
sous I'appellation de microSystémes d’Analyse BO(gITAS) [72] [73].

Parmi les polymeres naturels les plus utiliséssdas applications de biocapteurs, citons
'aggarose, la cellulose et les sucres dextranxttéeité de leur structure est souvent composée de
sucres autorisant l'accroche sur la surface maspissedent également certains groupements
fonctionnels permettant I'accroche covalente deduigpteurs. Ces polyméres sont caractérisés par
leur grande hydrophilicité. Ce caractére est dé prédominance des groupes hydroxyles (-OH) au
sein de leur structure chimique. Ceci leur confareapacité de ne générer que trés peu d’interactio
non-spécifiqgues et ceci méme pour des milieux biglees denses et complexes tels que les sérums
[74].

Parmi les polyméres de syntheses les plus utilisésnvient de citer les polymeéres basés sur
des chaines de lysines. Les poly-L-lysines ontpéréiculierement étudiés pour leur grande capacité
d’adsorption [75], cependant cette propriété apaitr corollaire un haut niveau d’interaction non-
spécifique. Des études faisant état d’'une incotfmral’'une chaine poly(éthylene glycol) (PEG) au
sein de la structure poly-L-lysine ont permis denbmer I'excellent pouvoir d'adsorption et un effet
de limitation des interactions non spécifiques @i sl'une nouvelle molécule prometteuse (PLL-g-
PEG) en terme de passivation de surface [76] mgédement en terme de greffage covalent de
biorécepteurs [77].

En conclusion, il nous faut mettre en exerguerémde variété de solutions disponibles pour
assurer le greffage covalent de biorécepteursarface d’'un transducteur. En fonction du prinape
transduction retenu, de la surface du transduetede I'application visée, il convient de sélectien
avec précision la méthode la plus adaptée. Glolmiemméme si de grandes disparités de
performances existent entre les différentes méwhodkccroche covalente de biorécepteurs permet
d’obtenir une couche biologique sensible pertingrer une bonne reconnaissance biologique. Les
recherches et les développements futurs se fetontrs plus grand contrdle de l'orientation des
biorécepteurs (paramétre d’'une grande influencelainioreconnaissance) et sur la limitation des
interactions non spécifiques. En effet, I'importarte ces interactions est liée directement a laelim
de détection (LOD, définition dans le paragrapheasu) du capteur par rapport a un analyte ciblé
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[78]. Cette considération est au coeur des travaurutknallet al qui proposent un nouveau type de
fonctionnalisation de surface verre et assimildsegtibasée sur une sur-fonctionnalisation de auch
auto-assemblée d’alkanethiols par des peignes yHmlolatéralement des longue chaines
hydrophobes. Cette toute derniere chimie de passivalénommeée Poly(OEGMA), présente des taux
records de résistance a l'adsorption non-spécifigae protéines pour des milieux biologiques
complexes tels que le sang [79].

1.2.1.4. Méthodes de transduction

L’élément transducteur d’'un biocapteur est indisadle a la conversion d'un événement de
reconnaissance biologique (par la couche sensibie)un signal physiguement mesurable et
interprétable via une amplification et/ou une ifgee dédiée. Les performances d'un transducteur son
définies a travers deux notions fondamentales spgcificité et sa sensibilité. On introduit la
spécificité d’un transducteur comme la relativelitécde génération/différenciation entre un sigil
a un événement de reconnaissance biologique etigmaldié a tout autre événement extérieur
(changement de conditions de pression ou de tetapéraccrochage d’'un élément non biologique ou
accroche d'un élément biologique autre que cels@)viD’autre part, on introduit la sensibilité du
transducteur comme lintensité du signal délivreurpan événement unique de reconnaissance
biologique. Cette grandeur prendra diverses dimessiphysiques en fonction du principe de
transduction. Si la sensibilité d'un transductest ene donnée fondamentale de celui-ci, elle est
toujours associée a la quantité biologique appéldge de détection (LOD pour « Limit Of
Detection »). Cette limite correspond a la plustpejuantité d’analyte cible que le biocapteur sera
méme de détecter. La LOD prend donc en comptdaslda sensibilité du transducteur et le niveau de
bruit du signal utile dans lequel interviendra eetétection. Si le signal utile du transducteurspde
un niveau de bruit équivalent en intensité a laatian de signal que provoquerait le greffage d'une
certaine quantité d’analyte, alors le biocapteurpparra que détecter au mieux le greffage d'une
guantité d’analyte supérieure, définissant ainsi limite d’utilisation intrinseque au biocapteur.

Parmi les méthodes de transduction, notamment dansatégorie des principes de
transduction optique, certaines nécessitent le uage des analytes ciblés avec des especes chimiques
ou biochimiques aux propriétés permettant la tracson. La principale représentante de ces
méthodes est la détection par marquage des analydesdes fluorophores. L'intérét principal des
méthodes de détection avec marquage est leur @diténd offrir des limites de détection proches de
la molécule ou du virus unique [80]. Les désavaegagincipaux sont I'altération des caractéristique
de reconnaissance speécifique des biorécepteujsutl’a’'un marqueur ayant effectivement une
influence sur les forces de liaison mises en jewsda liaison antigene/anticorps [81], ainsi que la
nécessaire préparation de I'échantillon a travenala détection afin de réaliser ledit marquage.

Dans le cadre de cette thése nous nous intéresséaasemble des solutions réalisant la
reconnaissance d’AGB selon le principe « détectemr-protéger » (ou pour alerter). Les dernieres
considérations devraient donc logiqguement nous gEvu& nous restreindre au cas des biocapteurs
sans-marquage. Cependant, depuis des temps rdesnpsogres réalisés dans la miniaturisation des
procédés de transduction optique par fluoresceinse gue les méthodes d’amplification localisée de
l'intensité du signal issu de fluorophore ont remdduque cette restriction, tout particulieremeand
le domaine des biocapteurs appliqués a la défeinsmglyue [55]. Ainsi, de nombreux exemples de
biocapteurs fonctionnant sur un principe de traosdo optique nécessitant le marquage des analytes
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par des fluorophores ont montré des performancderaeres de maniabilité, miniaturisation et temps

de détection considérables. Ces récents développemenjugués a une forte sensibilité ont introduit

avec force ces biocapteurs avec marquage dantgocie des biocapteurs pour la défense biologique
dits « détecter-pour-protéger ». Nous décrirongdes principes de transduction de ces biocapteurs

laulne de leurs performances en se référant atdesux précis, au méme titre que ceux des
biocapteurs sans marquage.

A- Transduction optique

Historiqguement, un des premiers principes de trnactsth optique développé pour des
applications biologiques fut la transduction paofescence [82]. Dans cette méthode, les analgtes s
greffant a la surface du biocapteur sont marquésiea fluorophores émettant de la lumiere a une
longueur d'onde caractéristiqgue. Traditionnellemeam utilisateur réalisant I'observation de ces
signaux lumineux était a méme de détecter ou nalétection spécifique du biocapteur. Ce principe,
souffrant d’'un encombrement considérable, a néamsngté adapté afin de réaliser de nombreux tests
en paralléle. Une illustration de cette amélioratiéside dans les formidables progrés en termes de
multiplexage des biodétections offert par les pdc@®N [83].

Les conditions nécessaires a la réalisation pratiigutels tests sont de plusieurs natures. Tout
d’abord, il faut pouvoir assurer la distributionsdéchantillons et des produits de marquage ou de
rincage selon un ordre déterminé. Dans cette aptige nombreux biocapteurs par fluorescence
s'appuient sur des structures microfluidiques séali le transport efficace des échantillons
nécessaires. Les travaux de Taital[84] présentent une structure miniaturisée compa&én circuit
d’adressage microfluidique en PDMS (Polydimethgbsiine), d’'un guide d’onde plan fonctionnalisé
par des anticorps spécifiques et d'une caméra Q&ibmettant la réalisation pour un volume
d’encombrement trés réduit des tests de reconmaisshiologique multiples. Afin de limiter au
minimum les étapes de rincage nécessaires a I'aétianudes fluorophores non greffés a la surface du
biocapteur, cette étude présente un usage pagticdifibres optiques, déja largement employées pou
des applications de diagnostic ou de séquencageAldid en microbiologie clinique [85]. L'analyte
se fixe via des anticorps immobilisés sur la trandk fibres optiques congcues de maniére a émettre
une onde évanescente. D’autres anticorps marquédegafluorophores viennent ensuite réaliser le
« sandwich » immunologique. L'usage de l'onde ésampte permet d’exciter uniquement la
fluorescence des fluorophores présents a la sudacé fibre optique donc greffés de maniére
spécifique aux biorécepteurs. La détection de ttoidnes en parallele est reportée pour des
concentrations minimales de I'ordre dg/mL et des temps de réponse de l'ordre de la dizdin
minutes [84]. Cette technique basée sur I'excitataralisée de fluorophores via I'onde évanescente
émanant d’'un guide d’'onde planaire se généralisatamant sous le terme fluorimétrie par réfection
interne totale (TIRF). Cette technique fait I'objpuis quelques années de nombreux efforts de
recherche [86] [87] [88] et a donné lieu a la conuiadisation d’'un systeme de détection d’AGB
dénommé RAPTOR (Research International, Woodinvil¢A, USA). Ce systéme, combinant
fluorescence et multiplexage des capteurs a fippégues permet de détecter de nombreux AGB (tels
I'entérotoxine B du staphylocoque mais bien d'aaitedsBacillus anthraciset Francisella tularensis
[89]. D'autres techniques de biodétection a transdn optigue avec marquage utilisant des points
guantiques (Quantum dot) a la place de fluorophsoes reportées [90].
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Figure 1.7 : Schéma de principe du biocapteur d@pe par Taitet al, un guide d’onde générant une onde évanescente
permettant de concentrer I'excitation de la fluoez&e dans son voisinage. Le signal de fluoresaestda grace a une
caméra CCD.

Grace a des améliorations constantes, d’excelleagdications commerciales ont été
développées pour la détection d’AGB par des teclesigqle marquage, avec de bonnes performances.
Pour autant, certains obstacles inhérents a lantbofiie de détection avec marquage ne peuvent étre
dépassés. Ainsi, le traitement des échantillonglparréactifs particuliers permettant le marquasge d
antigenes implique le plus souvent une maintenassentielle et répétée. De par ce colt élevé en
maintenance et le (toujours fréquent) recours apgrateur pour l'interprétation des résultats, ces
biocapteurs ne constituent pas de bons candidatsunodéploiement massif destiné a la surveillance
automatisée et redondante de lieux publics etalgpés.

D’autres techniques de transduction optique ne ssifemt pas un marquage des antigenes.
Ces techniques utilisent principalement la modifza de conditions physiques a la surface du
transducteur (variation d’épaisseur, d’indice apg pour fournir des informations qualitatives et
guantitatives sur la réaction de reconnaissancidigue. Certaines de ces techniques ont été
déployées pour la caractérisation physique de matéret ont été modifiées ensuite pour rendre
compte de changements physiques induits par deffications biologiques. A titre d’exemple, on
peut signaler les travaux de Striebel qui, en 12#%ecte une reconnaissance biologique de type
antigene/anticorps en mesurant par ellipsométrigifférence d’épaisseur entre I'adsorption simple
des antigenes sur la surface et la formation dpleswantigéne/anticorps [91].

Parmi I'ensemble de ces techniques, I'une d’eritecreérite d’étre mise en avant, eu égard
aux nombreuses publications scientifiques et agiptins commerciales dont elle est le point de
départ ; il s’agit de la résonance plasmoniqueutiase (SPR). Découverte au cours des années 1970,
cette technique s’est révélée trés attractive cométode de transduction pour le suivi d'interaeio
biologiques grace aux travaux de Liedberg sur taafi®n de biomolécules en 1982 [92]. Suite & quoi,
les avancées technologiques en optique et en éometiisation de surfaces ont permis a la SPR de
s’imposer (notamment en couplage avec les bioréueptd’affinité) comme une technique tres
puissante permettant le suivi quantitatif, de hauéision et en temps réel de plusieurs interastio
biologiques en paralléle.
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La description des phénoménes physiques a I'ceuvseia de la transduction par SPR n’entre
pas dans le cadre de cette étude, cependant esrtetundes complétes existent [93] [94] et il nais e
possible d’en tracer une rapide description. Dagttectechnique, une onde incidente frappe une
interface diélectrique-métal conducteur (le plusuvemt verre-or) avec un angle d'incidence
satisfaisant les conditions de réflexion totaleriiés par les lois de Descartes. Sous ces conglijtion
une onde évanescente est générée dans le métakteumdavec une longueur d'onde égale a celle de
la lumiere incidente. La pénétration de I'onde @smente dans le matériau conducteur provoque la
création d’'une onde électromagnétique basée sgénaration de plasmons et se propageant sur la
face opposée du matériau. Cette onde plasmonigpeopage selon un vecteur d’onde dépendant de
l'indice de réfraction du milieu. Sous la conditidiegalité des vecteurs d’onde entre cette onde dit
plasmonique et I'onde incidente, un phénomene ‘dibsbrption résonante de I'énergie de I'onde
incidente par I'onde plasmonique se produit indutisme onde réfléchie tres fortement atténuée. Le
vecteur d’onde de I'onde plasmonique dépend prateipent de I'épaisseur du matériau conducteur et
de l'indice de réfraction a I'interface or/canak kecteur d’onde de I'onde incidente dépend quant a
lui de l'angle d’incidence et de la longueur d’on@®tte derniere donnée restant invariante, 'onde
réfléchie tres atténuée par le phénomene d’absarpéisonante d’énergie se produit pour un certain
angle de réflexion.

Systéme de détection
Source

T Q. optique
lummeuy ) N
Lumiére Lumiére A

incidente Aréﬂéchie
prisme / 4 Onde sombre

Figure 1.8 : Principe de la résonance plasmonigaesdrface

La transduction d’interactions biologiques par degpe s’effectue via une variation d’indice
optique localisée a la surface du transducteur. Bugmentation de concentration a la surface,
résultant par exemple de I'accroche d’antigenedesurs immunoglobulines spécifiques se traduit par
une assez forte modification de l'indice optiquédirterface transducteur/milieu biologique. Cette
modification d’indice optique s’équilibre par uneodification de l'angle de l'onde incidente
permettant la réalisation de la résonance plasmenite surface. Cela se traduit donc par une
variation de I'angle de I'onde sombre réfléchierespondant au phénomene d’absorption résonante
d’énergie. Les progrés considérables en matiémmidaturisation et d'intégration d’instruments de
détection optique permettent de suivre les vanatide I'angle de I'onde sombre réfléchie a une
précision de l'ordre du millieme de degré. L'obtentde la résonance plasmonique de surface a
linterface du transducteur nécessitant des vanatitres précises des propriétés optiques, cette
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méthode de transduction se révele capable de teatiavancement de réaction biologique avec une
grande sensibilité.

Ce fort potentiel a été exploité avec succeés paokiété suédoise Biacore qui fournit des
solutions de suivi de plusieurs réactions biologgjan temps réel, sans marquage et en paralldle [95
Les performances des appareils commercialisés gpaotiété Biacore en font des techniques de
bioreconnaissance fortement sensibles : une \amiatiun millidegré de l'angle de I'onde sombre
traduit un changement de concentration surfaciqué’aldre de 1 pg/mfn Ces performances ont
permis aux appareils de cette société de devesinpeareils de référence utilisés par de nhombreuses
équipes pour valider des protocoles de bio-fonaiddisation/détection [96]. Parallelement aux
développements de ces instruments de laboratdusieprs travaux ont mis & jour I'utilisation des
techniques SPR pour la mise au point de soluticorsalples miniaturisées d'agents pathogenes
simulant la menace. La commercialisation réussieapteurSpreeta2000 (Texas Instruments Inc.,
Dallas, TX) découle de ce travail de recherche.c@gteur est basé sur des cellules SPR jetables
réalisant la détection une fois insérées au sein dock de lecture des résultats [97]. La détealion
I'entérotoxine B deStaphylococcus aureusst rapportée pour des concentrations de l'ordre d
femtomolaire [98].

Malgré I'ensemble des performances décrites, ilvieat de noter certaines limitations a
I'utilisation et au développement de capteurs basgsla résonance plasmonique de surface. Tout
d’'abord, les biocapteurs utilisant la SPR ne peuwtre réduits en dessous d'une certaine taille
critiqgue déterminée par la taille minimale de l'emble des composants optiques nécessaires. Ce
dimensionnement limite actuellement le développeénamn solutions commerciales de détection
d’AGB par SPR complétement intégrées, portablesugimatisées. Le deuxieme facteur limitant est
lié au colt de I'ensemble des composants optiqeredant le prix de tels capteurs incompatible avec
une distribution massive. Enfin, le phénomeéne d& $Bcessite I'usage d’'un matériau noble (en
général I'or) ce qui limite de fait le choix de étle d'immobilisation des biorécepteurs.

B- Transduction électrochimique.

Historiqguement, et de par la facilité de leur meseceuvre, les transducteurs électrochimiques
furent ceux qui équiperent les premiers biocaptedrsur principe repose sur la mesure
électrochimique d’'un signal direct ou indirect is#i la reconnaissance biologique. Ce signal est en
général lié a I'action de biorécepteurs catalytijde type enzymatiques. Il y a trois méthodes de
transduction électrochimique : la méthode ampéromét, la méthode potentiométrique et la
méthode conductimétriqgue. De par leur simplicit@égale de mise en ceuvre, ces trois méthodes de
transduction sont au centre d’une activité de netteeflorissante se traduisant par une multitude de
solutions différentes. La description de I'ensemihés techniques développées n’entre pas dans le
cadre de cette étude. Ainsi, aprés avoir décritrilecipe de chacune des méthodes, nous aborderons
brievement un exemple lié & la détection d’AGB mmsune application commerciale. Soulignons
néanmoins que I'ensemble de ces méthodes se camaqtéar un faible colt de mise en ceuvre, une
adaptation a la fabrication de masse, une granaglsé@é et un faible besoin en énergie électrique
pour fonctionner. Toutes ces raisons font des piecais a transduction électrochimique d’excellents
candidats pour des systemes de détection d’AGBehmaarit intégrés et facilement transportables.

La transduction ampérométrique se base le plusesdwsur la mesure d’'un courant entre une
électrode de mesure et une électrode de référambaf via une réaction d’oxydoréduction. Cette

33



réaction est directement ou indirectement la camséce de la bioreconnaissance. Dans cette optique,
I'utilisation d’anticorps couplés avec des enzyrassfréquente [99], I'anticorps effectuant la figat
spécifiqgue de I'antigene, I'enzyme opérant la gatién d’électrons a la source du courant induit.

Electrode de référence Analyte
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Figure 1.9: Schéma descriptif du principe d’'unensduction ampérométrique. Ici, la mesure s’effeetuenesurant le
courant électrique entre les deux électrodes.

De nombreux appareils commerciaux permettant deumaesles courants allant jusqu’a la
centaine de nanoAmperes, les méthodes ampéronetrigucaractérisent par une grande sensibilité et
une capacité limite de détection de faibles quémtitanalytes. Ainsi grace a des anticorps marqués
par la peroxydase, Skladal et son équipe rappoete2005 la mesure d’'un courant électrique associé
a la bioreconnaissance de la bactéfiancisella tulanresispour une concentration limite de 100
UFC/ml [100]. La méme année, un article de Racal décrit la détection d&almonella tyhpii
directement dans des échantillons de sérum hunttaistant ici d’'une caractéristique importante de la
transduction ampérométrique: une forte sensibiti@ntenue indépendamment de la turbidité du
milieu [101].

En ce qui concerne le champ d’application des Ipigeas a transduction ampérométrique, le
domaine clinique a vu apparaitre de nombreusesicotucommerciales notamment pour la détection
du glucose sanguin [102]. Ce n’est pas le cas dgmerde la détection d’agents liés a la menace
biologique pour laquelle peu d’applications comnaes ont vu le jour. Citons néanmoins la société
Biosensori S.p.A. (Genova, ltalie) appartenant muge Sartorius AG (Goettingen, Allemagne) qui
produit le biocapteur MiDas-Pro capable de déteeter20 min plusieurs espéces de bactéries
pathogénes dans I'eau [103].

Le deuxieme principe de transduction électrochimigintéquemment employé est la
transduction potentiométrique. Cette méthode se Bas la mesure d'une différence de potentiels
entre une électrode de référence et une électredaedure. La différence de potentiels est créée a
I'électrode de mesure par la présence ou la géagrdiions associés a une reconnaissance biologique
ou bien encore par la présence de biomoléculegébsr La encore, le couplage avec des anticorps
marqués par une enzyme a montré de bonnes perfoesames biocapteurs a transduction
potentiométrique prennent le plus souvent la fod'oe électrode a ion sélectif ou d’un Transistor a

Effet de Champ a lon Sélectif (ISFET)
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Pour illustrer la premiére technique, citons le das capteurs potentiométriques adressables
par un flux lumineux ou LAPS (ou Light Adressablaetéhtiometric Sensor). Ce biocapteur est basé
sur des hétérostructures a base de silicium, dexigsilicium et de nitrure de silicium possédant |
propriété de devenir sensibles aux variations effate de force ionique uniquement lorsqu’elleg son
illuminées par une diode électroluminescente. L&omn un couplage avec des catalyseurs
enzymatiques permet la détection d’agents biolaggqua le suivi du pH. Ercole rapporte la détection
de souches d’Escherichia coli grace a des antigmsifiques marqués par l'uréase [104]. Des lignite
de détection de I'ordre 100 UFC/ml en 1,5 heure &gt rapportées avec cette technique pour des
sources pathogenes d’Escherichia coli. Une versimmmerciale proposant huit capteurs LAPS
multiplexés est produite par la société Smith Diedac (Warrington, Royaume-Uni) avec des
performances de détection de’ 10FC/mL pour Bacillusanthraciset de 0,1 ng/mL pour la toxine
botulique [105].

Figure 1.10 : Photographie de huit capteurs LAPStiplexés (courtoisie de Pohanka)

Le principe définissant la deuxieme technique selsar la fabrication de transistors a effet
de champ dont la grille est constituée d’'un matésensible a un changement de force ionique a son
interface. L'utilisation de matériaux particulietsls le nitrure de silicium [106], le pentoxyde de
tantale [107] ou plus récemment le trioxyde de siéige [108] peuvent étre utilisés pour des
applications de mesure du pH. Cette technique mipda détection de bactéries simulant la menace
également grace au couplage d’anticorps avec desdeipteurs enzymatiques générant I'acidification
du milieu [109].

Electrode de référence Analyte
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Figure 1.11 Schéma descriptif du principe d’une transductioteptiométrique. Ici, il s'agit d’'une transductiom&ée sur

un transistor a effet de champ a ion sélectif (IS;Elans ce cas précis la variation du potentiel'électrode est mesureé

via la variation du courant drain-source. Dans ksad’une électrode a ion sélectif, le potentieldistctement mesuré par
voltametrie entre les deux électrodes (travailégérence).
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L'apport de la miniaturisation des composants denieroélectronique a ouvert la voie au
développement de biocapteurs ISFET ultra-sensibless progrés dans la production et la
manipulation de nano-objets (en particulier de filnsemi-conducteurs) ont généré des applications
prometteuses. L'équipe de Lieber a ainsi démohttifidation d’un nanofil de silicium dopé P comme
grille d’'un ISFET nanométrique [110]. Ces dispdsitnt permis de repousser les limites de détection
des virus [111].

Les transducteurs conductimétriques représententlelmiere catégorie de transducteurs
électrochimiques régulierement employés. Leur jpimcest basé sur la mesure de variations
d'impédances électriques entre deux électrodege @eéthode leur confére une grande facilité de
mise en place puisque ne nécessitant pas d’élestrdd référence, comme le montre la figure 1.12

Analyte

Biorécepteurs Electrodes de travail

Figure 1.12:Schéma descriptif du principe d’'une transductiondrgctimétrique. Ici, la mesure s’effectue en measura
l'impédance entre les deux électrodes de travailséns de variation des impédances d’interfacdsrastion de la quantité
de couples biorécepteurs/analytes a été choistraibément.

Les variations d'impédances peuvent survenir adffiace des électrodes mais également au
sein du volume entre les électrodes. Cette dupéiét étre un avantage ou un inconvénient selon
gu’elle est recherchée ou rejetée.

Lorsqu’on cherche a rejeter cette dualité pouriétudkes effets de reconnaissance biologique
localisée a l'interface des électrodes, une tectfenemployée peut étre de confiner les biorécepteurs
au sein de membranes ou de films de type Langmodlg®tt afin de limiter les interactions
biologiques & une zone précise, permettant aingiédéger les variations de I'impédance a travers |
volume du milieu réactionnel [112]. A linverse,régue les interactions biologiques sont libres
d’intervenir a tout endroit de la chambre de réawtil est possible d’obtenir plusieurs informatan
simultané sur des organismes biologiques évoluansedn de la chambre, notamment grace a la
combinaison de plusieurs types de transductiongtrétthimique : par exemple, conductimétrie et
amperométrie pour la détectionEdcherichia coliet le suivi de composés biologiques liés a son
activité [113].
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C- Transduction mécanique.

Les principales méthodes de transduction mécamgqueoyées jusqu’aux derniéres années se
basent sur I'utilisation d’ondes mécaniques ou stiques. Le principe de biodetection utilisant la
transduction mécanique implique une localisationlal@ropagation de I'onde au travers ou a la
surface d'un matériau. Le site de la reconnaissaiaegique se situe sur le passage de I'onde. Un
changement de propriétés mécaniques, induit paédation biologique, sur le trajet de l'onde
impligue une perturbation des caractéristiques @les:ci (vitesse ou amplitude). La mesure des
perturbations via I'analyse de spectres en frégrencle suivi d’amplitude de vibration permet de
quantifier les informations souhaitées sur la reaissance biologique. Les changements de propriétés
mécaniques évalués par cette méthode sont majentant des variations de masse, cependant
certains transducteurs mécaniques sont congusepbilver une plus grande sensibilité aux variations
d’états de contrainte mécanique.

En ce qui concerne les solutions techniques peamtetle générer et détecter les ondes
nécessaires a une transduction mécanique, les iawtémpiézoélectriques se sont révélés
d’exceptionnels candidats. Découverte vers la fin18°™ siécle par Pierre et Jacques Curie, la
piézoélectricité n'a cessé depuis de susciter uéréh croissant. Le principal avantage de ce
phénomene réside dans sa réversibilite. En effet,qui est communément appelé « effet
piézoélectrique direct » traduit la capacité d'umténiau piézoélectrique a générer des charges
électriques lorsque soumis a une contrainte méaaniglors que I'« effet piézoélectrique indirect »
traduit la capacité de ce méme matériau a exhiberdéformation mécanique sous l'influence d’'un
champ électrique [114]. C’est cette formidable daajui a permis I'application de la piézoélectdci
a de nombreux domaines, le plus célebre et répatait les sondes a échographie dans lequel un
matériau piézoeélectrique joue le réle d’actionngeii’onde ultrasonique émise et en méme temps de
transducteur de l'onde réfléchie [115]. Plusiewpes de matériaux piézoélectriques ont pu étre
utilisés pour la conception de biocapteurs a tractioh mécanique. Les plus répandus d’entre eux
sont le quartz, I'oxyde de Zinc (ZnO) ou le zircetanate de plomb (PZT).

On dénombre de nombreux transducteurs mécaniquass keur la propagation d'ondes
acoustiques générées par des matériaux piézoglextriNotons a ce point de la description que la
plupart d’entre eux utilisent une onde acoustigueitée a la fréquence de résonance du systeme
{dispositif de génération- milieu de propagatiorispdsitif de détection}. Ainsi, I'analyse de spectr
en fréquence constitue le plus souvent le moyesudee les perturbations de I'onde acoustique. Une
perturbation de la vitesse de I'onde dans le mitieyropagation modifiera la fréquence de résonance
un amortissement de I'onde acoustique se traduwieantga lui par une diminution de I'amplitude de
'onde excitée a sa fréquence de résonance.

On classifie 'ensemble de ces transducteurs ectifondu mode de propagation de I'onde et
également de la localisation de celle-ci a la serfau dans le volume du matériau piézoélectrigue. S
I'onde est confinée a l'interface du matériau alemilieu réactionnel, les transducteurs sont aits
onde de surface ; si la propagation a lieu a tealeesubstrat, les transducteurs sont dits a odees
volume. Pour chaque transducteur, le type d’onddeepropagation choisie est influencé par les
conditions extérieures de différentes manierekairivient de choisir le type d’onde le plus adapté
un probleme de reconnaissance biologique donnés Parparagraphe, nous aborderons brievement
les transducteurs a onde acoustique de surface panissouci de synthese, nous aborderons les
transducteurs a ondes acoustiques de volume agraveas de la microbalance a quartz avec suivi de
dissipation : la QCM-D.
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L'exemple le plus répandu de transducteur a ondesstiques de surface est la transduction
par des résonateurs SAW (Surface Acoustic Wav&HeEAW (Shear-Horizontal Surface Acoustic
Wave). Ces deux principes different par la nate#ahde de surface mise en jeu. Pour les SH-SAW,
'onde générée se propage en majeure partie suivantouvement de cisaillement horizontal. Ceci a
pour conséquence de limiter la perte d’énergie @uwemouvement du matériau piézoélectrique
lorsqu’en contact avec un fluide et fait des traieselurs SH-SAW de bons candidats a I'utilisation en
milieu liquide. Tres récemment, les travaux de Bis@t al [116] rapportent ['utilisation de
transducteurs SH-SAW basés sur un substrat piétngles de Tantalate de lithium (LiTgpour la
détection de souche de virus B4 Coxsackie et égalede souche d’Hantavirus comme le Virus Sin
Nombre (SNV). La détection spécifique des ces agel®GB est effectuée via le greffage a
l'interface du milieu de propagation d’anticorpgsifiques aux espéces ciblées.

Les transducteurs a ondes acoustiques de surfagpaelSAW sont basés quant a eux sur une
onde se propageant via un déplacement perpendialda surface. Ceci a pour avantage de confiner
plus efficacement I'énergie de I'onde puisque ledgs dans le substrat sont limitées. Ce confinemen
permet aux transducteurs a ondes acoustiques @rcesule type SAW d'étre les transducteurs
acoustiques les plus sensibles aux variations desend17]. Cependant le mode de déplacement de
'onde induit une forte compression de celle-cstprelle vibre au sein d’'un fluide. Ce désavantage
crucial explique le fait que la plupart des étudeshioreconnaissance en milieu liquide se basent su
les transducteurs SH-SAW.

z y Electrodes Electrodes de
d'actionnement détection

Z y Electrodes Electrodes de
d'actionnement détection

Substrat
piézoélectrique piézoélectrique

Figure 1.12 : Schéma descriptif du principe d’urensduction mécanique par Surface Acoustic Wawe ($Aysuche) puis
par Shear Horizontal Surface Acoustic Wave (SH-SAvpite)

Si la plupart des transducteurs a ondes acoustantexé développés de prime abord pour des
opérations dans l'air ou le vide, I'intérét cr@iss porté aux applications de reconnaissance hipleg
a rendu prépondérante la problématique d’amortieaéte I'onde dans un milieu fluide. Comme vu
précédemment, cette problématique a poussé en #&mntransducteurs a ondes acoustiques a
déplacement horizontal. Dans le cas des ondes iqlas\ cette considération invite a se consacrer
aux transducteurs a ondes TSM (pour « thicknesarghede »). En effet, ce type de transduction
mécanique présente les plus grands avantages aifgppour le suivi de réaction biologique dans un
milieu liquide. Ceci n’est pas démenti par le sscaoétoire des techniques de microbalance a quartz
basés sur la mise en vibration TSM d'un cristalqjdartz. Le capteur commercial correspondant est
commercialisé par la société Q-sense (GoteborgdeSusous le nom de QCM-D (Quartz Crystal
Microbalance with dissipation monitoring) et s'@éstposé comme instrument de référence pour le
suivi d'interactions biologiques en milieu fluidau méme titre que la Résonance Plasmonique de
Surface.
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La contribution théorique majeure a la compréhendies transducteurs TSM dont fait partie
la microbalance a quartz fut apportée par Sauerfréydémontra une relation linéaire entre la
variation de masse a la surface du transductiuy Kg) et la variation de la fréquence de résonance
(4f, kg ) [118]. Cette relation s’écrit pour un quadtzla fagon suivante:

t C
Am=p. J, =- qn"f)q Af =—LA, (1.1)

n

Dans cette relationp, et d; sont respectivement la densité et I'épaisseuildudéposé a la

surface du transducteurg, et t, sont respectivement la densité et I'épaisseuruduty; enfin,n

représente le rang de I'harmonique concernée. Celtion est valable sous deux conditions : la
masse du film déposé est négligeable devant laaris<ristal de quartz, le film déposé doit étre

uniforme sur la surface et solidaire de celle-@. densibilité massiqu€, dépend uniquement des

parametreso, ett, , il s'agit donc d’un parametre intrinseque auaye.

Les premiéres applications de la grande sensiloiffgte par la microbalance a quartz furent
développées pour I'étude et le controle de la méale films minces de type oxydes a travers des
processus de corrosion d'électrodes [119][120]. Dar cadre, les conditions de validation de
'équation de Sauerbrey sont entierement satisfait€ependant, pour des applications de
reconnaissance biologique, la couche biologiqud peésenter des propriétés viscoélastiques telles
gue la vibration du quartz s’en trouve affectées travaux datant de 1999 de Voivataal présentent
un cadre théorique analytiqgue pour cette viscaélt&sdes films biologiques déposés sur un quartz a
ondes TSM [121]. Ce modéle traduit le fait que tlergénérée par le cisaillement du quartz subit un
phénoméne d’absorption d’énergie au niveau du Gleposé. Cette perte d'énergie vibratoire au
niveau du film biologique est appelée dissipatibest différente selon 'harmonique considérée. Le
suivi de cette dissipation fournit des informatigmécieuses quant aux propriétés du film biologique
déposé. En effet, la dissipation de I'onde de késaent du quartz lors de sa propagation dangrte fi
mince biologique dépendra de plusieurs parameéitmekiant la conformation physique des
composants de la couche, la rugosité et la distoibale charge surfacique ou encore la quantitéud’e
piégée au sein de la couche déposée. La figure grdsente deux cas de mesures de dissipation
différentes. Le systéme QCM-D effectue la mesurdaddissipation en observant la décroissance
exponentielle de 'amplitude de vibration du quaxtzes ouverture du circuit d’excitation. Dansds ¢
d’un film mince trés solidaire de la surface, l@&méssance de I'onde sera lente, traduisant utsefai
dissipation d'énergie dans la couche biologiquersalque dans le cas d'un échantillon aux
caracteéristiques viscoélastiques prononcees, kpditon d’énergie sera forte et la décroissance de
'amplitude de vibration trés rapide.
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Figure 1.13 : Schéma descriptif du principe de ilerobbalance a quartz avec suivi de la dissipat@8N-D) pour deux
exemples : un substrat rigide est accroché a facyrla vibration est faiblement amortie, un staitit souple, la vibration
est rapidement amortie.

Cette dualité entre mesure de la fréquence de aéseret suivi de la dissipation, ajoutée a la
possibilité de suivre des réactions trés différerger de nombreuses surfaces, permet au systeme
QCM-D d'étre utilisé avec succés dans de nombreaxaines d’application allant du diagnostic
précoce de marqueurs de cancer [122], a I'étuderdgsiétés d’adhésion des cellules [123] ou encore
a I'analyse de colonies microbiennes [124]. La id&ale mesure de la QCM-D, permet en particulier
des études sur le changement de conformation natatne protéines qui seraient impossibles avec
les techniques de résonance plasmonique de s{if2ie L'étude citée en référence conclut toutefois
sur une complémentarité nécessaire de ces deuxdeels.

Afin de bénéficier des avantages de la transductiéoanique par microbalance a quartz pour
la détection d’AGB, de nombreuses équipes de rebbaynt mis au point des capteurs microbalance a
quartz personnalisés afin de pouvoir atteindrelus grand niveau d’'intégration, de portabilité e d
multiplexage des mesures. Citons dans le domaite lbiedetection d’AGB, les travaux de Habal
[126] qui proposent un biocapteur couplant micrabeé a quartz et récepteurs d'affinité pour
détection de spores dBacillus anthracis Quatre types d'accroches des anticorps BatHlus
anthracissont étudiés. C'est I'accroche des biorécepteiarsla pré-adsorption sur la surface d'une
protéine appelée « protéine A » qui aboutit auxllmes résultats. Cette protéine combine la grande
facilité d’adsorption des protéines sur surfacer dlola capacité de lier le fragment constant des
immunoglobulines, assurant ainsi l'orientation ppatie des sites de détection vers le milieu
réactionnel. Cette méthode de greffage d'immunagiobs a elle-méme été développée grace a des
études sur microbalance a quartz [127]. Les LOzmies par Haet al pour des anticorps anti-
Bacillus atrophaeusmmobilisés par cette méthode sont dé difiores/mL pour un temps de réponse
de 30 min. Toujours articulée autour du couple Q@MEcepteurs d’affinité, une récente étude a
montré la détection de souches de virus de la giffN1 avec un systeme de microbalance a quartz.
Cette étude présente un cas peu traité dans leim®ndas biocapteurs basés sur des récepteurs
d’affinité & savoir la détection des souches desva partir d’un aérosol contenant au minimum %.10
spores/m[128].

En résumé, les plateformes basées sur des micnakala quartz ont montré leur potentiel
dans I'étude de films biologiques souples ainsuga’grande versatilité d’'usage. Dans le domaine des
biocapteurs a microbalances visant la détectionGBAon dénombre toujours certaines limitations

relatives, entre autres, a des seuils de détentmns avantageux qu’avec d’autres techniques et une
plus grande difficulté dans le multiplexage massif.

[.2.2. Les bioMEMS : solution idoine a la problématique de bio-défense

1.2.2.1. Définition, avantages et inconvénients

Par définition, un microsystéme est un systemeaille imicrométrique. Partant de ce cadre,
Tous les systemes électriques produits par 'avenérdes techniques de micro-fabrication pour la
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microélectronique  constituent des microsystemes. Ildgfinition des MicroSystemes
ElectroMécaniques (ou MEMS) se pose en restricdoelle des microsystemes simples. Un MEMS
est un microsystéme incluant au moins une partieamue dans son fonctionnement, en plus des
composantes électriques. Historiquement, le terenMIBMS est apparu au moment de I'introduction
d’éléments mécaniques a des microsystemes élexzdtridunsi, le premier MEMS désigné comme tel
fut le transistor a grille résonnante développé Ifgmuipe de Nathanson en 1967 [129]. Dans cette
application, un transistor a effet de champ deetailicrométrique est équipé d’'une grille constituée
d'une micro-poutre suspendue. La mise en résondeda grille suspendue a une influence sur le
potentiel de grille du transistor. Ce cas histagiqu’'avantage de lever 'ambiguité entre les dtidims

de MEMS et de microsysteme. Si le transistor atefée champ classique de taille micrométrique
constitue un microsystéme (systeme électrique itle taicrométrique), il ne peut pas étre qualifié d
MEMS puisqu’il n’intégre aucune partie mécanique.

Les MEMS regroupent sur un méme substrat des éténtenplusieurs types a savoir des
éléments d’actionnement, des éléments de traitedemtonnées et des capteurs. Cette synergie de
plusieurs fonctions intégrées a un méme ensembiéem aux MEMS depuis leur invention un
pouvoir d’attirance fort pour la convergence dbitaogie et des systémes physiques miniaturisés. Le
efforts de plus en plus importants dans le déveogmt de solutions MEMS pour des applications
biologiques ont justifié la création d'un sous enkke appelé BioMEMS. Un BioMEMS est un
systeme destiné a la modification, au traitementstckage, a la livraison ou bien encore a la
détection d’entités biologiques basé sur des phénem d’actionnement et/ou de transductions
électromécaniques. La encore la méme distinctionpgise entre BIoOMEMS et biomicrosystémes,
ainsi, par exemple, dans notre compréhension, acapteur a transduction ampérométrique ne peut
constituer un BIoOMEMS puisqu'il ne fait interverducun phénoméne mécanique. Cette définition est
plus restrictive que certaines définitions préserdans la littérature [130] mais nous permet de
restreindre dans les prochains paragraphes, I'édedecapteurs basés sur des BioMEMS a ceux
utilisant un actionnement mécanique et/ou basésrsitransduction mécanique.

L’activité scientifique et technologique autour de®MEMS et des bioNEMS (étant le
pendant des bioMEMS a I'échelle nanométrique) Sesisidérablement renforcée au cours des dix
dernieres années. Leurs performances en termesniturisation, de faible colt de fabrication, de
rapidité d’action et d'intégration les ont placés @ntre de I'attention des scientifiques charggs d
pourvoir des solutions performantes, massivemendllgisées, principalement aux biologistes et
médecins. Les applications dans ces deux domabmsflerissantes et plusieurs revues gravitent
autour de ces instruments, la re\Biemedical microdevicell31] se consacre en grande partie a ce
domaine qui est aussi fortement présent dans phssievues a grande visibilité internationale telle
guelLab-on-a-chip[131] ou encor@iosensors and Bioelectronifs32].

Les bioMEMS ont été appliqués avec succes dangephssdomaines de la médecine et de la
biologie ; la description exhaustive de I'ensemiideces applications ne peut entrer dans le cadre de
cette étude, néanmoins nous effectuons un rapide dihorizon. On dénombre de nombreuses
applications développées pour la délivrance loéalde médicaments, ces dispositifs se basent sur la
considération qu’une faible quantité de substaratvea délivrée efficacement a un endroit précis
engendre des codts de traitement et des effetedaices plus faibles gu’'une plus grosse quantité de
médicaments libérée dans tout I'organisme [133F @ispositifs sont le plus souvent constitués de
microréservoirs [134] contenant la substance a midimér et équipés de différents types de MEMS,
micro-pompes [135] et de micro-valves [136] peramgtiia distribution des solutions. De nombreuses
applications ont vu le jour également dans les dioesade la tribologie [137] et 'outillage pour la
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chirurgie [138]. Enfin, de nhombreux laboratoires slcro-puces ont été inventés, remplissant le réle
des systemes d’analyses biologiques classiquesfmaisissant également des techniques d’analyse
et de manipulation nouvelles. Dans ce domaine,oterpiiel des bioMEMS offre des perspectives
passionnantes puisqu’ils permettent d’envisageutd@matisation d’analyses individuelles d’entités
biologiques présentes en un seul exemplaire. C#andémonstration les travaux de David B. Serrel
qui rapporte la fabrication d'un bioMEMS d'analyske cellules uniques, en l'occurrence des
fibroplastes [139]. En permettant le déplacemermiosp latéral des deux parties d’'une plateforme
circulaire sur laquelle adhére la cellule étudigz,systeme permet d’analyser les forces cellulaires
intervenant en réaction de ce cisaillement. Ceeignement sur chaque type de cellule est capital
puisque les stress mécaniques appliqués aux celluie été reconnus comme ayant une influence
notable sur leurs propriétés métaboliques [140].

Le domaine d’application qui suscite cependantdiiét le plus important de la communauté
scientifique réside dans les BioMEMS pour la dédechiologique. Les bioMEMS et bioNEMS
destinés a la reconnaissance spécifique d'entitédigues sont basés sur deux principes de
transduction mécanique différents [141]. Dans Enper, le greffage de molécules biologiques induit
un changement de stress a la surface de struahéeaniques suspendues, cette variation de stress
provoque le mouvement de la structure libre poucdenpenser et c’est cette information qui est
ensuite mesurée. On parle alors de BIoOMEMS stagique deuxieme principe est basé sur le suivi de
la frequence de résonance de structures mecarpguesint étre mises dans un régime de vibration
entretenu ou libre. Le greffage d’espéces biologgghu la surface de la structure vibrante provoaee u
augmentation de la masse de celle-ci, induisams alpe variation de la fréquence de résonance. Le
terme de BioMEMS dynamiques (ou résonants) ess aliaployé.

Qu'ils soient statiques ou dynamiques, il conviante stade de synthétiser 'ensemble des
avantages comparatifs des BioMEMS appliqués addébection. Tout d'abord, ils constituent une
techniqgue de détection sans marquage ce qui peédesitavantages exposés plus tét dans ce
manuscrit. Ensuite, et ce point sera explicité &aitlau long de cette section, leurs faibles disiaTs
leur permettent de reconnaitre le greffage de pigds de molécules ou d’espéeces biologiques. Il en
résulte que les BIOMEMS destinés a la détectioseprient des sensibilités faisant jeu égal avec les
techniques de détection avec marquage par fluorephheur compatibilité avec les techniques de
microfabrication leur permet de bénéficier de I'lBrpentation de nombreuses composantes, optiques,
électriques, piézoélectriques, permettant d’assurer transduction trés fortement intégrée (ainsi
gu’un actionnement intégré dans le cas de BioMEMSthiques). Ceci confére aux BioMEMS une
portabilité naturelle et bien souvent une grandristesse. Comme cela a été précisé dans la section
précédente, étant basés sur un principe de misioggtrie, les BIoOMEMS dynamiques sont bien
adaptés au couplage avec des récepteurs d'afiéfst§ue les anticorps. Enfin de par leur tailldurte
et lorsqu’ils sont combinés avec des circuits nflaidiques, ils adressent le plus souvent un faible
volume de milieu réactionnel via une faible surfalimterface. Ceci présente un double intérét a
savoir I'économie en réactifs pour les chimies decfionnalisation assurant 'immobilisation des
biorécepteurs et la réduction drastique des terapgmbnse permettant d’attester la bio-détection.

Le lecteur est ici invité a mettre en regard deéeckitte, 'ensemble des conditions nécessaires
a la réalisation d'un systéeme de détection d’AGBtyg® « détecter-pour —prévenir ». Ce faisant, il
apparait évident de souligner la grande adéquatittne avantages offerts par les bioMEMS de
détection et les attentes des services scientffiquieils et militaires, quant a la nécessité dsspder
des solutions de détection permettant de prévemirdissémination d’AGB le plus en amont possible.
Cette adéquation pousse les services de recheesharchées des grands pays occidentaux (DARPA
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aux USA, DGA/MRIS en France) a investir financieesindans la recherche de solutions BioMEMS
innovantes pour la détection d’entités biologiqu&isa cela, on ajoute que, étant issus de proaimés
microfabrication collective, le colt de revient panité est beaucoup plus faible pour les BloMEMS
gue pour d’autres techniques de biodétection, art gevisager un déploiement massif de capteurs
portables a un ensemble d’'opérants ou en grandneodans les lieux stratégiques.

Dans les deux paragraphes suivants, nous préselgenfigures de meérite des récents
développements scientifiques dans les deux domanesonstituent les BioOMEMS statiques et les
BioMEMS dynamiques (ou résonants). L'effort serat@psur les BioOMEMS adressant la détection
d’AGB, néanmoins afin de témoigner au mieux deseli¥ppements les plus significatifs de la
discipline, nous aborderons quelques exemples nestale BioMEMS destinés a des applications
cliniques ou de laboratoire.

1.2.2.2. BioMEMS statiques

Les bioMEMS congus pour étre utilisés en mode cpiatisont basés essentiellement sur des
structures de types levier. Historiquement, l'idtéde ces structures mécaniques, un rectangle
suspendu de type plongeoir, fut démontré dansdeecde I'imagerie de surface par microscopie a
force atomique (AFM) [142]. Dans cette technique,levier suspendu supportant une pointe liée a
'extrémité de sa face inférieure parcourt uneamefdonnée. Les interactions entre I'extrémitéade |
pointe et les reliefs de la surface provoquent déledtion du levier. Dans le cas des bioMEMS
statiques, la déflection des leviers intervient rp@ompenser l'apparition d'une différence de
contrainte d'une des deux faces par rapport area@ette différence de contrainte est générééepar
forces surfaciques induites lors de I'adsorptios aealytes formant un film mince a la surface [143]

Biorécepteurs [ /

Figure 1.14 : Principe du fonctionnement d’'un BioME&Mitatique (ici un micro-levier), le greffage deslgtes a la surface
via les biorécepteurs induit une différence de Ionte surfacique entre les faces supérieuredétenres, contrainte qui est
relaxée par la déflexianiz du levier

Depuis plus d'un siécle, le cadre théorique pefmmnéttle comprendre ce phénomene a été
établi et I'équation de Stoney synthétise la refagntre la déflexion du leviehz a la différence de
contraintes surfaciqueBo entre les deux faces (supérieures et inférie(itdg).
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Dans cette équation, Eeteprésentent respectivement le module d'Young ebgfficient de
Poisson du levier et L et t, sa longueur et soisépar.

On constate que si la longueur du levier augmemtgien si I'épaisseur de celui-ci diminue,
une méme différence de stress entre les deux $aceaduira par une déflexion plus importante et
donc une sensibilité plus grande [145].

L'instauration de la différence de contrainte scidae liée a un greffage biologique ne peut
intervenir que pour une adsorption sélective sumd’ des deux faces, ainsi on devine la nécessité
d’une fonctionnalisation différenciée sur chacuee deux faces. De hombreuses configurations sont
évoquées dans la littérature. A titre d’exemplégliipe de Majumdar greffe des anticorps biotinylés
via une liaison biotine/streptavidine sur la fac@érieure d'un levier de dimensions micrométriques
(épaisseur 5006m, largeur 40um et longueur 20Qum) et utilise deux types de chimie de passivation
différentes pour la face arriére, a savoir uneipassn par adsorption de d’albumine sérique deibov
(BSA) et par greffage covalent de PEG-silanisé$][1Majumdaret al observent que la détection
d’antigénes par les anticorps est largement optiendans le deuxieme cas (celui connu pour limiter
au mieux les interactions non-spécifiques), ilpoagent alors une sensibilité de détection d’amtige
sériques spécifiques de la prostate (PSA) a uneeotration de 1ng/mL.

Afin de rendre compte de la déflexion du levieg $ystemes de biodétection basés sur des
bioMEMS statiques ont tout d’abord fait interverdomme pour le microscope a force atomique, un
systéme de détection externe basé sur la réflaXiom faisceau laser sur la surface du levier. Cette
technique (dénommée Optical Beam Deflection, OBR)ymet de pouvoir adresser facilement
plusieurs leviers séquentiellement afin d’effectpkrsieurs essais de biodétection en paralléle. La
figure 1.15 présente le principe d’'une détectiotique de la déflexion d'un levier. Cependant, elle
souffre de limitations liées notamment a la diffiéude focaliser un faisceau sur des leviers lasqu
ceux-ci sont immergés dans un milieu fluidique pleusuivi d'interactions en temps réel. Méme si
cette limitation a été dépassée pour de nombreékates [147], cela a nécessité des éléments
d’alignement supplémentaires aux systémes optigxesnes déja nécessaires a cette technique. Cette
nécessaire instrumentation externe s’‘oppose a (@sei#é¢ de miniaturisation des moyens de
transduction qui sous-tend notre réflexion pour beMEMS portables, robustes et économiques.
Ainsi, de nombreuses techniques permettant de eendmpte de la déflexion de levier sans
instrumentation externe ont été investiguées.

Photodétecteur de
position

Sources laser

Figure 1.15 : Schéma descriptif du principe de kesore de la déformation d'un levier par déflexiomndfaisceau optique
(Optical Beam Deflection, OBD)
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Il convient de recenser les efforts fournis pourdéveloppement de plusieurs techniques
intégrées de mesure de déflexion de leviers. Lamiques basées sur la piézoélectricité mesurent le
charges générées par la déflexion du levier audaim matériau piézoélectrique déposé sur sa face
supérieure [148]. La méthode capacitive traduithg@aelle la variation de la capacité formée par le
substrat et le levier lorsque ce dernier est déiflfi9]. Enfin la méthode dite de transistors gnés
consiste a construire un transistor MOS (Metal @xy8emiconductor) a effet de champ a
I'encastrement d’un levier silicium en disposantémal du transistor parallelement au levier déesor
que la déflexion de celui-ci induise une contraistbie par le canal, modifiant alors le courant de
drain du transistor [150].

Au sein des techniques de mesure embarquée defléxioé du levier, celle des jauges
piézorésistives doit retenir notre attention en gee les promesses qu’elle laisse entrevoir intite
plus en plus d’équipes a les intégrer. Dans cetfienique, la contrainte induite au sein du matéy&u
la déflexion du levier fait varier la résistanceime jauge piézorésistive. Les piézorésistances sont
souvent montées en pont de Wheatstone pour rédésanesures différentielles permettant d’éliminer
au mieux les sources de bruits électriques et thiexdoaniques [151]. Cette technique a été employée
avec succes pour des opérations dans I'air [1523 également dans le liquide pour la détection de
biomolécules en profitant notamment de I'essor mécke leviers en polymeéres. En effet, I'équipe
d’Anja Boisen rapporte I'intégration de jauges pi€sistives au sein de leviers en résine SU-8 [153]
L’optimisation de la précision de la mesure de eéfin est obtenue lorsqu’'un deuxiéme levier de
méme dimension est utilisé pour effectuer des nessde déflexion différentielles. La détection de
'adsorption de molécules de Mercaptohexanol parroémes leviers est rapportée. Les leviers en
polymeres permettent d’espérer des sensibilités Gohtrainte de I'ordre de 10 fois supérieures que
pour ceux en silicium. Le cadre théorique de leonge a la sur-contrainte induite par la couche
biologique déposée n’est toutefois pas complétertransposable et un effort a été fourni afin de
rendre compte fidelement de leur comportement [154]

Mercaptohexanol
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Figure 1.16 : Principe de la mesure différentidiéda déformation de leviers par des jauges piésinges
intégrées montées en pont de Wheatstone. La ceurbas a gauche montre que le plus faible nivedundeest atteint
lorsque la mesure différentielle est effectuéeeedux jauges appartenant a deux leviers suspdralasurbe de droite

montre 'évolution de la déformation du cantileeensécutive a I'adsorption de molécules de mertegpdianol.
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Bien gu'offrant d’encourageantes promesses en temheesensibilité de la détection [147],
miniaturisation et intégration a des procédés deidation CMOS [155] ou bien encore en terme
d’optimisation de la réduction des sources de ®iH6], les BioMEMS statiques possedent certaines
limitations inhérentes au principe de transductietenu. Tout d’abord, la déformation du levier étan
résultante de changements d’état de contraintadqtfe, il est tres ardu de réaliser la calibratien
ces leviers micrométriques afin d’obtenir des infations quantitatives sur la réaction biologique.
Enfin, et cela est lié a I'assertion précédentaldpdt des espéces biologiques en un film homogene
sur toute la surface du capteur est une conditiéal@ble nécessaire a la génération de contraintes
surfaciques induites. Or, cette condition n'est pésfiée pour des éléments biologiques de larges
volumes (pour des cellules par exemple). Elle nj@ss vérifiee non plus lorsqu’il s'agit de la
détection de I'adsorption de tres petites quantd&snolécules. Cette considération limite 'usags d
BioMEMS statiques pour des applications de tréstehaensibilité (type détection de molécules
uniques). C’est pour s'affranchir de ce type derig®ns que la communauté scientifique s’est
tournée vers les BioMEMS fonctionnant selon un mogeamique. En effet, ces derniers, de part le
principe de transduction mis en jeu, possédent@menuniversalité de détection que les techniques
basées sur 'usage de microbalance a quartz.

1.2.2.3. BIoMEMS résonants

Les BioMEMS dynamiques ont comme caractéristiqgmamunes d'utiliser la résonance de
structures vibrantes suspendues. Ainsi, I'évolutienlafréquence de résonancef de la structure

by

constitue le signal utile a relier a la masse cémulles analytes immobilisés a la surface du
BioMEMS. Afin de maintenir la structure en vibratioil convient de disposer d'une source
d’'actionnement active. Il est indispensable égatgndge disposer d’'un moyen de détection du
mouvement vibratoire de la structure. De part lalitide leurs effets, les matériaux piézoélecasqu
ont constitué un choix cohérent pour de nombreuwxMBMS dynamiques pour lesquels ils
remplissent a la fois le réle d’actionnement etldtection. Qu'ils nécessitent des composants eedgern
ou qu'ils soient entierement intégrés au BioMEM&ets moyens d’actionnement sont rencontrés
dans la littérature : thermo-optiques [157], theumis [158], magnétiques [159] ou bien encore
électrostatiques [160].

Amplitude

4

< max T

‘_1111.1\:—3413

f Fréquence
0

Figure 1.17: Principe de fonctionnement d’'un BioMEM®amique, ici un levier dans un mouvement deatibn hors-du-
plan. A droite, représentation schématique de deuxbes de résonance respectivement symboliquiestder de qualité Q
faible et élevé.
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L'amplitude des variations de la fréquence de résoa pour une unité de masse déposée a la
surface du résonateur constitue un parametre tagtaBioMEMS dynamiques. Noté@eq, cette

valeur caractéristique de I'efficacité de la tramgtbn mécanique est appelgensibilité massiquedu
BioMEMS en fréquence. Ce parameétre crucial estthelement relié a la donnée de rfzasse
minimum détectable en introduisant Iéacteur de qualité de la résonance du BioMEMS. Le facteur
de qualité, parameétre critique pour I'évaluatios gerformances d’un BioMEMS dynamique, riQté

représente le rapport entre I'énergie injectée damésonateur pour sa mise en vibration et I'éeerg
dissipé par celui-ci, mesurées sur un cycle deatiom. Plus le facteur de qualité est éleve, phkige
sera la masse minimum détectable. La figure 1.présente deux cas de résonance, I'une avec un
facteur de qualité élevé (pic étroit), I'autre awat facteur de qualité faible (pic large), on peut
constater que, méme avec une sensibilité élevée,petite variation de fréquence pourrait étre
détectée dans le premier cas et ne serait pasieédahs le deuxiéme. La formule suivante exprime la
relation entre les deux parametres :

(1.3)

freq

M, O[S ﬂi

Cette dissipation est due pour les bioMEMS prirleipent aux pertes d’énergie mécanique a
travers I'encastrement au substrat de la structuspendue et a travers les forces de frottement
visqueux imposées par le milieu environnant gazrulquide. Dans le cas d’études de résonance de
microsystémes dans le vide, la dissipation estcipalement dominée par les pertes d’énergies a
travers I'encastrement. A l'inverse pour I'opératidu BioOMEMS au sein d’'un liquide newtonien, ces
dernieres sont négligeables devant les frottemasdsieux [161].

L’activité scientifique autour des bioMEMS résorsaast de plus en plus intense, les équipes
de recherche sur le sujet s’attachent a optimiser rhicrosystemes ainsi que les technologies
d’actionnement et de détection dans le but d'obtles plus grandes sensibilités et les plus grands
facteurs de qualité, ceci afin d’atteindre les phagites limites de résolution massiques. Dans ce
domaine, les résultats pour des structures de types-leviers (nous sommes la dans le domaine de
BioNEMS) obtenus en opérant les structures dansvide poussé ont permis d’atteindre des
performances impressionnantes. Citons les travanMithael Roukes qui démontre en 2008 la
fabrication et I'utilisation de nano-ponts résormsagiéns un vide poussé et 37 Kelvins avec des facteu
de qualité de 10000 et capable de résoudre I'alserde 7 zeptogrammes de Xénon (soit environ 30
atomes) [162]. Il nous faut mentionner égalemensueces de I'équipe d’Harold Craighead qui
démontre la détection de I'hybridisation d’'un brnique d’ADN a son complémentaire immobilisé
sur un plot d’or a la surface d’'un nanolevier résdndans le vide (I'hybridisation est faite dans le
liquide et les mesures de fréquences de résonarte ld vide) a des fréquences de l'ordre de la
dizaine de MégaHertzs et des facteurs de qualaétgusqu’'a 7800 [163]. Ces résolutions records
bien gu’exceptionnellement enthousiasmantes nesdbjpas nous faire oublier le nécessaire recours a
un appareillage lourd (cryostats, chambres et penipe&ide). De méme, le protocole séquentiel
(mesure de la résonance/réaction biologique/ coamgmar de la résonance), méme s'il a permis
d’'atteindre des détections de quelques unités des \((cf. les travaux de Rashid Bashir [164])
interdisent une reconnaissance biologique en tegglscondition premiére d'un BioMEMS appliqué
a la détection « détecter-pour-protéger » d’AGB.
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Vaccinia virus

A

Figure 1.18 : A gauche, photographie d’'un micradepermettant la détection en mode dynamique dg datités de
Vacciniavirus (courtoisie de Rasheed Bashir). A droite, phatphie d’'un micro-levier permettant la détectien
I'hybridisation de deux mono-brins d’ADN, le ploiod au centre sert a contrdler la localisation canmtbrin faisant office

de biorécepteur (courtoisie d’'Harold Craighead).

Les résultats décrits jusqu’a présent sont le ptws/ent obtenus pour des structures de types
leviers ou ponts. En opposition a leur simplicigéfabrication et leurs bonnes performances dairs I'a
et dans le vide, le principal désavantage de aeststes est de subir fortement l'influence des
frottements visqueux dans le liquide. Etant entoprésque intégralement par le liquide, les
frottements sont maximisés. De plus, les leviessples répandus vibrent selon un mouvement hors-
plan impliquant donc de « soulever » le volumeideidle supérieur. Ainsi le facteur de qualité de ce
structures diminue drastiguement dans le liquideignant au mieux quelques dizaines d’unités
[165].[166]. Si ces facteurs de qualité sont insafits pour atteindre des résolutions massiques
poussées, il convient néanmoins de citer les tradaul’équipe de Raj Mutharasan a I'Université de
Drexel qui, grace a des leviers piézoélectriquesadie millimétrique a actionnement et détection

piézoélectrique intégrésf(=57 kHz ; Q (iquide™ 32 ; Sfreq(“quide)=14 ng/Hz), détecte dans le fluide et

en temps réel des concentrations d’AGB remarquabiéivasses. Son équipe rapporte la détection de
Bacillus anthracisa une concentration minimale de 3§fbresmL [167] et d’'une source pathogéene
d’Escherichia colia 700 UFC/mL avec des temps de réponse de l'ordre de RQuites et un
équipement relativement simple [168]. Afin d’atdhi@ des résolutions massiques permettant de
résoudre la bactérie unique puis la protéine unay@e des micro et nano leviers, il a fallu I'apgre

de rupture proposée par I'équipe de Scott ManalidMassachussets Institue of Technology, dont
I'idée originale était de faire vibrer des micreikers dans le vide pour bénéficier de facteur dalitfu
élevés et de faire circuler le milieu réactionnelsain d’un canal microfluidique, embarqué au coeur
du levier résonant. Ces microcanaux suspendus agonaux caractéristigues remarquables
(f =20%Hz ; Q= 15000 ; M, (iquice=7 29 [169]) permettent de détecter en temps résl d

marqueurs de cancer a des concentrations de 160 rayl sein de sérum pur [170]. Le passage au
sein du levier de levures uniques a été détecté dea informations sur le volume et la densitéede c
levures ont également pu étre obtenues [171]. Clypdret malgré tous les avantages présentés, ces
structures nécessitent toujours un appareillagel lexterne et ne peuvent étre de bons candidats pou
un biodétecteur d’AGB aux caractéristiques rapgetdedébut de section.
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Figure 1.19 : A droite, photographie du résonapdam a haut facteur de qualité dans le fluide ticamement repose sur les

forces de Lorentz générées dans les pistes éleesrigtégrées par un aimant externe (courtoisiév#OBrand). A gauche,

schéma descriptif du micro-canal suspendu résobamtart montre I'effet sur la fréquence de résmeadu passage d'une
bactérie dans le canal (courtoisie de Scott Manalis

Afin d’éviter la chute dramatique du facteur de lgéaen présence de fluide, d’autres
solutions que les leviers vibrant hors-plan ontiét@stiguées. Des architectures alternatives ascu
pour limiter I'effet d’amortissement du fluide suigdir ont été rapportées [172]. Des modes de
vibration radicalement différents ont été propo§Esst ainsi qu'avec succes, I'équipe d’Oliver Btan
a rapporté la fabrication de structures suspenaues une détection intégrée piézorésistive présenta
toutes les faces au liquide avec des facteurs dbt@@autour de 100 [173]. Ceci est explicable en
considérant que ces deux demi-disques suspendup@nticentral oscillent selon un mouvement dans
le plan horizontal, ce mouvement de cisaillemenflgide en limite les effets d’amortissement de la
vibration puisque l'influence de la masse du voluteefluide surmontant le résonateur est réduite.
Enfin, des méthodes d’alimentation en boucle fereed amplification électrique de la résonance
consécutive a la transduction sont rapportées paenir & augmenter artificiellement le facteur de
gualité dans le fluide [174].

Dans le but de concevoir un BioMEMS dynamique, Boanement et détection intégrés et
présentant des sensibilités massiques et des Ifactlu qualité dans le liquide qui permettent
d’envisager l'application a la détection en tempsl rd’AGB, une derniere alternative en terme
d’architecture sera retenue pour cadre de cetdeét@ette alternative se base sur I'utilisation de
diaphragmes résonants a actionnement piézoéleetriGe type de structure est déja largement
employé avec succes pour la génération d’'ondesstiquas ultrasonores (destinées entre autres a des
applications d'imagerie par échographie) [175] [LI&s structures vibrantes de type diaphragme (ou
membranes) bien que décrivant une vibration horptdn (horizontal) ont 'avantage de ne présenter
gu’'une seule face au liquide, ce qui limite grandetries effets de frottement visqueux. En fait, des
études rapportées dans la littérature ont monteédgs membranes circulaires surmontées d’un film
piézoélectrique ne présentaient que peu d’amontissedans le liquide par rapport a I'air et que ces
structures ont un fort potentiel pour des applwatide biodetection [177].

La démonstration du potentiel de micromembranesileium en tant que biocapteurs a été
effectuée suite a des travaux initiés au sein dwtadoire d’Analyses et d’Architectures des Systeme
(LAAS-CNRS) par Christian Bergaud et repris pariltiWicu. Publiés dans la revugensors and
Actuators B : ChemicaJ178], ces travaux (correspondant a la thése d&himMa Guirardel [179])
attestent la détection prometteuse de I'hybridisatile brins complémentaires d’ADN grace au
marquage massique par des colloides d’or sur detbra@es a actionnement piézoélectrique. Comme
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le montre la figure 1.20, les membranes sont sur@esnd’'une couronne de PZT qui permet
I'actionnement alors que la détection est réalisée déflexion d’'un faisceau optique externe. La
sensibilité massique des membranes a pu étre ttdgegaleur obtenue était -HGHz.

Figure 1.20 : Profil obtenu par interférométrie apie d’'une micro-membrane silicium résonante pas dpplications de
biodétection, surmontée d’une couronne de PZT pactionnemen{178].

Ces travaux ont été repris lors de la thése dei€CAgela [180], qui a montré la faisabilité de
micromembranes de 100 um de diamétre surmontéesimmmastille de PZT servant a la fois
d’actionnement et de détection via la dualité degspiézoélectriques directs et indirects. Graces
micromembranes a actionnement et détection piézoiglges intégrés, Cédric Ayela a pu prouver la
détection de fréquence de résonance dans le ligiadene détection intégrée et a montré le potentie
de ces micromembranes combinées a des polymerapraiates moléculaires. Les facteurs de qualité
reportés dans le liquide sont de 50 et la mass&mim détectable de 1py [181].

Les travaux de Cédric Ayela ont levé le voile s promesses fortes des structures de type
diaphragme pour assurer des applications de ditigretsde capteurs de gaz miniaturisés a haute
performance. C'est dans la poursuite de ce cadee sjoscrivent les travaux présentés dans ce
manuscrit. Sont présentés ici, la conception, lxidation, la caractérisation de micromembranes
résonantes en silicium a actionnement piézoélewtrigtégré et leur intégration au sein d’'un prgtety
de plate-forme de reconnaissance biologique podétiaction d’agents simulant la menace.

La mise a niveau des BioMEMS pour répondre auecadigeant de la détection d’AGB en
milieu opérationnel, pour le déclenchement d’akertequiert la validation de plusieurs performances
préalables. Premierement, le systeme de déteclatralgdoit étre capable de réaliser des mesures
multiplexées et en temps réel. Ceci implique qusykéme doit pouvoir suivre les évolutions de la
fréquence de résonance de plusieurs membranegalelgavibrant dans le liquide (solution tampon
biologique ici). Ensuite, les performances de 4#lité et de masse minimum détectables doivent étre
satisfaisantes pour une détection la plus rapidprétise possible. Ceci implique des facteurs de
qualité élevés pour les résonances ainsi qu'unaeéagensibilité massique dans le fluide. La plate-
forme de détection ne doit fournir aucun faux pbéiausse alerte). Le temps de réponse du capteur
microgravimétrique ainsi constitué doit étre saffiranent court. Le tout doit étre hautement intégré e
robuste pour des applications portables.

Dans le cadre de ce manuscrit, je détailleraiskenble des travaux réalisés afin de réaliser
cette mise a niveau. Les principaux axes permettantéaliser cet objectif peuvent étre résumeés
comme suit.
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L’intégration de jauges piézorésistives afin dimes la détection intégrée du mouvement
vibratoire sera étudiée. A ce titre, nous prouvsrtanfaisabilité d’'une cohabitation physique entre
piézoélectricité et piézorésistivité intégrées ain 'une méme microstructure résonante dans un
fluide pour des applications biologiques. L'optiatisn de la détection piézorésistive doit nous
permettre d’obtenir une transduction de meillewrali¢g.

Une étude sur des procédures et protocoles detidonalisation biochimique des
micromembranes en vue de la détection sélectivquadre types d’agent biologique sera menée.
Grace a la microbalance a quartz multiplexée (QCNE4) nous optimiserons les protocoles pour
parvenir a la plus grande sensibilité biologiquerpa surface de capture des membranes et le plus
petit nombre d’interactions non-spécifiques. Noakderons alors les processus de bioreconnaissance
et de régénération des capteurs.

Le fonctionnement des membranes selon des modeissdeance supérieurs sera prouvé afin
de conserver des bons niveaux de sensibilité massayt en permettant d’accroitre la surface active
de capture biologique des membranes.

La conception et la mise en place d’'une électumiqtégrée de précision sera décrite. Cette
électronique réalisera la détection du mouvementeesuivi des fréquences de résonance des
membranes vibrant dans le fluide, de maniere mek@e sur plusieurs d’entre elles. Elle intégrera
également un systéme permettant une augmentatiandgue du facteur de qualité des membranes
afin de réduire la masse minimum pouvant étre b&spar nos capteurs.
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CHAPITRE II :

Design et fabrication de micromembranes a actionnement
piézoélectrique et détection piézorésistive

II.1. Dimensionnement des micromembranes

II.1.1. Contexte et pré-acquis.

Les travaux au Laboratoire d’Analyses et d’Architees des Systemes de Toulouse sur les
micromembranes ont été initiés en 2000 par Chni®iergaud. Aprés avoir travaillé sur des structures
de types ponts et leviers au cours de la théseodwrat de Liviu Nicu (2000) [1], le choix de
structures membranaires s’est imposé de part Ik grande facilité de fabrication (une gravure
quasi-traversante a partir de la face arriere dpplaquette de silicium défini une membrane). L¢ fai
de disposer d’'une surface plane permet d’envispier facilement leur fonctionnalisation et leur
usage en tant que biocapteur. Elles sont égalgphentobustes pour une utilisation dans le liquide.

L'utilisation des micromembranes résonantes didesle microgravimétrie se traduit par une
sensibilité exprimée comme le rapport entre le gharent de fréquence de résonance et la masse
déposée. La sensibilité représente I'efficacitérgbification de la méthode de transduction. Cette
caractéristique intrinseque des BiIOMEMS doit étstingee afin d’effectuer un dimensionnement
cohérent de nos micro-résonateurs. Dans le cadrettieétude c’est au travers de I'analyse modale d
comportement dynamique des membranes que nous amisi d’'aborder I'estimation de leur
sensibilité massique intrinseque. En effet, I'apgpm modale permet de décomposer I'analyse de la
vibration de la membrane en I'étude de plusieurslesode vibrations distincts. Chaque mode de
vibration correspond a une fréquence de résonamgeepdu systeme et a un profil géométrique de
vibration défini. Cette méthode permet I'analogietre le probleme d’'une membrane solide en
vibration et I'étude d’une infinité de systémes ¢toels de type « masse-ressort ».

Afin de convertir la transduction mécanique en igna électrique mesurable, la localisation
et les paramétres géométriques des piézorésistdonosamnt étre optimisés. Dans cette optique, nous
présenterons un descriptif des principes de lactéte piézorésistive. Puis, nous utiliserons un
simulateur de modeles a éléments finis, afin diétulés caractéristiques harmoniques de la détectio
piézorésistive et déterminer notamment la couvertamgulaire optimale des piézorésistances par
rapport a I'encastrement.

En ce qui concerne I'actionnement et I'étude dddmrmée statique initiale de la membrane,
l'étude a été menée par C. Ayela pour des micromam@ls a actionnement et détection
piézoélectrique. L’étude de I'actionnement dansale de nos microstructures se confondrait avee cell
menée par C. Ayela, ainsi nous nous référons &aesux pour le dimensionnement de la pastille de
PZT équipant nos micromembranes. Les résultatshobtmontrent que I'efficacité d’actionnement de
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la résonance est optimale lorsque le rayon dedtllpapiézoélectrique est égal a la moitié du rayo
total de la membrane [2]. L'étude statique perngeti@gment de déterminer sous quelles conditions les
contraintes intrinseques initiales des matériawvquyuent le flambement de la membrane. Nous
dimensionnerons nos membranes afin d'éviter lelflement de leur structure lors de leur libération.
Le détail de cette étape sera exposé en annexe A.

Dans un deuxiéme temps, nous chercherons a estansensibilité massique de nos
membranes lorsqu’elles vibrent dans le fluide. Eatecomme nous I'avons vu précédemment, le
fluide environnant a une influence considérablelssircaractéristiques vibratoires des membranes et
ainsi sur leur sensibilité en tant que biocapté&im de prendre en compte l'influence du fluide
environnant sur les propriétés vibratoires des ami@mbranes, nous ferons appel ici au modéle
développé par H. Lamb en 1920 [3] dans le cas dinembrane vibrant avec la face supérieure en
contact avec le liquide. Nous présenterons a ceenbia les considérations théoriques nécessaires a
I'extension de ce modele, établi initialement ptaumode de vibration fondamental, aux modes de
vibrations supérieurs.

En fin de section, nous conclurons par un bref pifgkatif de I'ensemble des parameétres
topologiques retenus, en vertu des principes thaes abordés, pour la conception du microsystéme
final.

[1.1.2. Etude du comportement dynamique des micromembranes :
Détermination de la sensibilité massique

Dans le cadre de cette étude, les symétries dmigosmembranes circulaires incitent a traiter
le probléme en coordonnées cylindriques.

Nous considérons dans ce manuscrit des micromabreonstituées d’'un empilement de
couches matérielles et d’'une pastille (le matépid¢aoélectrique utilisé pour I'actionnement) celatra
constituée elle-méme de plusieurs couches. Lalpgstirmet de définir deux zones : I'une, centetle
circulaire comprenant membrane et pastille piénpétpie, I'autre annulaire et périphérique
comprenant uniquement la membrane. Les différecieshes sont supposées isotropes transverses,
linéaires et d’épaisseurs constantes. La figuragghliésente la topographie des micromembranes ainsi
gue les notations employées pour la décrire.
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Vue en coupe

A Dimensions Notation
A 1 t5
| i i Epaisseur de la couche
' . Ly . Ry Rayon de la zone centrale
! : £} : R Rayon externe de la zone périphérique
) i 0 l L, § u(r,z,0) Déplacement radial du point M
2 Zone | e I } w(r,zf) Déflexion du point M
2 périphérique I ! oenlnlei ] N uy(r,z,0) Déplacement circonférentiel du point M
= I N
://: | ! [ i F.(r,z06)
4 ! Vue de lafaq‘e superienre i\\: F(rz0) F,(r,z,6) Résultante des forces appliqués au point M
! | F(r,z,6)
) :
i | — o
: | Proprletes des matériaux
| | Ei Module d’Young de la couche
i Vi Coefficient de Poisson de la coudhe
pi Masse volumique de la couche

Figure 2.1 : Représentation schématique de la gomdition
géométrique des membranes multi-couches suppantenpastille
de matériau (ici, piézoélectrique). A droite, dgsiton des
différentes notations.

Afin de traiter 'analyse modale de nos micromean®s, nous considérons I'analogie avec le
modéle d’'une membrane circulaire encastrée supsortour d'épaisseur et de rayon R en vibration
dans l'air. Ce cas est connu dans la littératutaealogie avec nos micromembranes reste cohérente
ici, pour la détermination des modes propres denagsxe dans le cas d’'une membrane élastique
mince (dimensions latérales grandes devant I'épaiysPour traiter ce probleme, nous considérons
gue la membrane d'épaissédupeut étre traitée comme une plaque bidimensiomipédinaire avec une
masse surfacique égale @h. L'analyse modale d'une telle structure consistelae résolution du

probléme dit de la vibration libre et non-amortee abtte structure. Partant de I'équation difféediati
générale régissant le mouvement du pait{t,d) (cas d’une membrane bidimensionnelt® la
membrane au cours du temps, le probléme de latibribre et non-amortie s’obtient en éliminant
les termes dus aux forces extérieures appliquées gue les coefficients d’amortissements. Ce
probléme en coordonnées cylindriqsesdécrit par la résolution de I'équation suivante

2 2 2 2 Y
* 10 19, aw(r,e,t)+gaw(r,9,t)+iza W60 |, W8 _

Dl — +=-—+—
or? ror r?o6? or? r or r 067 pn ot?

(2.1)

Ici, D représente la rigidité flexionnelle de la membraneoit étre calculée dans le cadre de
'analogie décrite ici comme la rigidité flexionkeléquivalente de I'ensemble de I'empilement de

couches et en prenant en compte les contraintéislési et inter-couches des matériaysh
représente une masse par unité de surface remtigende la densité du matériau de la plaque.
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L'analyse modale consiste alors & assumer guduti@oa cette équation est une fonction ou le mp
et 'espace sont découplés, de la forme :

w(r,8,t) = ¢(r,0) x(t) = ¢r, 6) ye'“ (2.2)

Ou x(t) est une fonction harmonique du temps d’amplitudepexe y et de pulsation. .
En combinant (2.1) et (2.2), on obtient I'équatsuivante :

— 0?2
Nlar DX (t) + Ahatr, 6) — x(t) =0 (23)
AveclII un opérateur différentiel spatial linéaire du gigate ordre défini comme suit :
1( 9% 0° 1 9° 0 1 9’ 9° 2( a° 9’
N=—| —4+— |-—=| 2—+—|+=| 2 - += + 25
r“(aﬁ“ anJ r3( oroo* arj rz( or’06° arzj r(6r3j or* 29

La résolution de cette équation peut étre abordés sangle de la recherche de valeurs
propres du systéme formé par I'équation (2.6).

N[@r,6)| = ¢eAr,6) avec? = 4P 2 (2.6)

Ainsi, résoudre le probleme de la vibration libtenen amortie d'une membrane consiste a
chercher des valeurs du parameffeour lesquelles il existe des fonctions non nuflaisfaisant

I'équation (2.6) et les conditions aux frontieresactéristiques d’'une membrane encastrée sur son
pourtour a savoir :

9Ar9) - 2.7)
o g '

AR, 0) =

De telles valeurs sont appeléadeurs propreset les fonctions associédésnctions propres
La solution de ce probleme pour un systeme a demergions planaires réside en une matrice

bidimensionnelle infinie de valeurs proprézémn) O(m,n) OINxIN et en une matrice correspondante

de fonctions propre(z;‘omn) O(m,n) OINxIN. Chaque paire formée d’une valeur propre (donmel’'u

pulsation et d’'une fréquence propre) et de la foncf{spatiale) propre associée définit modedu
systéme. Les fonctions propres de chaque modessmvent appeléformes de modeu systéeme
oscillant.

L'analyse modale stipule que la réponse a I'équatio mouvement de la membrane libre ou
forcée (absence ou présence de forces extériqaeasse décomposer complétement dans la base de
ses modes propres de vibrations, de la maniérarsigiv

(e0,)

wWr,8,) = > @.(r,6)Xm(t) (2.8)

(m,n)=(0,0)
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Si'on remplace M, par sa décomposition dansalselde ses modes propres de vibrations,
alors I'équation différentielle du mouvement s’érpe comme suit :

(©0,)

> (ﬂ[%n(r,e)]Dxmn(t)Jm(rﬁ)mj=o (2.9)

2
(m,n)=(0,0) ot

Pour étudier un mode de résonance en partic{rier) il convient de multiplier I'équation
(2.9) par la forme du mode considéré et d'intéguar la surface de la membrane. Les formes de
modes étant orthogonales entre elles, c'est-a-dire

[ (1,0 (1,0) =A3,,3,, (2.10)

OU A est la surface totale de la membrané,gést le symbole de Kronecker, il ne reste dans la
somme de I'équation (2.9) que les produits ass@eiéaodegm,n)que I'on cherche a étudier soit :

xmn(t)ﬁﬂfﬂ (901 O)]D @, 6) el e] +xmn(t)ﬁzzf¢;n(r,e)p_h rdrd ej =0 (@11

0

A partir de cette équation, il est aisé de recarméa forme simple de I'équation différentielle
pour un systéme masse-ressort oscillant non-an@mtpeut alors résumer cette analogie en

introduisant les formules suivantes dans lesqueties definissons deux constantb, ., ., et

Ket(mn) respectivement, la masse equivalente modale eidaur equivalente modale caractéristique

de la vibration de la membrane selon le m@dg)

M eﬁ(m,n)X(t) + Kef‘f(m,n))((t) =0 (212)
RzZIT -
avecM gy = | [ Gon(r,6)phrdrd & (2.13)
00
R227T

ot Kemn = | [Mdn(r. O)|D g (r,6) rdrd6 (2.14)

La solution de I'équation différentielle a un tgk®eme est connue et I'on peut définir ainsi la
fréguence de résonance de notre systéme vibramt lgelnodgm,n)comme :

1 |K
fmn =5 fmn) (215)
2” M eff (m,n)
Les paramétres de masse, constante de raideunstante d’amortissement efficace pour le
mode(m,n)sont trés importants pour caractériser |'étatatire de la membrane selon ce mode.
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lIs permettent également de calculer la sensibifigssique en fréquence associée au systeme
oscillant considéré. En effet, la sensibilité sénicomme le rapport entre le décalage de frégaen
de résonance induit par un dépdt de masse et laenthglit dépot, cela peut se formaliser comme
ceci :

df

freq = dn_

S (2.16)

Or, si I'on calcule les dérivées logarithmiques diesix termes de I'équation on obtient
I'équation suivante :

dfyy 1My _ 1 dM
f 2 Mgy 2 M

micromembane (2 ) 17)

micromembane

Ce qui nous permet de définir la formule généraligante pour la sensibilité massique de nos
micromembranes vibrant selon le mdden)

f
— 2.18
M (2.18)

S = —

freq(m,n) —

N

micromembane
Avecf, la fréquence de résonance de la membrane vigetot le modém,n)

Notons enfin gu'il est possible sous certaines ttmms d’émettre I’hypothése d’une relation
linéaire entre la masse totale de la micromembne, ..mane €L 18 Masse modale effective de la

micromembrane vibrant selon le mode (M), ,, - Il est alors possible d’écrire :

df

freq(m,n) = d

f =1 Gl (519

2M

mn — mn

m

. 1
2

M

micromembane eff (m,n)

Avec C_ . le rapport entre masse réelle de la micromembeaneasse effective de la
micromembrane vibrant selon le mode (m,n).

Dans l'optique d’estimer la sensibilité de nos nmiwembranes vibrant selon le mode (m,n)
selon I'équation (2.18), il convient de calcufgf, ce qui impose de connaithysm,n €t Kefim,n avec
précision €f équation 2.15).

Dans le cas de nos membranes, il convient afirodeaitre ces deux paramétres d’intégrer la
contribution en masse et en raideur de chaque eodicBerait nécessaire alors de séparer en deux
termes l'intégration des équations (2.13) et (2daYr distinguer la zone circulaire centrale canét
d’'un empilement de 5 couches de la zone périphérignnulaire constituée de deux couches
seulementdf figure2.1).

Le calcul de la masse effective de nos micromengdsrar conduirait alors comme suit :
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2 T 5 m
Masiny = (0[] [} (1, 8td0+ (2 2] [ ' (s Oyt

Zonepériphérigie Zonecentrale

(2.20)

Dans ce calcul, les formes de modgs,(r,8) sont considérées comme étant identiques aux

formes de modes d’'une membrane monocouche d’épaisste masse volumique de rayonR et
encastrée sur son pourtour. La formalisation demde des modes de vibration ainsi que des

fréquences de résonance est donnée par Blevirsn(4] la forme d’'une combinaison de fonctions de
Bessel du premier ordre, non modifieet modifiéel .

— Amnr _‘]m(Amn) Amnr
gomn(r,ﬁ)—{Jm( R j O Im[ R ﬂcosm@ (2.21)

et

1
2 2 2
a)mn Amn |: Eh } (222)

™ 2w 2R | 12p(1-v?)
A.., représente un coefficient sans dimension, caratigre de chaque mode de vibration.

Cette hypothése est considérée comme valide aotsndition (dite desnembranes minces
gue I'épaisseur de I'empilement multicouche cousfitde la membrane soit faible devant les
dimensions latérales de celle-ci. Ceci sera védifiés notre cas (voir section fabrication 11.2).

Le calcul deK ., » Nécessaire pour obtenfr, se ménerait quant a lui en partant de
I'équation suivante [5]:

2

_ R, r27( 02 2 R c27( 02
Keff(m,n) - DpériphérqueJ‘Rl -[O ?(omn(r!e) rdrd @+ DcentralejO .[O W(omn(r)e) rdrd&

Zonepériphérigie Zonecentrale

(2.23)

En dépit de la relative simplicité de la méthodalgigue modale, une estimation de la
fréquence de résonance des micromembranes baskecslcul des constantes modales de masse et
de raideur effectives aurait pour principal déstag® de ne pas prendre en compte l'effet des
contraintes internes initiales des matériaux. Cescgmtraintes sont générés lors du dépdt des
différents matériaux et ont une influence non mgEglble sur le comportement dynamique des

micromembranes [2]. Ces précontraintes internes s&parties comme suit pour les différentes
couches de nos micromembranes :
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Or, pré contraint en tension
Dioxyde de silicium, pré contraint en compression

Platine, pré contraint en tension

PZT, pré contraint en tension

Platine, pré contraint en tension

Dioxprde & silicivn
Siherurm (subs trat) '\::\

a Viie en coupe

Dioxyde de silicium, pré contraint en compression

/ﬁ”zﬁﬁﬁ@ﬁf‘/

Silicium monocristallin, non contraint

Figure 2.2 : Représentation en coupe de I'empilemematériaux constitutifs du modele élémentsfie la
membrane.

Matériau Contrainte Méthode de mesure ou référence

Valeur estimée en mesurant la fleche en déformaliame plaquette de

-220 MPa Silicium (non-contraint) sur laquelle a été dépleséatériau considéré sur la

Dioxyde de silicium
totalité d’une de ses faces

Platine 500 MPa Branger et al [6]
Valeur estimée en mesurant la fleche en déformaltiame plagquette de
Or 90 MPa Silicium (non-contraint) sur laquelle a été dépleséatériau considéré sur la

totalité d’'une de ses faces
PZT 200 MPa Delobellet al[7]

Table 2.1 : Valeurs numériques des contraintemieg des matériaux des micromembranes.

La poursuite de la modélisation analytique du camgmoent dynamique de nos
micromembranes jusqu’a un tel degré de raffinenashipossible mais ne fait pas partie du cadre de
cette étude. En effet, le caractére global de regtproche nécessite de pouvoir estimer la seréibili
massigue associée a nos micromembranes graceraétinede efficace relativement rapide. Ceci peut
étre accompli en intégrant les effets des coneaiiriternes par le biais d’'une analyse modaleta pa
d’'un modéle a éléments finis. Le temps nécessangalors bien inférieur & celui requis pour mener

son terme une telle modélisation analytique.

L'analyse modale a partir d'un modéle a élémemis fious permet d’extraire les valeurs de fréquence
de résonance et de masse effective et ainsi deirdéldusensibilité massique estimée pour nos

membranes

[1.1.3. Optimisation du mode de fonctionnement.
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I1.1.3.1. Analyse modale par éléments finis

On note chaque mode de résonance d’'une membrangagie grace a deux indicés,n)
servant a les différencier. On définit pour une rmeame circulaire en vibration, les diamétres nodaux
comme les lignes horizontales coupant la membraneip diamétre et le long desquelles 'amplitude
de vibration est nulle. De méme, on définit lexiesy nodaux comme les cercles centrés sur le centre
de la membrane le long desquels 'amplitude deatibin est nulle au cours du temps (I'encastrement
n'étant pas, par convention, un diamétre nodal ipleds La donnée du couple d’entie(m,n)
correspondant respectivement au nombre de dianmddzaix et au nombre de cercles nodaux suffit a
décrire un mode de vibration. Il existe deux typdesmodes, les modes non dégénérés et les modes
dégénérés. Les modes non-dégénérés sont les medesssédant pas de diamétres nodaux (m=0),
pour ces modes possédant I'axisymétrie par ragpdexe z, une seule fréquence de résonance est
possible. Les modes dégénérés quant a eux somigssaodeux ou plusieurs fréquences de résonance

voisines, les formes de modes associés étant gquestivia une rotation d'un anglg (g étant un
q

rationnel).

a) Mode (0,2) b) Mode (2,0)

Figure 2.3 : Représentation schématique de la foemaode, a droite d'un mode dégénéré et a draite iode
non-dégénéré.

Les simulations modales nécessaires au dimensitamnte des différentes membranes
composant les puces avant leur fabricaticihsgection 11.2 ont été réalisées a I'aide du logiciel de
simulation par modéles a éléments finis Coventod2®07. Les contraintes de chaque couche ont été
implémentées dans le logiciel en fonction des yaleommunément rencontrées dans la littératfre (
fig 2.2. La piézorésistance n’'a pas été prise en congteansidérée comme négligeable dans une
analyse modale pour des raisons abordées pluBiffiirentes structures de maillage du modéle des
membranes ont été testées. La structure retenueneownaiment adaptée a la géométrie de la
membrane circulaire étudiée ici a été le modéle Isas un arrangement de tétraédres de différentes
tailles. Cette structure permet d’adapter la précidu maillage au degré de détail des structynles,
large pour le substrat, plus précise autour destsires de la pastille d’actionnement. Pour ce tipe
modéele, I'utilisateur définit une taille moyenneupd’ensemble des tétraedres du modéle. Plusieurs
dimensions ont été testées et une taille moyenseté&teaédres de 2 pum a permis d’atteindre un
optimum entre précision de la mesure et temps ldellcéci, nous présentons I'analyse conduite pour
une micromembrane d'un rayon de 400 um avec unil@abactionnement de rayon 200 um. La
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table 2.2 et la figure 2.4 présentent les fréquerse résonance ainsi que les masses effectives
modales associées a chacun des 15 premiers modett@lenembrane.

4.00
3,50 °
(0,0)

3.00

£ Sens d’augmentation
v T I e
3, 150 ® de la sensibilité
S ? N e ——
e (1,0) i
= i ’ (0.1) Exemple de deux modes
é - 3 5 degénéres (4,0)
b 20) 8, -
o Lso 2 &
L]
z (3,0) ey "
= 100 iy (02) °
= ¢ S B
'\(490)," o
0.50 Sosart
0.00
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Fréquence (FHz)

Figure 2.4 : Représentation graphique des résuléakanalyse modale pour une micromembrane de ray@rne 400 um et
surmontée d’une pastille de PZT de rayon 200 pum.

Mode Fréquence de résonanéelf) Masse effectivel(g) Raideur effectivekg.s?)
(0,0 128,06 3,49 2,26E+03
(1,0) 336,75 2,53 1,13E+04
(1,0) (rotation 77/2) 347,58 2,51 1,20E+04
(2,0) 704,65 1,81 3,54E+04
(2,0) (rotation 77/ 4) 715,18 1,85 3,74E+04
(0,1) 878,26 2,37 7,23E+04
(3,0 1195,51 1,59 8,95E+04
(3,0) (rotation 577/6) 1199,63 1,55 8,81E+04
(1,1 1476,34 1,49 1,28E+05
(1,1) (rotation 72/2 ) 1492,11 1,44 1,27E+05
(4,0) 1856,73 1,07 1,45E+05
(4,0) (rotation 71/8) 1917,94 1,23 1,78E+05
(2,1) 2282,39 1,37 2,82E+05
(2,1) (rotation 7/4) 2360,29 1,52 3,34E+05
0,2) 2556,06 1,17 3,02E+05

Table 2.2 : Table des résultats de I'analyse modeieée grace a une simulation par éléments finis poe membrane de
400 pum de rayon surmontée d’'une pastille piézodtget
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I1.1.3.2 Avantages d’'une opération des membranes sur des modes
supérieurs au fondamental.

Au cours des précédents travaux menés sur les mécnbranes résonantes au sein du groupe
Nanobiosystemes, la seule approche envisagée pgureater la sensibilité des membranes était de
réduire leurs dimensions. En effet, on réaliseiaine augmentation de la fréquence de résonance de
la membrane suivant le mode fondamental tout enindiamt de fait la masse de la membrane.
Cependant, I'expérience passée au sein du groopmmaé que la réduction de la taille des membranes
allait de pair avec une difficulté grandissantendaitrise de la géométrie. Cette incertitude a une
influence substantielle sur I'efficacité de la déien piézorésistivecf section I1.1.%. De plus, pour
des dimensions latérales inférieures a 10 um, ksilles de PZT déposées présenteront de
nombreuses anomalies de leur capacité piézoéleetrica non-maturité de ces technologies pour de
telles dimensions nous incite a envisager une appralifférente que la réduction en taille pour
augmenter la sensibilité des membranes. Ici, nastiipns les deux principaux arguments qui nous
ont amenés a envisager l'utilisation de membraheslarges

Premiérement, dans le cadre d’'une détection du eroemt par des jauges piézorésistives, un
parameétre critique a contréler concerne la positierces jauges par rapport a I'encastrement. Or, la
réduction en taille entraine des procédés de geavuwins contrblables et donc une plus grande
incertitude quant a la position relative des jaug@&szorésistives vis-a-vis de I'encastrement. En
réalisant des membranes plus grandes, ce problgtngergourné.

Deuxiemement, la problématique qui nous occupeeexligs temps de réponse du capteur
relativement courts. Si le capteur possede uneamagsimum détectable correspondant a n entités
biologiques, le temps de réponse du capteur setamps moyen pour que n espéces biologiques
présentes en solution se greffent a la surfaceiakapteur. Or, seuls des phénoménes de diffusion
sont responsables du mouvement des entités biolegigu sein de la solution. Pour deux capteurs de
masse minimum détectable identique, mais posséansurfaces vibrantes fonctionnalisées de taille
différente, le temps de réponse sera plus court p@wapteur possédant la surface de capture
fonctionnalisée la plus grande.

En réaction a ces deux arguments, il faut objeqtier par rapport aux derniers travaux sur le
sujet (pour rappel, les micromembranes utiliséesdaet les travaux de thése de Cédric Ayela
faisaient 100 um de rayon), toutes choses égaleailpeurs, I'utilisation de membranes aux rayons
plus importants entrainera une diminution de lass#®lité massique. C’est pour combler cette peete d
sensibilité que nous combinerons dans le cadreetie étude, membranes avec des rayons de l'ordre
du demi-millimétre et vibration selon des modesésigurs au fondamental (i.e. des moftag)avec
(m,n)}%(0,0)). En effet, la fréequence de résonance augmeotir les modes de vibrations supérieurs.
La sensibilité massique associée aux modes detigibraupérieurs sera donc meilleure que celle
associée au mode fondamental de part ce simple fait

Enfin, lors de la vibration de la micromembranesan milieu liquide, I'utilisation du mode
de vibration fondamental provoque un fort couplagére la membrane et le liquide présent sur sa
face ; ce couplage contribue & ce que le mode foedtal soit fortement amorti par le fluide
environnant. Southwortét al ont montré que l'utilisation de modes de résonauprieurs tendait &
réduire ce couplage et donc a réduire 'amortissgndes vibrations par la présence d'un fluide
environnant [8].
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[1.1.4. Remarques sur la théorie de I'actionnement

La mise en vibration de la membrane est réalisétagaastille piézoélectrique via I'utilisation
de I'effet piézoélectrique indirect. L'applicatia@’une tension aux bornes du matériau piézoéleariqu
génere principalement une extension transversalemdtériau. Etant solidaire du reste de la
membrane, cette extension génére des contraintamlés au sein de la membrane. Or, la pastille
piézoélectrique se situant hors du plan neutre (pEinition, plan dans lequel les contraintes
s’équilibrent dans un état global de contraintefies) les contraintes latérales s’exercant sur la
membrane se traduisent par la génération d’un momherflexion distribué. C'est ce moment de
flexion qui induit la déformation de la membranéosd’axe z Il est possible d’exprimer une relation
formelle entre la tension appliquée aux bornesadeouche piézoélectriqgue et le moment résultant
appliguée a la membrane. L'établissement d’'une tellation a permis a DeVoe [9] de modéliser des
structures résonantes de type pont a actionnemeatétection piézoélectrique sous la forme simple
d’un circuit électrique équivalent permettant dedre compte facilement de la résonance du systéme
actionnement-pont-détection complet. Une étude goemdre le modéle de DeVoe établi pour des
ponts piézoélectriques au cas de membranes a retmnt et détection piézoélectrique (traités dans
les travaux de these de Cédric Ayela) a été effeetla donné lieu a plusieurs publications [10][11]
Par souci de synthése, nous n’intégrons pas laipgéso de ce modéle au sein de ce manuscrit. Le
choix a été fait de s’en tenir aux fondements dihdmrie piézoélectrique suffisant pour expliqueer |
mise en régime de vibration entretenue de la memebra

Les équations fondamentales de la piézoélectrait&éoordonnées cartésiennes stipulent la
relation suivante entre le champ électrique appgligu(E,, E,, E,) et la déformation (longitudinale et

en cisaillement) du matériau piézoélectrique :

Ex| [dy dy dy |
Eyy d, d, ds E
€2 d dy; dy ”
| [ Gy || e
Exx dis dys dy ’
| Exy _d16 dy d36_

Dans notre cas, le champ électrique est générkapaltication d’une tensioV,,, aux bornes
du condensateur plan, constitué du matériau piéeviue et des deux électrodes métalliques. Nous
faisons ici I'approximation du condensateur plafininet assumons qu&,=E,=0. De plus, nous
négligeons les déformations de cisaillement qunngue peu d’'influence dans le cas de structures
suspendues pour lesquelles I'épaisseur est népleekevant les dimensions latérales. Alors, nous
déduisons de (2.24) que l'essentiel de la défoonmatiu matériau sera porté par les coefficients
piézoélectriquesls;, ds, et dss. Ceci est particulierement vrai dans le cas du @Il posséde des
coefficients électriques transversis et ds, éleveés, justifiant son utilisation comme actiorméans
de nombreuses applications [12].

Parmi ces trois coefficients, celui lié a la défatimn verticaledss génére un gonflement du
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matériau piézoélectrique selon I'axe z. L'influers® ce gonflement sur la mise en vibration de la
membrane peut étre négligée en comparaison dess efies coefficients piézoélectriques de
déformation longitudinale transverdg et d;;. Ceux-ci sont presque entierement responsablés de
création du moment distribué, générateur de laatitmmn de la membrane [13].

L'influence de la tension d'actionnement et du rayde la pastille d’actionnement sur
I'efficacité de I'actionnement a été déja étudiées|de la réalisation de plusieurs configuratioas d
membranes résonantes. Le point de fonctionnemetimalp a été trouvé pour une tension
d’actionnement sinusoidale d’amplitude 100 mV ettieg autour d’une valeur continue appelé bias et
égale a +1V [2].

I1.1.5. Optimisation de la détection piézorésistive

I1.1.5.1. Eléments de théorie, optimisation du dimensionnement des
piézorésistances.

La capacité de certains matériaux a exhiber deagements de résistivité électrique sous
'action d’'un stress mécanique, phénomeéene désoromisu sous le nom de piézorésistivité, a été
découverte par Lord Kelvin en 1856. Au®?®siécle, alors que les matériaux cristallins étaigitisés
pour de nombreuses applications électriques, lpactiZs piézorésistives exceptionnelles du silicium
et du germanium furent redécouvertes et amplifi@@sSmith [14][15]. La piézorésistivité des métaux
est principalement liée a la modification de largétrie du matériau (s'il est cristallin, il s'adgt plus
souvent d’'un changement de la longueur de maiti@ctéristique). Ainsi, si 'on exprime la sensitdli
piézorésistivex d'un métal, soit le rapport entre la variationat®le de résistance et la variation
relative de sa longueur, on peut écrire :

k= R/ . (2.25)

Or, nous connaissons I'expression de la résistda@® conducteur comme étant :

R:,oelE (2.26)

~

Avec p. la résistivité du matériad,la longueur e la section du conducteur. La résistivité
d'un métal aux propriétés piézorésistives ne pénaet €onsidérée comme constante. Il convient de
considérer sa variation avec le volumhdu métal grace a la relation suivante.

%:Cd_v
Pe v

avecC la constante de Bridgma@{si~1 ; Csemiconducteur 7100 ; Csemiconducteur ®-100). Nous
obtenons alors :
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%:Cﬂ: C(&+A_Sj = C(gL +28T)
P \Y L S

On peut alors exprimer la différentielle de I'éqaat(2.26) :

S
= e +———S:[C(1—Zz)+ I+ Xe = K,

AR AL AS) AL A
- = C — 4
L
Le changement de la taille de la maille cristallimedifie la résistivité du matériau. Le
changement de la résistance est lié quant a ldhangement de la résistivité conjugué a la
modification du volume du matériau soumis a undreamte. On peut alors obtenir le facteur de
sensibilité piézorésistive du métal sous la foroigate [16] :

k=C@l-2v)+1+2v (2.27),
Ce qui nous donne une valeur proche de 2 pour é&sux.

Dans le cas de matériau semi-conducteurs, la skbésiézorésistive observée peut étre dans
certains cas jusqu'a deux ordres de magnitude isup&ra celle exhibée par les métaux. En effet, le
caractére piézorésistif de certains semi-condustearrepose pas uniquement sur un changement de
géométrie induit par la contrainte mais égalememtune altération de la structure de bandes de
conduction des éléments constitutifs du réseau Keifist de la contrainte appliquée. Ceci se tradui
en théorie par une dépendance du paramgt@ la contrainte via lintroduction de coefficients
piézorésistifs transverses spécifiques aux sendwrteurs, liés a la modification de la mobilité des
porteurs de charge sous l'influence des contraintes

Les piézorésistances fabriquées a partir d'un naatésemi-conducteur sont fortement
influencées par la Ilumiere et la température, isahti des caractéristiques de
dissociation/recombinaison des porteurs difféerenddim de s’affranchir de ces effets parasites, ces
piézorésistances sont souvent montées en pont @atéfbne avec d’autres résistances de référence,
permettant des mesures différentielles.

La structure piézorésistive étudiée ici est défaaas la matrice de silicium constitutive de la
membrane via un procédé d’implantation ionigcfe gection 11.2.2 Optimiser la variation relative de

- AR . . : N . e
resstanceF de cette derniere nécessite de connaitre parfaltem geometrie ainsi que sa

localisation par rapport au profil de contraintésrivant la membrane en vibration.

Etant donné qu'il n’existe pas de méthodes analgsgsimplifiées pour rendre compte de la
distribution des contraintes au sein d'une membine couches précontraintes et vibrant selon un
mode de résonance (m,n), nous avons utilisé ugitgie simulation par éléments finis pour accéder
a cette information. Une fois le profil de contte au sein de la membrane connu pour différentes
valeurs de la fréquence d’oscillation hors résoaat@ la résonance selon le mode (m,n), noussavon
estimé, via ce profil, la variation de résistanekative de la piézorésistance sous une polarisation
tension.

iy

De nombreuses configurations géométriques ontiltélées pour les piézorésistances afin de
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. . , AR . .
déterminer laquelle offrait la plus grande vanat+eR— a la résonance. Nous ne présenterons pas dans

cette section toutes les configurations testées lpopiézorésistance. En effet, de nombreux travaux
ont montré que les contraintes étaient maximalesaginage de I'encastrement, c’est donc a cet
endroit qu'on doit observer les plus grandes viarat de contrainte donc de piézorésistance. De
méme, a I'encastrement, selon l'axe vertical z,destraintes maximales sont confinées prées de la
surface (avant et arriéere) de la membrane [17]siAfntitre d’exemple, aprés avoir fixé la positjmar
rapport a I'encastrement et la largeur de nos péststances, nous présentons les résultats déybana
harmonique piézorésistive autour de la fréquencaédenance du mode de vibration (0,1) pour
différentes valeurs d’ouverture angulaire de lazpiésistance. La figure 2.5 représente une vue
schématique de la configuration géométrique deidaopésistance par rapport a I'encastrement, les
courbes de variation relative de résistance pautrtes ouvertures angulaires sont exposées gueefi
2.6.

Demi-ouverture
angulaire

Encastrement de la membrane
cireulaire

Largeur

Figure 2.5 : Configuration géométrique de la japgzorésistive utilisée pour la détection du mousende la
micromembrane résonante.

Ces trois configurations ont abouti aux trois cesrbuivantesi(s’agit de variations relatives
de résistance en fonction de la fréequence d’exoitat

0.0004
0.0003

0.0002 +
Limite de détection efficace —— 22 ouverture angulaire 20°

0,0001 ‘
R o

| &

. ouverture angulaire 40°

()
878245

. ouverture angulaire 60°

878247 878249

x|k »|R

378253 878255 878257 8782359 878261 878263 878265

) fréquence (Hz)
-0,0001

-0,0002 -
-0.0003
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Figure 2.6 : Graphique des variations relativeadgi€zorésistance, pour plusieurs ouvertures amgsildifférentes, en
fonction de la fréquence de vibration de la meméyrantour du mode (0,1) pour une membrane Rye400pm
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Ces courbes attestent de la capacité d’'un éléniénbngsistif & détecter la résonance de la
membrane au sein de laquelle il est intégré. Leatians relatives de résistand®/R au moment de
la résonance excédent un niveau de variationsivesasuffisant, défini par les caractéristiques de
I'électronique de détection pour générer un sigélaictrique avec un rapport signal sur bruit
acceptable.

I1.1.5.2. Choix des modes de résonance

Il est important de s'attarder ici sur les modesvid®ations possibles pour une détection
piézorésistive. Comme on a pu le constater, certaimdes sont dits dégénérés lorsqu’ils possédent au
moins un axe de symétrie. Ces modes sont souvepiésodeux par deux, avec la méme forme de

I . , 7l . .
mode de vibration mais I'un obtenu par rotationl'datre d’'un angle— (q étant un rationnel). La
q

figure 2.7 donne un exemple avec le mode (2,0nelforme de mode dit « dégénéré ». On comprend,
en observant ce mode, que certaines positions pi@zarésistances ne permettraient pas la détection
du mouvement. En effet, si la jauge piézorésistigetrouve a cheval entre une zone de « ventre »
d’amplitude dans un sens et une zone d’amplituderge, celle-ci subira deux effets inverses (I'un,
sur une partie, d'augmentation de sa résistanckagtre, sur l'autre partie de diminution) qui
pourraient se compenser et ne permettre aucunetioétele mouvement. C’est pour s’assurer que ce
cas ne se présentera pas que nous avons décide s wviser un fonctionnement de la membrane
selon les modes dits « dégénérés ».

=

ntMag. 0.0E+00 25€-01 01 75601 10E+00

COVENTOR

Figure 2.7: Forme modale d’'un mode de vibrationétégé (en I'occurrence le mode (2,0)) obtenue ipaulation par
éléments finis.

Dans le cas ou la jauge piézorésistive ne seraisjiaée « a cheval » entre deux zones mais
au sein d’'un ventre d’amplitude, il ne serait pafigieux néanmoins de choisir d’'opérer les modes de
vibration dégénérés pour la raison suivante : patenix modes couplés dégénérés, la position des
diamétres nodaux est déterminée par la présencecglilarités topologiques qui influent la
localisation de ces diamétres. Aucune méthode m'@annue a ce jour pour déterminer de maniere
générique la position des diamétres nodaux d’'unemodégénéré », il est donc difficile, pour deux
modes dégénérés aux fréquences de résonancedcbepide savoir avec exactitude lequel des deux
modes sera effectivement détecté.
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En tenant compte de I'ensemble de ces considégationus retiendrons deux modes de
vibration supérieurs au mode fondamental suscegtithlétre utilisés : le mode de vibration (0,1)eet
mode de vibration (0,2). Possédant des fréqueneeggbnance distinctes de tout couplage avec un
autre mode, ils pourront étre identifiés sans émie. Enfin, étant axisymétrique, il ne peut se
présenter de cas ou la détection par piézorésesaserait théoriquement impossible. La forme de ces
deux modes obtenus a travers la simulation mquai€léments finis est donnée figure 2.8

£ 3 o)

= W

Opm 025 05 0,75 1pum
Modal displacement

0 pm 0,25 05 0,75 1um
Modal displacement

Figure 2.8 : Représentation des modes de vibragih} et (0,2) obtenus pour une micromembraneiparlation par
éléments finis. La fréquence de résonance de chidegnrs deux modes est surlignée de vert claitabla 2.1

I1.1.6. Vibrations dans un fluide, modélisation théorique associée.

Afin de terminer cette revue des principes théafuntervenant dans la prévision des
caractéristiques mécaniques des micromembrarest, riécessaire d’'étudier plus en détail le cased’'un
vibration en immersion dans un fluide. Les fluidesisidérés dans cette étude sont newtoniens et de
viscosités proches de celle de I'eau. La situatighorique, décrite dans la figure suivante, edecel
d’'une membrane supportant sur sa face supérieuvelume de liquide considéré comme infini. Ceci
signifie que la plus petite dimension de I'espaceupée par le volume de liquide doit étre grande
devant I'amplitude de la déformation des membramesours de la vibration (ce qui sera toujours le
cas ici).

(]

Domaine liquide z

S,

A

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
: Membrane circulaire
|

Encastrement Encastrement
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Figure 2.9 : Schéma descriptif du probleme debaation de membranes circulaires dans un miliauidig pour laquelle une
seule des faces est en contact avec le liquide.

Il convient a ce stade d’étudier plus en détailjdeénomenes responsables de I'amortissement
de la vibration de la membrane. Lors d'une vibrate la micromembrane dans l'air, 'amortissement
de la vibration intervient selon la manifestatiantcbis effets. Une partie de I'énergie de la \tiora
est perdue par dissipation dans le substrat aarsale I'encastrement. De plus une partie de lgeaer
mécanique est employée a compresser la massecdiagnue sous la membrane. En effet, comme il
est décrit a la section 11.3.1, les puces contelenmembranes sont collées sur un substrat rjgade
leur face arriére, ainsi, la masse d’air comprisessla membrane se retrouve piégée et dans
incapacité de s’équilibrer avec I'environnemenitérieur. Cette masse d'air se retrouve donc
compressée a chaque vibration de la membrane. émoptene de perte d’énergie di a ce phénoméne
est appelé amortissement de compresssgndeze dampingn anglais). Enfin, une autre source de
dissipation d’énergie mécanique intervient au traves forces de frottement visqueux et des forces
de pression entre la membrane et le fluide envanhnDans le cas de l'air, cette contribution est
négligeable.

Dans le cas d’'une membrane en vibration dont la fapérieure est immergée dans un fluide
visqueux (d’une viscosité proche de I'eau dansenoss), les effets responsables de la majorité de
I'amortissement ne sont pas les mémes. On pelnglier deux effets principaux liés a la présence de
fluide sur la face supérieure de la membrane. Rremient, I'inertie de la membrane sera augmentée
puisque chaque élément volumique de la membranea d&vrainer dans sa vibration la masse de
I'élément de fluide correspondant au dessus dedmlmnane. Cet effet peut étre modélisé comme
'ajout, a la masse effective modale de la membrafene masse effective liquide, reflétant ainsi
laugmentation de l'inertie de la membrane. D'aupart, I'élément de fluide entrainé dans le
mouvement de la membrane subit des forces de rfiette visqueux importantes avec les éléments
voisins. L’effet résultant au niveau de la membra@égide en un net amortissement que I'on peut
modéliser par I'ajout d’'une constante d’amortisseiiguide a prendre en compte dans les équations
de la mécanique de la membrane [18].

L’ensemble des considérations décrites ici est desi travaux théoriques de H. Lamb [3]
décrivant le comportement de membranes circulait@sant avec une face en contact avec un volume
semi-infini de liquide.

Le modeéle de Lamb prend pour axiome initial la sagigon suivante : la forme des modes de
résonances d’'une membrane circulaire dans I'ate rexhangée lors du passage a des oscillations
dans un milieu liquide. Cette hypothése a été galigour des membranes circulaires macroscopiques.
Partant de cet axiome, le modéle de Lamb compareigie cinétique d’'une membrane circulaire
oscillant dans l'air et I'énergie cinétique suppétaire causée par I'ajout de la masse virtuadke diu
liquide en contact avec la membrane en oscillatientapport de ces deux énergies est appelé facteur
AVMI (pour Added Virtual Mass Increment facipnotép. Ce facteur permet de relier la fréquence de
résonance dans l'air a celle dans le liquide p&oriaule suivante :

fair

fqu
Va+5) (2.28)
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formule pour laquell@ s’exprime pour les micromembranes visées ici, par:

,B :r pliq Rz
mn mn ,amoy

(2.29)

Ici, piq est la densité du liquide, les indiceset n sont utilisés pour désigner le mode de
vibration utilisé ;m représente le nombre de diametres nodaex gour lesquels I'amplitude de
vibration est constante et nulle au cours de laatitn) etn le nombre de cercles nodaux (sans
compter I'encastrement). Le coefficient,, est appelé coefficient NAVMI (pouXondimensionnal
Added Virtual Mass Increment facjorSa valeur est donnée dans la littérature [19Qjr dous les
modes de vibration possibles d’'une membrane cireulRour le mode de vibration (0,1), il est égal a

0,27613 et pour le mode de vibration (0,2), sewahumeérique est 0,16513. Le coefficigott,

représente la moyenne sur la membrane de la magseigue, il est calculé dans notre cas comme
suit, en prenant en compte la distinction entreezmériphérique annulaire et zone centrale :

— _(R°-R) ¥ R’ <
Phooy =257 P+ —5 ) ot (2.30)
e 2PN REL

Zonepériphérige Zonecentrale

Une autre méthode d’exprimer la fréquence de résmnaans le liquide est possible, en
utilisant la masse modale effective et la constdrteaideur modale effective dans le liquide :

1 |K i
fmn liq e it (231)
- 21\ M gt (mny i
Selon les hypothéses de Lamb sur les effets ddefl@nvironnant, seules les masses et
constantes d’amortissement effectives modales affettées par la présence du fluide. La constante

de raideur effective restant inchangée, on peutiic@M ., ., ;, €t €crire alors la relation suivante
pour la sensibilité massique de la micromembrams taliquide:

_ 1
Siq _mn Sair_mn (1+ IB)% (2-32)

De cette formule de la sensibilité massique poundele(m,n) dans le fluide, il est possible
d’estimer a un facteur prés la masse minimum déiéetde la micromembrane en vibration dans le
fluide via la relation de proportionnalité suivante

o fo
M min_lig_mn u ‘Siq_mn e (233)

an_liq

Avec Qmn_jiq étant le facteur de qualité de la vibration sdlmode(m,n) de la membrane
dans le liquide.
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Le calcul précis de la masse minimum détectableedmicromembrane vibrant selon le mode
(m,n) s’effectue en fonction du bruit effectif digrsal de suivi de la fréquence de résonance dans le
temps, comme il sera explicité au chapitre 11l

Nous avons alors montré la possibilité de prédmalygiquement les caractéristiques des
micromembranes dans le fluide en tant que biocaggice aux considérations du modéle de Lamb
incrémenté pour les modes supérieurs. Cependaettalie détermination requiert de disposer de
méthodes analytiques pour estimer le facteur dét@uhune micromembrane vibrant dans le fluide.

Si de telles méthodes existent pour détermineryigaement le facteur de qualité d’'un micro-levier
résonant [20], ce n'est pas le cas pour nos stegtmulti-couches membranaires. Ainsi, nous
procéderons a la dégradation du modele analytigésepté en un modéle semi-analytique, semi-
expérimental puisqu’une fois relevées, les valexerimentales des fréquences de résonance dans
I'air seront utilisées pour estimer celles danglu&de ainsi que les sensibilités et masse minimum
détectables dans le fluide.

II.2. Fabrication, et conditionnement des micromembranes
résonantes.

I1.2.1. Présentation du contexte général

Le procédé de fabrication des micromembranes iansmement piézoélectrique et détection
piézorésistive constitue la jonction de deux preaegechnologiques réalisés au LAAS et a 'lEMN :

La fabrication, et le packaging (ou conditionnemetiés microsystémes ont été réalisés grace
a la collaboration du service TEAM du LAAS-CNRS (pd echniques et Equipements Appliqués a la
Microélectronique) et de la Centrale Technologidad’IEMN-CNRS.

Les couches concernant I'actionnement piézoélectrignt été déposées puis structurées a
I'IEMN. Ces étapes du processus de fabrication gwasystéme ont été réalisées par Caroline Soyer,
maitre de conférences au sein du groupe dirig®pais Remiens.

Le procédé de fabrication des micromembranesianaement piézoélectrique représente un
processus de fabrication comprenant 11 étapes od#olphographie et une gamme variée de
techniques de microstructuration de surface etodienve. Nous décrivons dans la suite de ce chapitre
le détail de ce processus en distinguant la faliwitales jauges piézorésistives réalisée au sela de
salle blanche du LAAS, puis le dépdt et la struation du module d’actionnement piézoélectrique
réalisés a I'lEMN et enfin la passivation des dinues électriques et la libération des membranes pa
gravure profonde face arriere effectuées de nouaadlAAS.

[1.2.2. Module de détection piézorésistive

Le procédé de fabrication décrit dans I'ensemldecette section 1.2 est initié a partir de
plaguettes de silicium de type silicium-sur-isol@mafer SOI, Silicon-On-Insulator) de taille quatre

80



pouces dopées N. L'utilisation de ce type de plaqueermet un trés bon contréle de I'épaisseur des
membranes. En effet, I'oxyde enterré peut étrésattomme couche d’arrét lors de la libération des
membranes. Or, cette couche d’oxyde thermique rénteune position et une épaisseur précisément
contrdlable lors du processus de fabrication daguattes SOI. Les plaquettes de type SOI utilimées
auront comme caractéristiques un silicium monaaltist qui définira les membranes d’épaisseur 5
pum, la couche d’oxyde enterré mesurant 1 um powubstrat de silicium de 525 pum.

La premiére étape du processus de fabricatiotaegtavure des motifs d’alignement sur la
plaguette. Leur rdle est le suivant: le procédéfatwication incluant de nombreuses étapes de
photolithographie afin de structurer les matérialgonvient de conserver un alignement des couches
entre elles d’'une étape a la nouvelle. C'est danbut que les motifs d’alignement sont gravés par
gravure ionique réactive (RIE, Reactive lon Etchidjectement a travers le silicium monocristallin
jusqu’a I'oxyde enterré afin de constituer une réfi€e inamovible tout au long du procédé.

Afin de définir la forme des motifs d’alighnement) procéde par photolithographie UV. Dans
cette technique, l'illumination par une lumiéreraltiolette d’une résine photosensible, a travess de
motifs transparents définis sur un masque opacgrengt de définir au sein de la résine un ensemble
de zones aux propriétés différentes. Aprés lillnation, la résine est durcie via un recuit therraiqu
sur une plaque chauffante pendant une durée précisene température contrélée. Puis la plaquette
est trempée dans une solution chimique appelédatéué qui va dissoudre certaines parties de la
résine. On définit dans ce cadre la polarité désne en fonction des zones qui seront dissoates d
le bain du révélateur. Les zones illuminées sedisgoutes dans le cas d’'une résine dite positive et
inversement dans le cas d’une résine négative.

Les zones dissoutes permettront I'accés au siliclmonocristallin de la plaquette pour
traitement particulier (dépdt, gravure,...) alors dee zones restantes consolidées par le recuit
serviront de masque physique pour protéger lesszagela plague qui ne sont pas visées par
I'opération technologique en préparation.

Une fois la forme des motifs d’alignement révélde procéde a la gravure du silicium afin de
transférer ces motifs sur la plaguette. La grawieffectue via un procédé de gravure utilisant un
plasma d’ions afin de bombarder la surface et herala matiere s’y trouvant. Cette technique appelé
gravure par ions réactifs ou RIE en anglais, pexeejraver la matiére de maniéere anisotrope. Or, en
alternant phases de gravure et phases de polytdmisdes flancs de gravure sous atmosphére
gazeuse, il est possible d'obtenir un effet de gmglobal anisotrope suivant la direction vergcal
On procéde ainsi a la gravure du silicium sur 2 jem.fin de processus, la résine photosensible
polymérisée présente sur la plaquette est retir@eega une solution d’acétone. Restent alors sur la
plaguette les motifs d’alignement gravés danslilgilgin monocristallin.

La fabrication des piézorésistances est réaliséeiten Le silicium monocristallin exhibe
naturellement des propriétés piézorésistives, l#da modification de sa conductibilité lorsque sa
structure cristalline subit une déformation élastiqDans notre cadre, la fabrication des jauges
piézorésistives consistera a fortement augmenseurigpriétés piézorésistives du siliciimsitu grace
a l'insertion d’ions Bore dans la matrice cristadlidu silicium.

Nous avons vu a la section 11.1.5.1, que pour asaume efficacité optimale de la détection
piézorésistive, les jauges devaient étre confidées les zones exhibant les plus grandes contsainte
mécaniques au cours du mouvement de la membrasezdbes sont localisées a I'encastrement de la

81



membrane et concentrées dans la partie supérieurépaisseur de la membrane. Ainsi, nous avons
défini un profil de piézorésistance s'étendant eimgint sur 200 nm en profondeur afin de maximiser
leur sensibilité.

Afin de créer le profil en profondeur des piézaostsmices sur de faibles profondeurs, deux
méthodes sont possibles pour réaliser le dopagsilidium : le dopage par diffusion d'impuretés
[21][22] et le dopage par implantation ionique. t€ederniére technique consiste & bombarder la
surface de silicium avec un faisceau d’ions acééléElle est la plus employée dans le domaine des
circuits a haute densité d'intégration. En effédnérgie du faisceau d’ions peut étre facilement
contrélée, ce qui permet d'obtenir un grand coetrd# la distribution en profondeur des impuretés
implantées tout en connaissant parfaitement la dasaduite. C’'est cette technique que nous avons
retenue dans le cadre de la fabrication des jgpigesrésistives équipant nos membranes.

Afin de déterminer les zones ou I'on souhaite ddegmpropriétés piézorésistives du silicium,
un masque physique est réalisé par une couche dBoxle 300nm Cet oxyde est obtenu par
croissance thermique sous atmosphére séche. Gréne deconde étape de photolithographie, on
détermine les zones devant recevoir 'implantagon grave I'oxyde aux endroits non protégés par
la résine en immergeant la plaquette dans uneiaolutacide fluorhydrigue tamponnée. Cette
solution permet d'ouvrir 'oxyde aux endroits soités, définissant ainsi le masque physique qui
permettra la réalisation des piézorésistancesmalantation.

Il est acquis que pour réaliser la formation dufipde distribution en jonction mince de la
piézorésistance avec des ions légers tels que e, Baconvient de réaliser avant I'implantation du
dopant une préamorphisation du substrat en bombiatalssurface de silicium avec des ions lourds
(dans notre cas du Germanium). Cette préamorphisgiermet d'éviter I'effet de canalisation des
ions de Bore incidents, au travers de la struattistalline du silicium. L’absence de ce phénoméae
canalisation autorise un contrdle optimal du proéldistribution en profondeur du Bore au seinade |
matrice de silicium. Nous réalisons cette préamsgtion grace a un faisceau d'ions Germanium
d’énergie 60 keV et avec une dose implantée de'$idifs.cn’. Cependant, afin de limiter I'étendue
en profondeur de cette zone préamorphisée, noudgemns les zones visées grace a la croissance
d'un oxyde de 6 nm sur toute la plague. La préatisgtion est réalisée puis, consécutivement,
l'implantation des ions Bore avec une dose de @'Xitins.cnf et une énergie de 15 keV.

Une fois l'implantation réalisée, I'immersion de fdaquette dans une solution d'acide
fluorhydrique 30% tamponnée permet de retirer laexgonstitutif du masque de protection. Afin de
conférer le maximum de piézorésistivité aux strreguon fait subir a la plaquette, une contraimte e
température, appelée recuit thermique rapide quingede recristalliser la structure du silicium,
rendue amorphe lors des étapes de préamorphigatibimplantation [23]. Ce recuit thermique rapide
consiste en I'application au sein d’un four halogé@e rampes en température avec des dynamiques
trés rapides. Le procédé appliqué ici est détailléigure 2.10.
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Figure 2.10 : Détail du procédé de recuit thermicamde employé pour régénérer la structure clirséatiu silicium apres
insertion des ions Bore, ce qui confére aux strestune piézorésistivité optimale. La courbe raegeésente la consigne
appliquée en température et la courbe verte lameila température effective de la plaque.

Dans le but de contrdler la profondeur d'implaiotatdu bore au travers de la matrice de
silicium monocristallin, nous avons procédé a unalyse par spectroscopie de masse par ions
secondaires (SIMS). Cette étude permet d'obtenficega I'analyse des ions éjectés de I'échantillon
lors de sa destruction contrélée, un profil de eom@tion des divers éléments constitutifs des
piézorésistances en fonction de la profondeur. Damatyses SIMS sont menées sur des échantillons
avant et aprés I'application du recuit thermiqugida afin de mesurer I'influence de celui-ci sur la
diffusion des ions bore et sur la réorganisatios dEments au sein de la matrice silicium. En
observant le profil de concentration du Bore, ortedéine la profondeur effective de la
piézorésistance comme la profondeur pour laquealleohcentration en Bore chute en deca d@ 10
atomes/crh
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Figure 2.11: Comparaison de la distribution en prdéur de I'élément Bore au sein de la matrice digwsih avant recuit
thermique rapide (graphe de gauche) et aprés tbewihique rapide (graphe de droite)

Afin d'isoler électriguement les structures pié=istives des pastilles de matériau
piézoélectrique, I'étape suivante consiste a dépase couche de matériau isolant, en I'occurrence
une couche de dioxyde de silicium SiDépaisseur 100 nm. La technique de dépbt retpoue cette
étape est le dépbt de dioxyde de silicium par ebienique assistée par plasma (dépét par PECVD).
Cette technique permet de déposer des couchesd#exy partir d’'un mélange gazeux de silang, SiH
et d'oxygéne @ sous l'action d'un plasma a une température de ®OSi cette technique est
parfaitement maitrisée, les propriétés isolantas ddxyde de silicium déposé par PECVD sont
cependant moins bonnes que celles d'un oxyde méugil généré par croissance thermique a haute
température. Cependant, nous ne pouvons nous reposeette derniére, en effet, les températures en
jeu (900°C-1200°C) sont inatteignables sans mettreéril la concentration en bore qui chuterait au
sein de la piézorésistance par diffusion des espéars le substrat.

Il convient enfin d’ouvrir des passages électrigjuie travers I'oxyde vers les structures
piézorésistives. Cette ouverture est effectuéeuwia troisieme étape de lithographie utilisant une
résine positive permettant de définir des ouvestdians la résine au-dessus des points de con&xcts d
piézorésistances. Ce motif est ensuite transfélg plaquette par une gravure humide a I'acide
fluorhydriqgue HF tamponné. A la fin de cette étdpe,plaques sont expédiées a I'lEMN pour la suite
du processus de fabrication.

[1.2.3. Module d’actionnement piézoélectrique

Le processus de fabrication du module d’actionnémpizoélectrique comprend le dépbt et la
structuration de I'électrode inférieure, du maténp@ézoélectrique et de I'électrode supérieure.

La premiére étape réalisée a 'lEMN est dédiéedépdt d’'une fine couche d'oxyde de
zirconium ZrO2 (d’épaisseur 80 nm) sur I'ensembéelal plaquette. L’'oxyde de zirconium est un
matériau isolant a la structure cristalline. Lasprice de la structure cristalline (que ne pourrait
présenter I'oxyde de silicium amorphe) est impdegmour la bonne conformation de la couche de
Titane/Platine déposée ensuite. Le dépbt de li@detinférieure consiste en une couche d'accroche
d’oxyde de titane d’épaisseur 10 nm suivi du dé&jgdta couche de platine d’'une épaisseur de 140 nm.
Cette couche est structurée selon une forme cireul&finissant I'électrode inférieure avec un mayo
inférieur de 5 um au rayon de la pastille piézdélgpee ;) La couche est structurée grace a la
méthode dite de « lift-off » avec une résine pesitPMGI SF19. Dans cette méthode, une étape de
photolithographie avec une résine positive défastzones ou I'on souhaite déposer le métal, |étdép
est ensuite effectué sur toute la plaquette. L'imsio@ dans un bain d’acétone avec ultrasons permet
le décollage (ou « lift-off ») de I'ensemble résimétal ; restent alors les dépb6ts de métal ayant
accroché le substrat aux endroits définis par latgithographie. La couche de Titane/Platine ainsi
déposée posseéde une configuration polycristallifmgieshtation majoritaire <111>, naturellement
rencontrée pour du platine déposé dans ces camglit@ette configuration a été montrée favorabke a |
cristallisation correcte du PZT afin que celui-cdgente des propriétés piézoélectriques [24].

84



Figure 2.12 : Dépbt de I'électrode inférieure eartée/platine

Le dépdt de la structure piézoélectrique constitépe suivante. La technique de dépdt
proposée par I'équipe de Caroline Soyer et Denisi®es propose la structuration de la couche
piézoélectrique par « lift-off » ce qui est une rmhe originale pour le dépdt de matériau
piézoélectrique. La mise au point d’'un procédé éadt par pulvérisation magnétron RF ne dépassant
jamais des températures de I'ordre de 130 °C aurpodsible I'intégration d’une résine photosensible
réalisant la structuration par lift-off via une g¢ade photolithographie préliminaire. Cette strration
ne serait pas envisageable de cette maniere ageedmiques a plus haute température, offrant une
meilleure qualité de matériau piézoélectrique, motent les techniques de dépdt de PZT par
croissance épitaxiale [25][26]. Une épaisseur dagni de matériau piézoélectrique est déposée.
Différentes compositions du PZT sont réalisabldesesont caractérisées par un paramétre
définissant la proportion relative de Zirconiumdet Titane. La formule du PZT est la suivante :
PbzTi1Os, dans le cadre de cette étude, le fackearété choisi égal a 0,54 ce qui correspond a la
proportion Zirconium /Titane. Cette composition # éetenue pour sa proximité avec la phase
morphotropique du PZTx§53) pour laquelle les coefficients piézoélectrigjalel PZT sont les plus
élevés [27]. La forme obtenue suite a la struckomatie la pastille piézoélectrique correspond a un
cercle de rayorR;,. Le recouvrement volontaire de I'électrode inféree constitue I'un des moyens
employés permettant d’éviter la création de cougdit entre les électrodes inférieures et supéegu
Un tel court-circuit interdirait la création d’urhamp électrique au sein du matériau piézoélectrique
qui, méme s’il posséde les propriétés correcteppuerait remplir la fonction d’actionnement.

Figure 2.13: Dépot de la pastille circulaire de PZT



Le second moyen mis en place pour éviter I'apiparitle court-circuits entre les électrodes
supérieures et inférieures est le dépdt d'une awudb protection des flancs de la pastille
piézoélectrique. Cette couche d'oxyde de Zirconidi@paisseur 100nm est structurée en une
couronne recouvrant la frontiere de la pastille RIET, augmentée d'une zone de protection
rectangulaire a I'endroit de la piste d’adressagyéalectrode inférieure pour éviter un chevaucheime
des électrodes a cet endroit.

Figure 2.14 : Dépdt de la couronne et de la zorn@ratection en oxyde de zirconium

Enfin, la derniére étape du processus de faboicatu module d’actionnement est constituée
du dépbt de I'électrode supérieure. La couche ésa@ccette électrode est déposée, la encore &n deu
temps, une couche d’accroche d’oxyde de titaneOdemi et une couche de Platine d'épaisseur 140
nm. La structuration de la couche ainsi déposédaiepar lift-off, une étape préliminaire de
photolithographie ayant défini des zones circutaide rayonR; majoré de 5 um (par rapport a la
pastille piézoélectrique circulaire). Ce derniecawrement par I'électrode supérieure de I'ensemble
du module d’actionnement permettra de constitudsluindage électrique du matériau piézoélectrique.
En effet, si I'on applique le potentiel d'actionnemt sur I'électrode supérieure, celle-ci peut joeer
réle d'une cage de Faraday, protégeant le matéparoélectrique de tout rayonnement
électromagnétique extérieur de nature a perturhetidnnement des membranes. A l'inverse, cette
cage permet également d'isoler le matériau piézté@@e qui ne rayonne pas vers I'extérieur (iltfau
penser ici aux jauges piézorésistives).

Figure 2.15 : Dép6t de I'électrode supérieure emé/platine.
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[I1.2.4. Fin du processus de fabrication face avant

De retour au LAAS, la résistivité du matériau piéectrique est testée via le relevé de leur
caractéristiqué(V). Ceci permet de réaliser une premiere évaluatesnndembranes qui pourront étre
actionnables piézoélectriguement (celles dont ¢eslwes piézoélectrique sont résistives a hauteur du
mégaOhm) de celles qui ne fonctionneront pas ([Esstpiézoélectriques court-circuitées). Le
fonctionnement correct des pastilles piézoéleotdgeonstitue un des critereine qua nonde
sélection des micromembranes qui seront intégréepratotype final de plateforme de détection
d'agents biologiques simulant la menace. La listengléte de ces critéres ainsi que le taux de
micromembranes utilisables pour les tests de deétedviologiques (par rapport au total des
micromembranes fabriquées) sera donné a la sastidrl du chapitre IV.

Une fois les tests de diagnostic préliminaires alecduche piézoélectrique effectués, les
plaguettes suivent la fin du procédé de fabricatierta face avant au sein de la centrale techruplegi
du LAAS. Tout d’abord, un oxyde de silicium PECVB 800 nm d’épaisseur est déposé (trois dépots
de 100 nm) sur I'ensemble de la plaquette pouisefala passivation des structures piézoélectriques
Le caractére isolant de cette couche est fondamemta un fonctionnement des membranes au sein
d’'un fluide. En effet, la conductivité de I'eau axiserait en son absence I'établissement d'imptstan
courants parasites entre les électrodes ce quirperait I'actionnement des membranes. Une fois cet
oxyde déposé, il convient de réaliser des accepmtes d’adressage des électrodes en réalisant des
ouvertures de contacts au travers de I'oxyde deiyation. Ces acces serviront de point de soudure
pour les fils de connexion reliant le microsystéaunesystéme électronique de détection. Cette ésipe e
réalisée via une étape de photolithographie avecrésine positive définissant 'emplacement des
ouvertures a réaliser puis est suivi d'une gravummide isotrope de I'oxyde de passivation via une
solution d’acide fluorhydrique tamponnée.

Figure 2.16 : Dépét de la couche de dioxyde deisiti de passivation et ouverture des contactstraés de couleur
représentent la forme des structures électriqueseptes sous la couche d'oxyde de passivation.

Afin de préserver l'intégrité des couches de ptatat de favoriser I'attache des points de
soudure a la surface de ces couches, I'étape $aicansiste a renforcer les zones ouvertes a fraver
'oxyde en déposant une couche d'or de 700 nm. €witdest précédé d'une couche d'accroche
d’oxyde de titane de 100 nm. Les deux couches stomtturées par lift-off grace a I'utilisation den
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résine réversible (résine initialement positive sndont la polarité est inversée par une seconde
insolation) et du négatif du masque utilisé poauverture de I'oxyde de passivation.

Figure 2.17 : Renforcement des plots de contactglderodes par une couche de titane/or. Les taitouleur représentent
la forme des structures électriques présenteslaammiche d’oxyde de passivation.

Enfin, la derniére étape du processus de fabricatimcernant la face avant de la plaquette est
réalisée en déposant une pastille d'or de rdygrecentrée sur la pastille piézoélectrique, destiée
accueillir les chimies de greffages de type thmlmpl'immobilisation des biorécepteurs a la surfdee
la membrane. Cette couche est également strugbarehft-off. Une couche d’accroche d’oxyde de
titane d’épaisseur 10 nm précede la encore le diplat couche d’or dont I'épaisseur est de 100 nm.

Figure 2.18 : Dépot de la pastille circulaire ddestinée a recevoir la fonctionnalisation chimigeemettant
'immobilisation des biorécepteurs a la surfacéadmembrane. Cette étape constitue la derniére d@pgcrofabrication
pour la face avant

[1.2.4. Libération des membranes

La derniére étape du procédé de fabrication deermtrcapteur microgravimétriqgue consiste
en la libération de la structure mécanique destmésciller. Cette libération s’effectue en réailtsa
une gravure quasi-traversante du substrat et dgd® enterré a partir de la face arriere selon des
motifs de gravure circulaires afin de donner leamfe finale aux micromembranes. Cette étape est
cruciale pour deux raisons. Premierement, de toeegsechniques de microfabrication employées
dans le cadre de cette réalisation, celle-ci ctuesta moins maitrisée de toutes. Ensuite, le pEran
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circulaire obtenu en fin de gravure et définisgamicastrement de la membrane peut ne pas sagisfair
la condition pour laquelle la piézorésistance 8esiu plus prés de I'encastrement.

Le procédé technologique est le suivant : uneneéphotosensible est déposée sur la face
arriere du wafer. Cette résine est insolée a tsavermasque dont l'alignement est réalisé par rappo
aux structures de la face avant. Aprés développereerésine est recuite afin de présenter un masqu
de résine pouvant résister a la longueur de laugeapar plasma. La durée de la gravure plasma
nécessaire pour traverser presque intégralemesutbistrat étant de I'ordre de 3 heures, I'épaisdeur
la résine est sensiblement supérieure aux épassseigessaires aux procédés technologiques de
surface. Ici, la résine employée est une résinedBg2 d’'une épaisseur de 20 um. A travers cette
résine, sont définies des ouvertures de gravureslaires et centrées sur le méme axe vertical que
celui des pastilles piézoélectriques. La réalisaties gravures de libération des membranes est
effectuée selon deux procédés : la gravure duwsiliclu substrat est réalisée par gravure profoade p
plasma (Deep Reactive lon Etching, ou Deep-RIEgr&vure de I'oxyde enterré est assurée par un
protocole de gravure chimique par vapeurs d'adigertiydrique.

Gravure DRIE face arriere sur I’ensemble Gravure chimique sous phase vapeur de
de la profondeur du substrat (525 pm) I’oxvde enterre

Figure 2.19 : A droite, représentation schématipiéétat de la plaquette face arriere aprés gmpurfonde du silicium du
substrat. A gauche, méme représentation apresvamgr de I'oxyde enterré par attaque chimique es@lvapeur

Un premier protocole de gravure plasma a hautssatele gravure est employé pour graver la
majorité de I'épaisseur du substrat. Les travauthdee de Cédric Ayela [2] ont montré que I'emploi
de ce protocole détériorait, sur de grandes praforg] le caractére anisotrope de la gravure selon
'axe z. Les flancs de gravure n’étant plus rigogement verticaux, le résultat de cette détérmmati
réside dans l'apparition de phénomeénes de surgraflar rayon de la membrane effective aprés
libération étant alors surévalué par rapport gonaattendu). Afin de compenser la sur-gravure liée
au caractére non-anisotrope strict de ce protoool@rotocole utilisant un dispositif particuligrelé
« kit anti-notching » est employé. Le notching est phénoméne de surgavure localisé lorsque la
gravure atteint I'oxyde enterré. Le kit anti-notafpipermet de réduire la fréquence de la polarisatio
entre le plasma et le substrat et ainsi de rédairgtesse de gravure du silicium. Ceci permet dans
notre cas de prévenir I'accumulation de chargedesuflancs, responsable de la gravure latérale. Le
protocole de gravure utilisant le kit anti-notchiangété spécialement optimisé pour la gravure de
substrat SOI et permet de déboucher rapidemeta souche d’'arrét que constitue I'oxyde enterré. La
combinaison des deux protocoles décrit ici, le peerpendant un temps de 3 heures 5 minutes et le
second, optimisé pour la gravure SOI et utilisarkit « anti-notching » pendant un temps de 25anin
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permis de graver le silicium du substrat sur defomdeurs respectives de 450 um et 75 um. La
surgravure résultante obtenue est comprise entte#® et +35 um par rapport a la valeur du rayon
de la membrane. La figure suivante présente unogiaphe obtenu par microscopie électronique a
balayage d’'un profil en coupe d’'une membrane piéntégue obtenue aprés application de ces deux
protocoles de gravure. Le cas présenté en fig@@raontre un exemple de sur-gravure parmi les plus
importantes obtenues, alors que la figure 2.21 radiexemple d’un des meilleurs profils de gravure
obtenus (sur-gravure de 2,5 pum)

CNRS-LAAS 2.0kV 20.9mm x130 SE(M) I

CNRS-LAAS 2.0kV 21.2mm x1.80k SE(M) 30.0um CNRS-LAAS 2.0kV 21.1mm x2.50k SE(M)

Figure 2.20: En haut, micrographe obtenu par moopie électronique a balayage de la coupe d’'unelbrare apres
gravure face arriére par DRIE du silicium du subtsta bas, détail de I'encastrement de la membrasteprésentée ici, une
des moins bonnes configurations rencontrées ereted® sur-gravure
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CNRS-LAAS 2.0kV 8.0mm x120 SE(M)

Figure 2.21 micrographe obtenu par microscopie électroniquala@yage de la coupe d’'une membrane aprés grawee fa
arriere par DRIE du silicium du substrat. Est repnése ici, une des meilleures configurations ol#er{@,5 pm de sur-
gravure latérale seulement)

Enfin, l'ultime étape achevant I'ensemble du preoss de microfabrication des
micromembranes a actionnement piézoélectrique tectiign piézorésistive, correspond a la gravure
de I'oxyde enterré. Cette étape termine la libératles micromembranes qui ont ensuite I'épaisseur
de la couche de silicium monocristallin a savoinrd. Afin de contrbler précisément la gravure de
'oxyde enterré a partir du canal de gravure ouyent DRIE a travers le substrat, un méthode
chimique est préférée a la gravure plasma afin diriser les parameétres de gravures latérales. La
méthode retenue repose sur une gravure chimiquehase vapeur de I'oxyde enterré. Une solution
d’acide fluorhydrique est versée dans un bécheéfion, lequel bécher est ensuite recouvert d’'lm fi
plastiqgue parsemée d’'une multitude de trous régutient aménagés afin de permettre la diffusion des
vapeurs. L'acide fluorhydrique génére des vapeugmena température ambiante, il n’est donc pas
nécessaire de chauffer le bécher contenant I'at@laquette est alors placée sur le film plagtiqu
face arriere contre le film, pendant plusieursrivales de 15 secondes au début du processus @uis d
5 secondes afin de ne pas réaliser de sur-graeurexyde enterré. Au bout de chaque intervalle, un
contréle optique permet d’évaluer I'avancée deréavgre de I'oxyde enterré (I'oxyde de silicium et |
silicium ayant des colorations différentes). Poarrgravure de I'oxyde enterré des substrats SOI
utilisés ici, un temps de 105 secondes a températmbiante s’est révéelé nécessaire a la gravure
compléete de cet oxyde.

La microfabrication des membranes est ainsi achdw&e micromembranes sont regroupées
par puce de cing membranes (quatre membranes dereanes une membrane de référence ne
possédant pas de pastille d’or supérieure) avecal@msR, de la pastille eR, de la membrane
donnés dans le tableau 2.3. La figure 2.22 momtespioto par microscopie optique de la face avant
d’'une puce en fin de fabrication.
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B Membrane R R
C Mesure 1 220 um 440 pm
B

Mesure 2 200 pm 400 pum
&

Mesure 3 210 um 420 um
B

Mesure 4 215 pm 430 pm
(W

Référence 180 um 360 um

Figure 2.22 : Photo obtenue par microscopie Table 2.3 : Table des différents rayons de membeade
optique d’une puce de cing membranes. pastilles piézoélectriques pour les cing membrahase puce.

Les plots de contact Iégendés A sur la figure p#ient le contact a la masse commune de la
puce. Les plots notés B et C permettent respecéaetiactionnement des pastilles piézoélectriques e
I'entrée du courant de polarisation des pi€zoréscss.

Descriptif synthétique des étapes technologiques

Substrat initial : Silicon-On-Insulator 525 um fn /5 pm

0 : Définition des motifs d’alignement

0a) Définition des motifs (Photolithographié€,hasque)

0b) Gravure physique par ion réactifs assigé&elasma (RIE : Réactive lon Etching) du siliciomanocristallin face avant, profondeur 2
pm.

1 : Implantation des piézorésistances
1a) Croissance d’'un oxyde thermique de masqua@e (S00 nm)
1b) Définition des piézorésistan(2& masque)
1c) Ouverture des motifs (Gravurenfde HF tamponné)
1d) Croissance de I'oxyde de pratec(SiO, ; 6 nm)
1e) Pré-amorphisation Germanium (8% cm?, 60keV)
1f) Dopage Bore (1 x4£@m?, 15keV)
1g) Gravure totale des oxydes imgaigon (Gravure humide HF tamponné)
1h) Recuit Thermique rapide

2 : Protection des piézorésistances et aménagetaamntacts électriques
2a) Dépot de dioxyde de silicium par voie clojog assistée par plasma, 100 nm
2b) Définition des ouvertures des contactstétpes vers les piézorésistances
(photolithographie, 8" masque)
2c¢) Ouverture des contacts (Gravure humidetarfponné)
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3 : Dépbt de I'électrode inférieure
3a) Dépdt d’'une couche de dioxyde de zircordii®, 80 nm
3b) Définition des motifs (Photolithographi&™masque)
3c) Dépot chimique assisté par plasma d’unetw®d’accroche d’oxyde de titane, 10 nm
3c) Dépot d’'un couche de Platine, 140 nm
3d) Structuration par lift-off

4 : Dépbt de la pastille de PZT
4a) Définition des motifs (Photolithographi&"smasque)
4b) Dépo6t d’une couche de PZT (PbZrxTil-xO3),m
4c) Structuration par lift-off

5 : Dépot de la couronne de protection électrique
5a) Définition des motifs (Photolithographi&™8masque)
5b) Dépdt d’'une couche de dioxyde de zircondi®2, 100 nm
5c¢) Structuration par lift-off

6 : Dépodt de I'électrode supérieure
6a) Définition des motifs (Photolithographi&™7masque)
6b) Dépdt d’'une couche d’accroche d’oxyde tiné, 10 nm
6c) Dépot d’'un couche de Platine, 140 nm
6d) Structuration par lift-off

7 : Passivation des structures d’actionnement
Dép6ot par voie chimigue assisté par plasmaedaguche de dioxyde de silicium en trois
étapes, épaisseur totale 300 nm

8 : Ouverture des contacts électriques vers lepsistances et les

pastilles d’actionnement
8a) Définition des motifs (Photolithographi&™8masque)
8b) Gravure de I'oxyde de passivation (Grawmenique HF tamponné)

9 : Renforcement des plots de contact électriques

9a) Définition des motifs (Photolithographi&™®masque, réplique du dernier masque
mais polarité inversée)

9b) Dépdt d'un couche d’accroche d'oxyde dangt 100 nm

9c) Dépbt d’'une couche d’or, 700 nm

9d) Structuration par lift-off

10 : Dépot de la pastille d’or pour la fonctionsation biologique des
micromembranes.

10a) Définition des motifs (Photolithographi€f™ masque)

10b) Dép6bt d’'une couche d’accroche d’oxydeitd@é, 10 nm

10c) Dépét d'une couche d’or, 100 nm
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11 : Libération des membranes
11a) Gravure de I'oxyde face arriere (Gravwrmite Solution d’acide fluorhydrique HF)
11b) Définition des motifs (Photolithographieé arriére avec alignement inverséS™1
masque)
11c) Gravure physique profonde par ions réaeskistée par plasma (Deep-RIE : Deep
Reactive lon Etching) du silicium du substrat &ipae la face arriére :
Gravure du silicium classique : @ min
Gravure du silicium optimisée SQit-« anti-notching » : 25 min.
11d) Gravure de I'oxyde entérré, gravure sdwesp vapeur (vapeurs d'acide
fluorhydrique, 105 min)

I1.3. Intégration des microsystemes

[11.3.1.Packaging des microsystemes

En fin de processus de microfabrication, afin d&Ja découpe des puces a la scie diamantée
qui provoque des microvibrations dans la plaqustiteceptibles d’endommager les membranes, des
lignes de découpes ont été aménagées sur le mésugiengue celui employé pour la gravure DRIE
face arriere. Ces lignes de découpe, gravées SupBR permettent via une simple pression avec une
pointe diamantée de séparer les puces les unesittes. Les puces passent ensuite une série de test
électriques et électromécaniques (cf chapitreafi) de déterminer leurs caractéristiques de \itmat
Les puces considérées comme les plus intéressintepoint de vue de la dispersion des cing valeurs
de piézorésistances et du point de vue des réistides couches piézoélectriques sont sélectisnnée
pour étre intégrées au prototype de plateformeétiection d’agents biologiques simulant la menace.

Le support retenu dans le cadre de cette étude lparpllage des puces est un support en
époxy (Micro Cl, Seysses). Les puces sont colléaslgur face arriére sur la face appropriée du
support époxy via une colle diélectrique. Ce sup@poxy FR4 a été congu pour accueillir sur sa face
inférieure la téte de mesure préliminaire du sigdal détection issu des piézorésistances. Il a
également été concu afin que la connectivité duosystéme a I'interface extérieure soit la plusiéac
a réaliser. Cette mise en connexion s’effectuengiarosoudure de fils d’'or a la surface des plots de
connexion de la puce. Les fils d’or sont ensuitedgs a des places spécifiques, directement reliées
la maille du réseau électrique assurant les étapascées d’amplification des signaux de sortie du
microsystéme.

Afin de préserver le fonctionnement de la pucesdam liquide, les fils d’or ne peuvent pas
étre laissés apparents sous peine de déclenchemaareux court-circuits dans le fluide. Afin de les
isoler électriguement et mécaniquement de toutdicisation extérieure, ils sont recouverts
intégralement d'une couche de matériau polymereelépmatériau d’enrobage. Les matériaux
d’enrobage utilisables dans le cadre d’applicatimbiodétection sont principalement sélectionmés e
fonction de leur biocompatibilité avec les molésukt réactifs employés. Deux types de matériau
d’enrobage ont été envisagés. Le premier, souplease de silicone, présente l'avantage d'étre
translucide, ce qui permet un contrdle optique’ideérité des fils de connexion. De plus sa stitet
souple prévient tout arrachement des fils de saudors de sa réticulation. Ce matériau n’est
cependant pas compatible avec certains solvangiguges nécessaires a I'application du protocole de
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fonctionnalisation (notamment I'éthanol absoluiséil pour la génération de la monocouche auto-
assemblée) et ne peut satisfaire nos exigencedelugiéme matériau d’enrobage utilisé est un
matériau dérivé de colles époxy isolantes : le pélye H70 E-2 de la marque Epotek (Billerica,
Massachussets). Ce polymére présente une trées ltenne a I'ensemble des solvants et réactifs
utilisés lors des protocoles biologiques de fomutadisation et de détection, de plus sa viscosté e
suffisamment élevée pour faciliter son dép6t edteacturation autour de la puce et des fils de soaud

La figure 2.23 montre la photographie d’'une pudéep soudée au support époxy FR4 et encapsulée
par le matériau d'enrobage Epotek H70 E-2.

AZe

Figure 2.23 : Photographie d’une puce de cing mangs montée sur un support époxy FR4 dédié, leddfimnnexion
reliant les plots de contacts au support étantputés par le matériau d’enrobage H70 E-2.

[1.3.2. Electronique de détection

I1.3.2.1. Objectifs

La transduction du mouvement vibratoire des miemranes par les jauges piézorésistives,
se traduit par une variation périodigque de la vatkula piézorésistance. Afin d’exploiter, amplifit
traiter un tel signal, la solution retenue dansddre de cette étude consiste a générer une tesmswon
bornes de la piézorésistance via la polarisatiocetle-ci par un courant électrique. Le signal l@su
doit ensuite étre amplifié.

Dans l'optique de pouvoir réaliser des tests deeaién pour plusieurs types d’agents
pathogénes simulant la menace en simultanés, nauss antégré aux objectifs de I'électronique de
détection la capacité de pouvoir assurer la mesamaplification et le traitement de plusieurs sgix
issus des piézorésistances en méme temps.

Comme il a été vu a la section 1.1, le cadre tigge d’augmentation des performances de
notre microsystéme en tant que biocapteur résiades dapération de membranes larges, opérées
cependant selon des modes de vibrations supérsunmniode de vibration fondamental. Afin de
s'assurer que le facteur de qualité des micromemaisraainsi fabriguées et actionnées soit
suffisamment élevé pour permettre un suivi dedgudence de résonance dans le fluide avec des bons
rapports signal/bruit, le choix a été fait d'intéga I'électronique un dispositif de rétroactiorsitioe,
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permettant d’augmenter I'amplitude du signal d@atiement au moment précis de la résonance. Cette
méthode, connue dans le cas de leviers résonamtslps microscopes a force atomique, a été utilisée
dans le cas de biocapteurs initialement par Tanedyal en 2001 [28]. Elle a pour principal effet
d’augmenter physiquement I'amplitude des oscilt&ide la membrane a la résonance tout en laissant
au méme niveau les amplitudes de vibration des mamb hors résonance. Cette action tend
logiquement & augmenter le facteur de qualité g@apart a une configuration ou I'amplitude du signal
d’actionnement reste constante.

Un ensemble de sources de bruits de différentdaras (électriques, optiques) sont
susceptibles d’agir sur 'ensemble de la puce auwscde 'opération de la plateforme. Dans I'optique
de s’affranchir de tous ces bruits de mode commum, stratégie de mesure différentielle doit étre
appliquée. La mesure de la fréequence de résonamee chembrane de mesure s'effectue alors grace
au signal obtenu par comparaison des signaux igslespiézorésistance de la membrane de mesure et
de la piézorésistance de la membrane de référerdait que la membrane de référence ne posséde
pas de pastille d’or circulaire en son sommet iqy#i qu’elle n’est pas sujette a des phénoménes de
reconnaissance biologique, elle retranscrira domguement I'influence des sources de bruits exgerne
agissant sur la puce.

D’un point de vue plus général, la réduction defltience, sur la mesure de la fréquence de
résonance, de diverses sources de bruit a étéjectiblfort lié a la conception de I'électroniquées

considérations nous ont poussés a envisager laeptioc et la fabrication d'une électronique
d’actionnement/détection en deux parties distinctes

- Une téte de mesure préliminaire au plus prés dteagpassemblée sur la face arriere du
support époxy utilisé pour le collage de la puaen 8le est d’assurer la polarisation du
microsysteme et de réaliser les amplificationsimiéhires.

- Une carte électronique globale, connectée a lan@sure, dont le réle est d’assurer la
commande individuelle de chaque micromembrane d&réguence de résonance, la
polarisation de la téte de détection, I'amplificatides signaux de mesure ainsi qu'un
traitement numérique et une stratégie de suiviad&dquence d’oscillation de chaque
membrane.

I1.3.2.2. Principe et fabrication

Le principe retenu pour effectuer la mesure destians de la piézorésistance est une
structure dite en « demi-pont » [29]. Il s’agit d&ustructure pont compléte, dans laquelle des ssurc
de courant remplacent les deux résistances supgsidie schéma descriptif de ce principe de mesure
est donné a la figure 2.24.
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Figure 2.24 : schéma de principe de la mesure grai-dont

Afin de suivre uniquement les variations de résisé relatives, il faut placer ce pont dans une
position d’équilibre. Cet équilibre est atteint paune tension différentielle de sortie nulle ;,\= 0,
soit Vou=-Vout. Cette condition se traduit par :

V, - LR =V, - (R+AR)I = IR =RI+ARI (2.34)
Ainsi, si I'on exprime la tension de sortie diffétielle :

V. =V

out out+

-V,

out:

_=ARI +RI -RI,, (2.35)

ceci implique que dans la condition d’équilibyR® =1 R, la tension de sortie soit uniquement liée a
la variation de résistance relative soit :

V., =ARI (2.36)

L'application de ce principe de mesure pour lesramembranes étudiées ici impose de travailler
avec des niveaux de puissance injectée trés faibleseffet, la puissance mise en jeu a pour
expression :

P=(R+AR)I? etsi R>AR = P=RI*= |=\/:E(2.37)

Afin de maintenir un état de fonctionnement staiblest nécessaire de maitriser parfaitement la
puissance électrique injectée dans les microstrestet de la maintenir constante. Le gain de
transduction de I'étage de détection peut doncedpeimé en fonction de la puissance injectéenselo

V,,=0RI =V, =A—:«/PR (2.38)
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Nous pouvons remarquer que la sensibilité du demt-pugmente suivant une progression en
racine carrée lorsque la valeur de la résistangaatire augmente. De plus, & puissance constante, |
réponse du systeme est deux fois meilleure quelpqont de Wheatstone traditionnel.

Dans la pratique, le schéma permettant de rédbsenesure différentielle (par rapport a la
piézorésistance de référence) des variations vefatie résistance pour les membranes de mesure est
représenté par la figure 2.253, représente le courant de consighele courant de mesuré effectif a
travers les piézorésistanceg, représente la tension de commande, optimisée permettre la
génération dé. par les générateurs de courant.

Rmas'4 qu'amoe

outl

out2

\/(mﬁ

\/(mt4

olololo:

Figure 2.25: Schéma de principe des fonctions ridets contenues dans la téte de mesure prélirinajpres le demi-pont
se succedent la réalisation de la mesure diff@#mipuis le premier étage d’amplification selonganA.

Considérons le cas d’'une membrane de masla mesure différentielle est effectuée selon le
schéma de la figure 2.25 puis le signal est anéplifar le gainA. Ces deux résistances sont
susceptibles de vibrer avec leur membrane asssoige I'effet de I'actionnement piézoélectrique
donc de présenter des variations au cours du tetRpset 4R La tensionVy, s'exprime donc
comme suit et vaut pour les quatre membranes dermes

Vout =Vout+ _Vout— =Al pol (ARnes(w) - ARref (C())) +Al pol (Rmes_ R’ef) (239)

La valeur deR .. — R, ne peut étre connue a I'avance, car les piézoa@sies appartiennent

a des membranes différentes, réagissant différemawenvariations de température et de contraintes.
Ainsi, afin de ne mesurer que les variations redtj une étape dite de compensation est appliquée a
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signal consécutivement a la mesure différentielle et 'amplification préliminaire. Cette étape de
compensation est gérée par la carte électronique de commande.

En régime statiqueJR(w) est égal a zéro pour la membrane de mesure et la membrane de
référence. La valeur de la tension (liée aux résistances statiques) est alors mesurée. Une tension de
compensation est déterminée égale a cette mesure, puis est soustraite a la valeur de Vg tension
régime vibratoire. Une fois la compensation effectuée, on obtient un signal sinusoidal (si la tension
d’actionnement est sinusoidale) et dont la valeur moyenne est nulle et traduisant la variation relative
de résistance pour la piézorésistance de mesure et la piézorésistance de référence :

Vou= Al o AR @) ~ AR () (2.40)

. . L AR | )
La variation relative de resstane&— a mesurer est de I'ordre de™.0l faut comparer cette

valeur a la différence de valeurs statiques des résistances qui est au plus de I'ordre de 20%.

Ainsi, sans I'étape de compensation, I'amplification de la composante statique du signal issu
de la mesure différentielle provoquerait tres rapidement la saturation du systeme électronique de
détection, congu pour fonctionner avec des signaux entre +5V et -5V. De méme, il serait impossible
d’envisager I'utilisation d’'une boucle de rétroaction positive, puisqu’elle provoquerait indubitablement
la divergence du signal, entrainant la saturation du systeme.

Une fois la compensation effectuée, plusieurs amplifications a gains réglables et traitements
sont appliquées aux signaux sur la carte électronique « de commande ». Sont également inclus sur la
carte les composants permettant de réaliser le fonctionnement de la micromembrane en utilisant la
boucle de rétroaction positive. La structure globale des principales fonctions de la carte électronique
de commande est synthétisée par la figure 2.26.

/X/ Multiplieur /X/
A AV "X PGA ADC MU |—
Convertisseur
A=110 Gain di
Gain direct > v I
Filtre passe-bande Filtre passe-bas “”Ulf’g”j”‘ Micro-controlleun
numérique
e
MEMS Ipol Interrupteur
®
Gain de boucle
V- Controle analogique de
m s | | T'amplitude du signal
amplitude du signa.
l DDs d'actionnement PGA
V Controle|numérique
bias de la fréquence du signal

d'actionrfement

Figure 2.26 : Schéma décrivant les principales fonctions réalisées par la carte de commande.
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Le filtre passe-bande permet d’exclure tout phémrvibratoire parasite, n'appartenant pas a
la bande-passante définie préalablement.

L'ensemble de fonctions comprenant I'élévation dinal au carré puis le filtrage du signal

par un filire passe-bas permet d'extraire I'envppde I'amplitude du signal sinusoidal selon
I'opération suivante :

V(1) =V, (1) sin(ot )’

V() =V, ()sin(or) V() = %Vﬂ(t)z - %cos(Za)t) r=3rm
X 5> X? Filtrage des hautes fréquences

Une premiére étape d’amplification de I'enveloggealors appliquée, suivant un gain
réglable dénommgain direct.

Afin de synchroniser le traitement des différertdermations et I'exécution des différentes
fonctions, un microcontréleur (modéle 18F452, M@&hip, Chandler, Arizona) est implémenté sur la
carte électroniqgue de commande. Ce composant arpleude traiter les informations envoyées par
l'utilisateur via l'interface, d’effectuer I'exécion et le contrble des mesures puis finalement de
renvoyer les résultats vers l'interface.

Le composant utilisé pour assurer lI'actionnemerst miembranes est un synthétiseur digital a
commande numérique en fréquence et a commande ganado en amplitude. La commande
numériqgue en fréquence permet au microcontrOlewffettuer les balayages en fréquences
nécessaires a I'étude des résonances de la memhbmasieque le suivi en temps réel des fréquences
de résonance. La commande analogique est primeridiedque la boucle de rétroaction positive est
enclenchée (via l'interrupteur mécanique). Danscas, le signal « enveloppe » représentant la
variation de I'amplitude en fonction de la fréquemtactionnement est amplifié selon un second gain
réglable appelégain de bouclepuis ce signal est utilisé pour générer un nouyeafil d’amplitude
pour la tension d’actionnement du synthétiseurtaligi

L'interface informatique permet de contréler les rgmaétres de polarisation des
piézorésistances, les parametres d’amplificatiosidoal selon la chaine directe et selon la bodele
rétroaction (gain direct et gain de boucle). Ekgrpet de paramétrer le balayage en fréquence de la
membrane et d’en observer les résultats. Enfimrérmle ces résultats, il est possible a I'utiksea de
paramétrer un suivi temporel de la fréquence denadsce de plusieurs membranes en simultané.

La figure 2.27 montre une photographie de la cdgecommande et de la téte de mesure
préliminaire.
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Figure 2.27 : A gauche, photographie de la tétmesure préliminaire, connectée a la carte de comenaia un céble en
nappe. A droite, photographie de la carte de comdmagliée a I'interface informatique via un teclogié USB.

[1.3.3 Cellule fluidique associée

La cellule fluidique destinée a recevoir le mictgyne et sa chambre de réaction est un bloc
d’aluminium de longueur 40 mm, de largeur 30 mrd’épaisseur 10 mm. Elle est composée de deux
pieces assemblées qui sont le capot et le suppligiie.

Capot permettant

la thermalisation \
/ =
)
N

Canal d’amené

du fluide \ A =
Chambre
S de réaction
R -_— Support epoxy FR4

Microsysteme

Figure 2.28 Vue schématique éclatée de différentes composdatkscellule fluidique associée a la plateformeléction

Cette cellule doit permettre une mise en tempésaduentuelle du fluide de test ainsi que la
mesure du fluide en temps réel a I'aide du micrgsye associé. Pour permettre une thermalisation de
la cellule, il a été prévu la possibilité de luj@ddre un module Peltier.
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Pour effectuer la mise en température du fluidendssure, la cellule dispose d'un canal
d’amenée de section carrée de 500um de coté aedongueur d’environ 400mm. Le débit maximal
de liquide dans le canal est de 1ml/min, la comteealu canal d’amenée de fluide est d’environ 100

pl.

La sortie de ce canal débouche sur la chambre dmirmeCette chambre dispose d’une
contenance a vide de 130ul dans laquelle est pgiaadéicrosystéme de mesure. Le volume du

microsystéme est évalué a environ 50n(soit 50ul). De ce fait, en fonctionnement normal,
quantité de liquide présente dans la chambre e20ide

Le microsystéme de mesure est alors positionné ldaclsambre de réaction. Le support du
microsystéme et de la téte de mesure préliminatrglacé en pression sur la chambre grace a un join
en PDMS (Polydimethylsiloxane) et permet ainsi elenier 'ensemble. Enfin, un canal de sortie de
méme section que le canal d’entrée permet I'évamudu fluide, sa contenance étant d’environ 5ul.

La fabrication de la cellule fluidique a été rééisa I'atelier mécanique du LAAS par Xavier
Dollat (service 2l). L'intégrité et I'étanchéité durcuit fluidique ont été testées avec succés en
utilisant des puces tests non fonctionnelles, esllgur les supports Epoxy. Une amélioration a été
apportée cependant, un capot transparent en Palyfhreethacrylate) (PMMA) a été usiné afin de
pouvoir observer la présence et I'évacuation ddebull'air qui viendraient a se former dans la
chambre de réaction. Enfin, une encoche de forromnmgulaire a été emménagée dans le capot a
I'endroit ou celui-ci réalise la fermeture de laaotbre de réaction, afin de pouvoir intercaler dedi
plagues de matériau divers et tester ainsi plusiewatériaux pour la fermeture de la chambre de
réaction. Nous verrons dans les prochains chapitresnent le choix de ce matériau a une influence
sur la qualité du phénoméne de résonance des meesbiaa figure 2.29 présente une photographie
de la partie intermédiaire de la cellule fluidicaleitant le canal d’amenée du fluide et la plaquexg
support du microsysteme et de la téte de déteétamironique préliminaire.

Electronique de la téte
de mesure préliminaire

Canal d’amené Chambre
du fluide de réaction

P

Face supérieure Face inférieure

Figure 2.29 : Photographie des deux faces de teepatermédiaire de la cellule fluidique : on dhigfue sur la face
supérieure le canal d’'amenée du fluide et la chardbrréaction (vide ici). La face inférieure actiadé support époxy
contenant le microsystéme et I'électronique déta tle mesure préliminaire.

II.4. Conclusion

Les différentes parties du systéme complet peuskms étre assemblées pour constituer le
prototype de la plateforme de détection d’agerttobiques simulant la menace. La configuration du
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dispositif expérimental est présentée a la figuRD.2Le capillaire entrant du fluide est relié a un
systéme d’injection fluidique, en I'occurrence upempe péristaltique ou un pousse-seringue. Un
oscilloscope est connecté a la carte de commarnle@fpouvoir observer les signaux de mesure et
leur traitement au niveau de la carte de commabadigure 2.31 présente une capture d’écran de
l'interface informatique ainsi qu’une capture d&erd’une courbe de résonance telle qu’enregistrée e
tracée par l'interface.

La caractérisation de I'ensemble des caractérissiqubratoires des microsystemes ainsi que
de I'ensemble des performances de la plateformefiesttuée au cours des deux chapitres suivants.

Cependant il est possible d’aborder dés maintelaatempérature de fonctionnement de la
plateforme, mesurée au niveau de la chambre déaéate fonctionnement de I'électronique cause
une élévation conséquente de la température ppontap la température ambiante. La cause de cette
élévation est liée aux caractéristiques des conmp@sailisés pour I'élaboration de la téte de mesur
préliminaire. Les composants utilisés pour I'amgpdifion ayant une bande passante de 10MHz, ils
nécessitent une consommation énergétique relativeimgportante. Dans les conditions normales
d’utilisation, avec une tension d’alimentation syrigtie de 6V, et un courant de polarisation dans le
microsystéme de A la puissance consommée par la carte électrogud’environ 550nW. La
densité d’'intégration au niveau de la téte de neepuéliminaire étant importante, il en ressort une
température de fonctionnement mesurée a 33°C aeawide la chambre de réaction. Cette
température est néanmoins jugée compatible avearé¢scoles biologiques mis en jeu dans la suite
de cette étude.

Figure 2.30 : Photographie du prototype de plateéode détection d’agents biologiques simulantéaace tenant lieu de
dispositif expérimental dans le cadre de cettegstud
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Figure 2.31 : En haut, deux captures d’écran reptésives de l'interface informatique associée @alte électronique de
commande. Les captures d’écran présentées moetrgrtautres, la possibilité de réglage de la aiaon des
piézorésistances mais également des parameétrepliieation avec ou sans utilisation de la bouaterétroaction positive.
En bas, capture d’écran montrant un suivi en tedgisd’'une micromembrane par détection piézorésistibrant dans I'air
et tel gu'affiché par Iinterface informatique
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CHAPITRE Il :

Caractérisation dynamique des micromembranes
résonantes dans l'air et dans le liquide

II1.1. Comportement dynamique des membranes dans I'air

[11.1.1. Caractérisation des modes de résonance des membranes dans
I'air

Comme nous l'avons précisé au chapitre |, la pd#éibde disposer d'un moyen
d’actionnement intégré au biocapteur microgravimgag rend possible I'utilisation de ce dernier dans
un fluide. Cela sera essentiel pour des applicatidd reconnaissances biologiques basées sur la
réaction d’association/dissociation antigene/anpisoSi nous traitons le cas des membranes vibrant
dans le fluide au cours de la section Il1.2, il iegportant de valider premieérement la capacitéildu f
piézoélectrique d’assurer la mise en vibration fidguence de résonance des micromembranes selon
différents modes vibratoires. C’est cette validatime nous présentons ici.

Afin d'attester la vibration ainsi que la résonamte la membrane, il convient de rendre
compte du mouvement périodique de celle-ci et d#renen évidence un maximum d’amplitude de
vibration. Dans le cadre de ces travaux, cettedatiin a été obtenue par une étude de vibrométrie
menée grace a un interférometre optique ZoomsurfFeigale Nanotech, Nimes, France) équipé d’'un
dispositif d'éclairage stroboscopique. L'interférdime optique est aujourd’hui une technique de
caractérisation a la micro-échelle tres répandue.nBmbreux travaux pionniers ont été initiés et
approfondis par Alain Bosseboeuf a I'lEF (InstitliElectronigue Fondamentale), notamment sur
l'utilisation d’'un éclairage stroboscopique pourdaractérisation de structures vibrantes [1]. Pour
réaliser ce protocole, nous placons le supportyep®d supportant les microsystemes sous I'objectif
du microscope de l'interférométre, seule la paatiBonnement de I'électronique associée est utilisé
et la fréquence de I'éclairage stroboscopique gatlsonisée avec la fréquence de la tension
d’actionnement. Ce dernier point permettant degerfi> la structure de la membrane oscillante selon
une déformée spatiale prise parmi I'ensemble désrmées spatiales composant le mouvement de
vibration au cours du temps. Le dispositif d’é@ge du microscope permet alors d’effectuer un
balayage de la phase de la lumiere stroboscopigggigermet d’observer séquentiellement plusieurs
déformées spatiales prises a intervalles réguberscours du mouvement de la micromembrane.
L'observation de cette séquence de déformées temdpar la séquence de frange d’interférence a la
surface de la membrane a permis de rendre comgte\deration de cette derniere. En effectuant un
balayage de la fréequence d’actionnement/d’éclajrdge été possible d’observer plusieurs maxima
d’amplitude de vibration attestant de la résonaheda membrane selon divers modes de vibration.
Afin de déterminer pour chague phénoméne de réserdla membrane la forme du mode décrivant
la vibration, un algorithme présent dans le lodidie microscope permet d’extrapoler le mouvement
complet de la membrane a partir de la séquenceratmyds d'interférences correspondant au
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différentes déformées spatiales de la membraneeGr&et algorithme, nous avons pu identifier les
formes de modes associées aux 15 premiéres fréspidaaésonance.

Il nous a été possible de mettre en correspondascEéquences de résonance relevées par
cette détection optique et les fréquences de résenabtenues par la simulation modale des
membranes a l'aide d'un modeéele a éléments finis.tdlale 3.1 synthétise la comparaison des
fréquences de résonances obtenues par simulaéorests finis et par viborométrie optique pour une
membrane d’'un rayon de 465 um (initialement préwules masque de photolithographie : 440 um,
plus une sur-gravure de 25 um). L'influence deecstir-gravure a été prise en compte dans les
simulations éléments finis ayant aboutis aux résslprésentés ici. Les figures 3.1 (a), (b) et (c)
précisent l'identification expérimentale du modevilwation fondamental (0,0) du sixieme mode (0,1)
et du quinzieme mode (0,2), que nous avons retesmsne modes de fonctionnement optimaux de la
membrane & détection piézorésistive. Les imagesnabs attestant de l'identification des autres
modes (les modes dégénérés) sont présentées emeaBneafin d'illustrer la potentialité de
I'actionnement piézoélectrique intégré a mainteniroscillation la membrane selon chacun de modes
de vibration possibles prédits théoriquement.

Modes . Fréquence de résonance Fréquence de résonance
observés Notation (m,n) théorique expérimentale
1 (0,0) 88,2 kHz 87,7 kHz
2 (1,0) 237,0 kHz 173,9 kHz
3 (1,0) (rotationz/2) 241,2 kHz 175,3 kHz
4 (2,0) 419,1 kHz 280,6 kHz
5 (2,0) (rotationzi/4) 420,9 kHz 290,0 kHz
6 (0,1) 502,2 kHz 330,4 kHz
7 (3,0) 738,9 kHz 412,7 kHz
8 (3,0) (rotation5776) 748,3 kHz 413,8 kHz
9 (1,2) 893,4 kHz 491,2 kHz
10 (1,1) (rotationsz/2) 918,2 kHz 501,4 kHz
11 (4,0) 1215,1 kHz 561,8 kHz
12 (4,0) (rotationz/8) 1223,7 kHz 563,7 kHz
13 (2,1) 1512,5 kHz 662,5 kHz
14 (2,1) (rotationz/4) 1549,2 kHz 686,6 kHz
15 0,2) 1597,2 kHz 713,0 kHz
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Table 3.1 : Comparaison des fréquences de résomdhoee micromembrane de 465 pum de rayon (440 |28 gtm de sur-
gravure) obtenues par analyse modale numériqueiagian modele a éléments finis et obtenues erp&mtalement par
vibrométrie stroboscopique a partir d’un interféatra optique.
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Figure 3.1 {a) Forme du mode fondamental (0,0) d'une membrar&68q.m de rayon, obtenu par simulation par éléments

finis, comparé a I'image de surface et a la coupkadiéformée maximale au cours de la vibratioerlts par
interférométrie optique. Les mémes courbes sorsepitées etb) pour le mode (0,1) et €n) pour le mode (0,2).

Nous constatons que la correspondance entre lpseinées de résonance théorique telles que
prévues par la simulation et les fréquences denedm® expérimentales est correcte pour le premier
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mode, mais se détériore pour les modes de vibratipérieurs. Globalement, si I'ordre d’apparition
des modes est respecté entre I'expérience etrfegations, les écarts de fréquence entre deux modes
successifs expérimentaux sont considérablemerdrréss

Ce dernier point ne peut étre expliqué a ce jBuareffet, nos structures sont précontraintes,
non-uniformes (pastille de matériau piézoélectrigum rayon inférieur a celui de la membrane) et
non-homogenes (succession de différentes coucheprapriétés différentes), la cohérence d'une
analogie avec une structure simple est donc forentiecutable. L’hypothese émise pour expliquer le
resserrement des fréquences est relative a la timéaien des contraintes internes des couches ; en
effet, les valeurs prises dans la littérature owt @élculées pour des structures de dimensions
différentes. De méme, les contraintes mesuréeAAS| I'ont été en utilisant une méthode de mesure
macroscopique. Nous préconisons a l'avenir desgraties structures tests permettant de mesurer les
contraintes des matériaux au plus prés des miaacigtes et ainsi estimer au mieux les contraintes
intrinséques des matériaux. De méme, il serait&@tallle de poursuivre les investigations théoriques
établies pour des membranes uniformes afin d’obteni modele analytique global pour nos
membranes non-uniformes, non-homogeénes et préauesa

[11.1.2. Détection piézorésistive et spectre de résonance dans l'air

Afin de valider la détection piézorésistive de iaration de la membrane, le prototype de la
plateforme de détection biologique est connectdeviaicrocontrdleur a I'interface informatique qui
nous permettra de régler le courant de polarisatEmpiézorésistances, les gains d’amplification, e
d’'observer les signaux mesurés. Ici, I'amplitudeladéension d’actionnement est réglée a 100 mV
créte a créte, le courant de polarisation est r@dg®0 pA. Nous rappelons que l'interface couplée a
I'électronique de détection permet d’enregistrevddeur du carré de I'amplitude de vibration de la
membrane en fonction de la fréquence du signatidi@ement (donc de la fréquence de vibration de
la membrane). La réalisation d’'un balayage dedguence du signal d’actionnement permet d’obtenir
le spectre dynamique de vibration de la membrat@&edtronique associée est utilisée dans ce cas en
configuration de boucle ouverte. Dans un premigpte afin de contrdler le bon fonctionnement de la
plateforme, un oscilloscope Tektronix MSO4054 awtigé afin de tracer les principaux signaux
électriques utiles a la mise en ceuvre de la détepiézorésistive de la résonance de la membramne. L
figure 3.2 présente le spectre de vibration d'unemitrane de 430 pm entre les fréquences
d’actionnement 5 kHz et 1500 kHz.
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Figure 3.2. : Spectre en fréquence de I'amplitugdsignal issu de la piézorésistance pour une merakda 430 um, entre 5
kHz et 1500 kHz

Les fréquences correspondant aux extrema locaupditade de vibration, correspondent aux
fréquences de résonance relevées grace a l'irwerédre optique lors des tests de validation de
I'actionnement piézoélectrique intégré. Mais lauyme définitive que ces extrema correspondent a des
phénomenes de résonance nous est apportée parVatisn du signal de la tension aux bornes de la
piézorésistance via I'oscilloscope. En effet ceiusubit une brusque variation de phase au passage
des fréquences correspondant aux extrema locauge @rusque changement de phase est une des
signatures de tout phénomeéne de résonance.

Afin d’interpréter la courbe présentée, précisgue chaque extrema local (minimum ou
maximum d’amplitude de vibration) peut étre miscerrespondance avec une fréquence de résonance
relevée par détection optique lors de la validatienl’actionnement piézoélectrique interne. Nous
déduisons alors que de nombreux phénoménes parasienent perturber le signal de résonance
puisque certains pics rendent compte de minima ieation ce qui correspondrait a une
« antirésonance ». La compréhension de la natucesiphénomenes parasites est tres difficile dans |
cas de systémes micrométriques sensibles aussabienariations thermiques qu’aux variations de
luminosité ou de pression. Toutefois, I'expérienceis a induit sur la piste d’un couplage électrique
entre les signaux issus des piézorésistances. ibegatons ont alors été conduites afin d’essayer
d’appréhender la nature de ce couplage.

On suppose un couplage électrique lié a la l'infaeede la pastille piézoélectrique, pouvant
étre modélisé par une capacité et une résistanceamlléle entre chaque piste d’adressage des
piézorésistances et la masse commune de la puige (dela pastille piézoélectrique). La valeur des
capacités et des résistances est modulée par ffitieoe de couplage que nous faisons varier aén d
percevoir les effets de ce couplage sur le sighek simulations conduites montrent que la
modification du coefficient de couplage tend a génédifférentes dynamiques d’'inversions des pics
de résonances. Ce dernier point tend a confirregplication des phénomenes d’inversion de courbes
de résonance par la présence d’'un couplage éleeteintre la pastille piézoélectrique de la membrane
de mesure et celle de la membrane de référenceuet piézorésistances. Les résultats de cette
simulation des dynamiques de couplage sont expséanexe C.
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Rappelons ensuite, que la mesure de la tensiota@unes des piézorésistances s'effectue de
maniere différentielle entre le signal aux bornedadpiézorésistance d’'une membrane de mesure et le
signal aux bornes de la piézorésistance de la namalote référence. Ainsi, une courbe d’acquisition
obtenue pour une membrane de mesure comporterdasgmature de la résonance de la membrane
de référence. Les dimensions de la membrane denéiayant été choisies plus petites que toues le
membranes de mesures, les phénoménes de résonateriannent pas pour la méme fréquence
d’actionnement et sont donc observables séparém@ependant, les spectres relevés comportant de
nombreux phénomeénes de résonance, il convient,dafidistinguer a coup sOr les phénoménes de
résonance mécanique de la membrane de mesure deenmmes de résonance mécanique de la
membrane de référence, de comparer le spectrewbptaur cette membrane de mesure au spectre
obtenu pour une deuxieme membrane de mesure. Bf) Effmesure différentielle s’effectue pour
chaque membrane de mesure par rapport a la membdeméférence. Ainsi, les phénomeénes de
résonance se répétant sur I'un et l'autre des gsede résonance (obtenus pour deux membranes de
mesure distinctes) seront ceux de la membraneféienge. A I'inverse, les phénoménes de résonance
n'apparaissant que sur le spectre d’'une seule naralte mesure seront liés a la vibration de cette
derniére.

Afin de réaliser l'identification formelle des meslde résonance, I'expérience d’identification
visuelle par interférométrie optique (décrite &dation I11.1.1.) est répétée. Ainsi, nous constatone
bonne correspondance entre les fréquences de nesomies trois modes étudiés, gqu’elles soient
relevées par détection piézorésistive ou par obfiervoptique. La table 3.2 rassemble ces résultats
pour les trois modes de vibration étudiés et suméame membrane que celle étudiée en section
[11.1.1., & savoir une membrane de rayon 465 prf (4# de rayon prévu plus 25 um de sur-gravure).
Les écarts entre les deux valeurs expérimentales l&s a la méthode utilisée pour déterminer
'occurrence des résonances lors de la premiérérixqee d’identification. En effet cette méthode
d’indentification visuelle souffre d’'une grande éntitude quant a la détermination de la fréquerece d
résonance (difficile a apprécier visuellement).

Fréquence de résonance
Membrane vibrant dans I'aifRayon=440 um + 25 um sur-gravure)

- Valeurs théoriques- - Valeurs expérimentales -
Mode  Obtenues grace aux simulations Mesurées par détection Mesurées par
éléments finis piézorésistive interférométrie optique
(0,0) 88,2kHz 87,420kHz 87,7kHz
(0,1) 502,Hz 331,14%Hz 330,4kHz
(0,2) 1597,XkHz 711,554Hz 713,0kHz

Table 3.2 : Comparaison des fréquences de résottameques et expérimentales, obtenues par daétegigzorésistive et
par interférométrie optique.

Il est possible d’observer simultanément les spsctie résonance obtenus consécutivement
pour les quatre membranes de mesure des puces.laifigure 3.3 présente une synthése de ces
quatre spectres en fréquence. Le balayage en fiégueffectué pour obtenir ces quatre courbes est
compris entre 40 kHz et 1,5 MHz. La valeur minimailebalayage est choisie en fonction de la bande
passante de I'électronique. En effet, celle-ci indne forte atténuation du signal en dessous de 50
kHz.
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Figure 3.3 : Spectres en fréquence obtenus ersaéalin balayage en fréquence de 40 kHz a 150p&tizies 4
membranes de mesure d'une puce. La courbe A esi lié membrane de rayon 420 um, la courbe Béestlla membrane
de rayon 440 pm, la courbe C est lié a la membramaybn 430 um, enfin la courbe D est lié a la nramb de rayon 400

pm,

Nous avons alors pu identifier les pics de résoaamgnatures de la vibration des membranes
selon le mode fondamental (0,0), le mode (0,1gehbde (0,2). Ces pics de résonance extraits des
spectres des membranes sont présentés pour lesidrames de la puce pour le mode (0,0) a la figure
3.4 puis pour 3 membranes de la puce pour les n{0dBs a la figure 3.5 et (0,2), a la figure 3.6.
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Figure 3.4 : Détail des spectres de résonancesi@omwde de vibration fondamental de quatre mengsranec un rayon de
440 um (courbe violette, D), avec un rayon de 430(¢purbe rouge, B), avec un rayon de 420 um (couelie, C) et avec
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un rayon de 400 pm (courbe bleue, A). Le pic derrésce apparaissant sur les quatre spectres ast&astique de la
résonance de la membrane de référence vibrantnégadeselon le mode de vibration fondamental (raj@®60 pum, pic
localisé a 13kHz).

Amplitude (mV)

320 370 420 470 520
Fréquence (kHz)
Figure 3.5 : Détail des spectres de résonancesi@omwde de vibration (0,1) de trois membranes ave@yon de 440 um
(courbe verte, C) avec un rayon de 430 um (coureehlA), avec un rayon de 420 pum (courbe rougd,&pic de

résonance apparaissant sur les trois spectrearastéristique de la résonance de la membrandétemée vibrant
également selon le mode de vibration (0,1) (ray@B8&D um, pic localisé a 4881z).
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Figure 3.6 : Détail des spectres de résonancesi@omwde de vibration (0,2) de trois membranes ave@yon de 440 um
(courbe verte, C) avec un rayon de 430 um (coureehlA), avec un rayon de 420 pum (courbe rougd,&pic de
résonance apparaissant sur les trois spectrearastéristique de la résonance de la membrandé&temée vibrant

également selon le mode de vibration (0,1) (ray®B8&D pm, pic localisé a 10RHAz).
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Ainsi, nous pouvons attester la faisabilité de léatedtion de la résonance de nos
micromembranes oscillant dans l'air selon plusiencgles de vibrations différents grace au signal de
la tension aux bornes des piézorésistances paarigér un courant de 500 pA. Le phénomene de
résonance de nos micromembranes a été détectéépargsistivité et correctement identifié pour le
mode de vibration fondamental mais également pEumlodes de vibration supérieurs non-dégénérés,
a savoir les modes de vibration notés (0,1) et)(Q,2 co-intégration des moyens d’'actionnements
piézoélectriques intégrés et des moyens de détepiéxorésistifs intégrés est ainsi démontrée pour
des microstructures de type membrane oscillant B&ins

[1I. 1.3. Suivi multiplexé des fréquences de résonance dans I'air

Nous venons de rendre compte de la capacité déatefgrme a enregistrer un spectre de
résonance via la détection piézorésistive intégué® membranes. Ceci a été réalisé grace a
I'électronique associée sans utiliser la boucleéteaction positive décrite au chapitre Il. Lorsde
niveau d’amplitude maximal du pic de résonance @’'mmembrane (aprés optimisation des parametres
d’amplification) ainsi que le facteur de qualité dette résonance sont suffisamment élevés, il est
possible d’envisager le suivi en temps réel dedguience de résonance dans de bonnes conditions.

Dans cette partie, nous présentons la capacig mlateforme a suivre de maniére multiplexée
et en temps réel la fréquence de résonance deptasnembranes. Il s’agit surtout de valider ici la
capacité de suivi multiplexé de plusieurs membrapas I'électronique. En effet, le suivi de la
fréquence de résonance dans l'air ne représentpquaisnos structures une avancée considérable. Il
est pourtant nécessaire d’étudier ses performaafoede présager de notre capacité a réaliserige su
pour la vibration de la membrane dans le fluidedemier étant indispensable au suivi en temps réel
d’interactions biologiques de type antigéne/anpisor

Une fois que le mode de résonance dans l'air ture douhaite suivre dans le temps est
sélectionné, I'utilisateur optimise la fenétre ddayage en fréquence en réduisant et centrantaielle
autour du pic que I'on souhaite étudier. Le priecigilisé par I'interface et I'électronique assecié
pour assurer le suivi précis de la fréquence denagdxe est le suivant : la plate-forme effectue tou
d’abord un balayage en fréquence dans les limitésigges par l'utilisateur. Ce premier balayage lui
permet de relever un maximum d’amplitude. Ensuitebalayage plus fin, resserré autour de la valeur
de ce premier maximum, vers les fréquences supésquuis vers les fréquences inférieures, permet
d'affiner la mesure du maximum d’amplitude. La valele la fréquence correspondant a la nouvelle
valeur plus précise du maximum d’amplitude, congidécomme étant la valeur de la fréquence de
résonance selon ce mode, est stockée au seinrdénmire du microcontréleur (mémoire de type
EEPROM). Le processus est ensuite répété un cemtaimbre de fois puis les différentes valeurs
obtenues sont moyennées afin d’obtenir une seldivde la fréquence de résonance. Cette valeur
peut étre ensuite affichée sur un graphe représeles variations de la fréquence de résonance au
cours du temps.

L'ensemble des paramétres définissant la manigmeld microcontréleur mesure et moyenne
les fréquences de résonance des membranes peumd@diéées via linterface informatique par
l'utilisateur dans le but d’optimiser le suivi : t®ombre de valeurs mesurées pour obtenir une seule
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valeur moyenne, influe sur le niveau de bruit dinal et inversement sur la dynamique de la mesure
(soit le temps entre deux points affichés sur é&pbe).
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Figure 3.7 : Capture d’écran de l'interface inforigag, présentant un graphe obtenu lors du suitéps réel de la
fréquence de résonance d’'une membrane vibrantldéms

En ce qui concerne le suivi temps réel de la frageale résonance des membranes oscillant
dans l'air, le fonctionnement de I'électroniquel®ucle ouverte évite toute divergence du signal qui
entrainerait la saturation du systeme et consémutint I'arrét du suivi en temps réel. Le suivi peut
étre suffisamment stable sur de grandes périogegyicnous a incités a étudier la stabilité du isaiv
température constante. En effet, la fréquence densice des membranes est influencée par les
variations des constantes d'élasticité (moduleodh) des différents matériaux avec la variation de
température. Cette influence a une conséquendérgarprétation des résultats obtenus lors duisuiv
de réaction biologique en temps réel. Afin d’estifaestabilité intrinséque du suivi de la fréquedee
résonance, nous avons placé la plateforme au &gie énceinte thermique stabilisée a 38°C. Cette
température a été retenue car elle excéde la tatmpérdu systéme en fonctionnement (35°C), cette
température étant due a la chauffe des composkttsafiques lors du fonctionnement de la téte de
mesure. En se plagcant au dessus de cette temgératurévite de percevoir l'influence de cette
dissipation de chaleur interne (qu’il conviendragdeder en mémoire pour la suite des travaux).nEnfi
cette température reste compatible avec les pragdsslogiques d’association/dissociation de couple
antigéne/anticorps.

La figure 3.8 présente les résultats obtenus. Nmus/ons y observer en premier lieu la
stabilisation en température de la cellule fluidicpt des divers composants qu’elle abrite. Ellestdt
également du suivi multiplexé de la fréquence d®ménce de deux membranes en simultanée. Le
suivi multiplexé de plusieurs membranes est effeatamme suit : on procéde a la mesure de la
fréquence de résonance pour une membrane commiséas haut dans cette section, puis la
fréquence de résonance de la membrane suivanteesstée et enfin, lorsque toutes les fréquences de
résonances ont été mesurées, les points sonté&dfgimultanément sur le graphe. Ainsi, on dédwt qu
le temps entre deux points du graphe pour le soidtiplexé de la fréquence de résonance de deux,
trois ou quatre membranes sera respectivemenulgelde triple ou le quadruple du temps entre deux
points du graphe lorsque la fréquence de résordinne seule membrane est suivie.
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Figure 3.8 : Suivi multiplexé de la fréquence dmoreance du mode de vibration fondamental de demtmanes de mesure
(rayon 440 pm, courbe verte et rayon 420 um, cobidage) placée dans une enceinte a températur®kEn{T=38°C) sur
une durée de 17 heures.

Aprés avoir validé la détection piézorésistive aledsonance des micromembranes fabriquées
dans le cadre de cette étude, nous avons égal@eetifié les modes de résonance détectés par cette
méthode. Enfin, nous avons démontré la capacitéadelate-forme de pouvoir suivre de fagon
multiplexé et en temps réel la fréequence de résmnda plusieurs membranes de la méme puce.

I1I. 2. Détection piézorésistive et suivi de la résonance du mode
(0,1) dans le fluide

Afin d’achever la caractérisation électromécanigiueBioMEMS résonnant étudié dans le
cadre de ces travaux, il convient de valider laac#p de la plateforme de détecter la fréquence de
résonance des micromembranes vibrant selon le rfwdlamental, et selon 'un des deux modes
supérieurs retenus, pour une opération de not@apieur en milieu liquide, qui est dans notre eas |
cadre pratique de la reconnaissance biologiques Dette optique, de I'eau déionisée est injectés da
la cellule fluidique afin de remplir la chambre tamant les membranes.

[I1.2.1 Effet de la présence de fluide sur la résonance

Un balayage global des fréquences est tout d’akffiettué. Le spectre obtenu par cette
opération ne correspond pas de prime abord a obtenu pour une vibration des membranes dans
l'air. Les expériences de vibration de membranesnsglieu liquide menées au sein du groupe
Nanobiosystémes nous enseignent que, dans le daohe structure résonante linéaire (le cas de
nos membranes hors flambement), les modes de ivibrs¢ succédent pour une opération en milieu
liquide dans le méme ordre que pour une opératims tair. La modification principale réside daas |
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fait que les fréquences de résonance de chaque swdediminuées d'un facteur 2 a 3 et que
'amplitude de maximale de vibration a la résonaese drastiquement réduite. Ainsi, plutét que
d’essayer d'identifier les modes de résonance lahguide sur un balayage global entre 0 Hz et 1,5
MHz, on procéde a des analyses par tranche, jusfifakHz afin de localiser les modes étudiés.
L'électronique est d’abord utilisée sans boucleédmaction (configuration en boucle ouverte).

L’observation des spectres obtenus ne permet queatiéere approximative de percevoir les
occurrences des résonances des membranes vibraiadtiquide selon le mode fondamental. En
effet, comme présenté a la figure 3.9, on remague la résonance de la membrane de référence
selon le mode fondamental intervient pour une feége d’actionnement de 4Hz. Cette valeur de
fréquence de résonance est située en dehors dade Ipassante caractéristique de I'électronique de
mesure. En conséquence, la sur-oscillation élemtrae la tension aux bornes de la piézorésistance
correspondant a la résonance de la membrane derréééselon le mode fondamental ne pourra donc
pas étre amplifiée correctement, elle subira méme atténuation conséquente. Sachant que les
résonances selon le mode de vibration fondamemslndembranes de mesure surviennent a des
fréquences de résonance inférieures a celle demabmane de référence, on comprend qu’elles seront
encore plus atténuées et difficiles a amplifiemgAi la figure 3.10 montre un exemple de ce qui peu
étre considéré comme l'occurrence de la résonaesentembranes de mesures suivant le mode
fondamental. Pour de telles valeurs de sur-osoiligd la résonance, il est inopportun d’envisager u
suivi en temps réel de ces fréquences. Les comsidés évoquées ici nous poussent a exclure le mode
fondamental du cadre de la caractérisation de miensbranes en oscillation dans un milieu liquide.
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0,6
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0 g

0,3

0,2

i
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Amplitude (V)

Fréquence (kHz)

Figure 3.9 : Comparaison des spectres obtenusgeaxr membranes de mesure vibrant dans le liquidejnvbalayage en
fréquence entre 0 Hz et 70 kHz, mettant en évidéaceurrence de la résonance selon le mode fond&hpour la
membrane de référence. Les membranes de mesui@estia ont respectivement un rayon de 440 umrfmrouge) et de
420 um (courbe bleue).
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Figure 3.10 : Comparaison des spectres obtenusdgourmembranes de mesure vibrant dans le liquidejn/balayage en
fréquence entre 0 Hz et 35 kHz, mettant en évideaagui s’apparente a I'occurrence de la résonselcm le mode
fondamental pour ces membranes. Les membranesspeativement un rayon de 440 um (courbe rougtg 420 um
(courbe bleue).

De part la plus grande amplitude de la sur-osmliatssociée, la détection de la résonance
dans le liquide des micromembranes oscillant siel®@modes de vibration (0,1) a été réalisée avec de
meilleures performances. La figure 3.11 montre wengle de spectre de résonance de deux
membranes vibrant dans le liquide, ou I'on peutiisier 'occurrence de la résonance selon le mode
(0,1).
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Figure 3.11 : Comparaison des spectres obtenusjgosrmembranes de mesure vibrant dans le liquidejrvbalayage en
fréquence entre 50 kHz et 170 kHz, mettant en égel€occurrence de la résonance selon le modg §0ir ces
membranes. Les membranes ont respectivement un d&yd40 um (courbe rouge) et de 420 um (courhehle

Il convient de s’attarder sur les deux spectresogép dans cette figure. Il est possible de
remarquer tout d'abord que la forme des pics dena@sce est inversée par rapport a ce que l'on
attendrait. Cette inversion de la forme du pic pane résonance dans le liquide selon le mode (0,1)
est un probléeme fréquemment rencontré dans le cddse micromembranes a actionnement
piézoélectrique et détection piézorésistive étuiiée Cette inversion est problématique car elle
empéche tout suivi de la fréquence de résonandenaps réel (celui-ci étant basé sur la recherche
d'un maximum d’amplitude sur une fenétre de fréqaedonnée). Plusieurs expériences ont été
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menées afin d’appréhender la nature de cette iloveet également de la contrecarrer. Etant donné
gue ce phénomene d'inversion intervient de mardéférente pour chacune des membranes, nous ne
pouvons pas tirer de conclusion générale sur ldaéred’appréhender ce phénoméne. Nous décrivons
cependant les observations et les conclusionsraeiva

La forme du pic de résonance d'une membrane Mlatans le liquide selon le mode (0,1) et
détectée par piézorésistivité est influencée paolgplage mécanique avec le milieu environnant. En
effet, la forme du pic de résonance s'est révétdieieéncée par la nature du matériau assurant la
fermeture du sommet de la chambre fluidique. Dansi@nbreux cas de membranes présentant des
pics de résonance selon le mode (0,1) inverséguerka chambre fluidique était fermée par le capot
en PMMA, il a été possible de réduire cette in@rsen utilisant une lame de verre pour fermer la
chambre fluidique. Les pics de résonance se somemmétrouvés avec une configuration correcte (i.e.
correspondant & un maximum d’amplitude) lorsqu’laree de verre borosilicate a été utilisée pour
fermer la chambre fluidique (les différents matéxiaont été insérés dans la structure fluidique via
I'encoche aménagé dans le capot de la chambregigdiécrite au chapitre 1l section 11.3).

La forme du pic de résonance d’'une membrane \ttans le liquide selon le mode (0,1) et
détectée par piézorésistivité, est influencée @aolrant de polarisation de la piézorésistanagrass
la détection du mouvement. Il est possible de g&nédmne inversion du pic de résonance lorsque le
courant passe en dessous d’'une valeur seuil paogilaque membrane.

Ainsi, nous recherchons pour chague membranesédilile point de fonctionnement idéal
permettant d'obtenir la forme de pic offrant le plgrand maximum d’amplitude a la résonance.
Lorsque ce point de fonctionnement existe, il &stsgpossible d’envisager le suivi de la fréquedee
résonance en temps réel, ce que nous aborderarseétion 111.2.3.

[11.2.2. Amélioration du facteur de qualité grace a la boucle de
rétroaction

Comme nous l'avons vu au cours du chapitre I, itaité de détection d’'un capteur
microgravimétrique résonant est liée au facteuquidité de la sur-oscillation liée a la résonanee.
facteur de qualité influence directement le bruitsignal du suivi de la fréquence de résonance. En
effet, le maximum d’amplitude a la résonance paurfacteur de qualité élevée sera plus facilement
repérable que dans le cas d'une résonance a faililur de qualité. Partant de cette considératiion,
est facile de mener I'analogie entre le bruit dynal et le facteur de qualité de la membrane enegr
de masse minimum détectable ou de limite de détec€omme exposé au chapitre Il, une maniére
d’estimer la masse minimum détectable de la microbmane a un facteur prés peut étre obtenue via
la relation de proportionnalité suivante, faisaméivenir le facteur de qualité de la résonance.

f
-1 mn_liq
M min_lig_mn D ‘Siq _mn ‘ 2an iq (31)
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En pratique, le calcul de la masse minimum dédetse fait a partir de la valeur du bruit du
signal de suivi de la fréquence de résonance. feh whe variation de fréquence de résonance d’une
amplitude inférieure a la valeur du bruit du sigd@lsuivi ne sera pas détectée. Nous estimeroria par
suite la limite de détection de nos membranes ectifin du bruit des signaux de suivi de la frégeenc
de résonance. Précisons dés maintenant cependatd gonvention au sujet de la masse minimum
détectable par un capteur microgravimeétrique résiopaécise que I'on considére détectable tout
greffage de masse induisant un décalage de lagnégude résonance supérieur a trois fois la valeur
du bruit du signal de suivi de cette fréquencerdsonance.

Comme cela a été exposé, le bruit du signal de daila fréquence de résonance est lié au
facteur de qualité associée. Or, il convient deipes que ce dernier se trouve fortement affectdéapa
présence de fluide, ce qui tend a limiter la massaimum détectable des capteurs micro
gravimétriques résonants. C’est donc dans |'optitjaenéliorer la limite de détection de nos capteurs
et de bénéficier de conditions favorables au dlgvia fréquence de résonance en temps réel, gse nou
avons choisi d'implémenter un dispositif de réttaac positive au sein de I'électronique de détectio
permettant 'augmentation du facteur de qualité.

Le principe de la boucle de rétroaction positisedgcrit dans la section 11.3 du chapitre Il. Il
s’agit de moduler le signal d’actionnement pourilgenit maximum au moment de la résonance et
gu'il reste constant hors résonance. Ceci perragtglification précise de son pic de résonancednut
laissant relativement invariant le niveau du sigiekortie hors résonance. Pour ce faire, I'enysop
du signal de sortie représentant 'amplitude deatibn de la membrane au carré est utilisée pour
moduler le signal d’actionnement. Ceci est asswgé lp générateur de signaux utilisé pour la
délivrance de la tension d’actionnement et permetéapilotage analogique de son amplitude (ici, pa
I'enveloppe du signal de sortie) et le pilotage gtique de sa fréquence (via le microcontréleur).

Nous rappelons ici, que l'utilisation de la boudkerétroaction nécessite le réglage coordonné
de deux facteurs d’amplification introduits au dirapll (section 11.3), & savoir le gain d’amplifiton
de la boucle ouverte appel@ain direct et le gain d’amplification de la boucle de rétroat appelé
gain de rétroaction Le réglage du gain d’amplification direct de lauble ouverte augmente a la fois
le niveau du maximum d’amplitude a la résonande eiveau de base du signal de sortie, sa variation
n'a donc globalement que peu d’effet sur le faceirqualité. A l'inverse, le réglage du gain de
rétroaction permet des gains significatifs quantfaateur de qualité de la résonance. Les courbes
suivantes montrent (pour deux membranes d’'une nptroe) le spectre en fréquence du mode (0,1)
de résonance dans le liquide dans trois configamatid’amplification : sans boucle de rétroaction
active avec un gain direct faible puis fort et enforsque la boucle de rétroaction est active.
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Figure 3.12 : Courbe des variations d’amplitudeidoa issu de la piézorésistance apres amplifinailon diverses
configurations, pour une membrane de 440 um deayo
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Figure 3.13 : Courbe des variations d’amplitudeigoa issu de la piézorésistance aprés amplifinagglon diverses
configurations, pour une membrane de 430 um deayo

Les gains maximaux relevés en termes de factegudkité sur les membranes étudiées sont
d’'un facteur 11 par rapport au facteur de qualitébeucle ouverte. Ceci implique des facteurs de
gualité allant jusqu'a 450-500 pour des membrarniesométriques vibrant dans le fluide ce qui est
inégalé dans l'état de I'art pour des structuresadme et de taille comparables [2]. La figure 3.14
montre I'exemple d’une telle augmentation de facteuqualité.
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Figure 3.14 : Comparaison des courbes de résonpnoesine membrane de rayon 420 pm vibrant danguilé selon le
mode de vibration (0,1) selon que I'électroniqusoag fonctionne en boucle ouverte (courbe bleug)u® la boucle de
rétroaction soit activée (courbe rouge).

Il convient cependant de préciser que l'usage dbolacle de rétroaction induit une plus
grande instabilité du systeme et un risque réalidgergence du signal jusqu’a atteindre la satunatio
de I'électronique associée. Ceci ne peut avoirlbeside 'usage de I'amplification directe sansg&
par cette boucle. Une divergence du signal (impliquune saturation du systéme) intervenant pendant
la cinétigue d’une réaction biologique induiraitderte totale de I'information temps-réel étantmon
gue linterface électronique ne parviendrait pludédecter le signal de la résonance des membranes.
Afin de se prémunir contre ce risque, il convidots de l'usage de la boucle de rétroaction, de
chercher la limite de divergence du systéme ethdésic de travailler & une marge de sécurité eddec
de cette limite. Le meilleur réglage des gains pme utilisation de I'électronique avec boucle de
rétroaction active constituera donc un optimumesamélioration du facteur de qualité et stabilité d
systeme.

[11.2.3. Suivi multiplexé, de la fréquence de résonance des membranes
oscillant dans le fluide en temps réel.

Lorsque I'optimum est trouvé entre stabilité dunsigde résonance et amélioration du facteur
de qualité, nous procédons au suivi en temps rédadréquence de résonance des membranes,
indispensable a I'étude d’interactions biologiques.

Plus particulierement, dans le cas de détectiomedits pathogénes liés a une menace
biologique, il convient de faire en permanenceisinttion entre un signal lié au greffage spécifiq
des antigenes cibles sur la surface du capteun etignal lié a tout autre événement biologique
parasite (greffage non spécifique) afin de préviemicurrence de faux-positifs. Une stratégie plaigsi
pour diminuer I'occurrence de faux positifs peweéa réalisation de deux tests en simultané sux de
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membranes différentes, I'une fonctionnalisée aeduidrécepteur spécifique de I'antigene a détestter
la seconde servant de témoin biologique. Dans ogitigue, la validation du suivi multiplexé de la
fréquence de résonance de plusieurs membrandsureaépect important.

La procédure permettant a la plate-forme de suévfegéquence de résonance des membranes
dans le fluide est strictement la méme que posuig de la fréquence de résonance dans l'airstll e
cependant plus difficile a configurer. En effetinafle compenser la diminution de I'amplitude des
oscillations dans le liquide, le gain d’amplifiaati direct est souvent augmentée par rapport adecas
I'air, ceci ayant pour effet d’amplifier les vailias parasites de la ligne de base du spectre hors
résonance (ligne de base dont I'aspect est visibida figure 3.3). Cette amplification entraine un
risque de saturation du systeme pour le balayagéardes plages de fréquences. La fenétre de
balayage étant réglée une fois pour les quatre marab de mesure, ce point peut rendre impossible
le suivi temps réel de plusieurs fréquences denedsm® en simultané. En effet, si la fenétre impose
gue la ligne de base dépasse au cours du balayagechu du maximum d’amplitude a la résonance
d’'une des membranes, celle-ci ne pourra étre suivie

Cependant, pour des membranes dont la ligne de chaspectre présente une dynamique
modérée, il est possible de réaliser un suivi detlguence de résonance en temps réel, multiplexé s
plusieurs membranes.

La figure suivante expose le résultat d’'un suivitiplexé de la fréquence de résonance, sans
optimisation particuliére de la boucle de rétraatt{gain de rétroaction de 3), pour trois membranes
oscillant selon le mode avec une emphase partieusigr le bruit du signal sur une courte période.
Pour cette expérience, la chambre fluidique espliend’eau déionisée grace a une seringue connecté
au canal d'amené du fluide de la cellule fluidig@edeux reprises on exerce sur la seringue une
pression manuelle.
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Figure 3.15 : Stabilité dans le temps du suiviadieéquence de résonance de trois micromembrasesat selon le mode
(0,1) (micromembrane respectivement de rayon 420coorbe bleue ; de rayon 430 um, courbe rougeaaygt 440 um,
courbe verte).
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Les fleches présentées a la figure 3.15, représelet® moments ou une pression manuelle a
été exercée sur la seringue. Ces courbes permdtiantégalement de montrer la dépendance de la
fréquence de résonance des micromembranes de éapamaapport a la pression dans la chambre
fluidique. Afin de se départir de ses effets paeasiil conviendra de réaliser I'injection des dies
lors des réactions biologiques a l'aide d’'un poussgngue ne générant qu’un débit limité, ou bien
encore de réaliser l'injection des fluides et laviswes fréquences de résonance de maniére
séquentielle.

Comme cela a été précisé plus avant, le bruit gluaside suivi de la fréquence de résonance
d’'une micromembrane est directement lié au faadeuyualité de celle-ci. L'intérét de 'augmentation
dynamique du facteur de qualité est alors crucialiee de réduire le bruit du signal de mesure etdo
de viser a la détection de faibles masses biolegige greffant a la surface de la membrane. Lorsque
les paramétres de la boucle de rétroaction sorés@p maniere optimale, il est possible de suare
fréquence de résonance des membranes avec dessvdeubruit faibles, en comparaison du
fonctionnement en boucle ouverte. La figure 3.1étmle suivi de la fréquence de résonance d'une
membrane de 420 um de rayon. Le facteur de quditécette membrane a été augmentée
dynamiquement jusqu’a la valeur de 185. L'amplitatkximale décrite par la fréquence de résonance
autour de sa valeur moyenne est de 55 Hz. Le kbieila mesure est donc de 350 ppm. En
comparaison, I'équipe de H.G. Craighead a l'unitér€ornell opérant la vibration dans l'air et selo
un mode fondamental de ponts encastrés par lesedgrémités obtient des écarts de la fréquence de
résonance par rapport a sa valeur moyenne ded'adkiloHertz pour une fréquence de résonance de
1,25 MHz, ce qui aboutit a un bruit de mesure 18 $apérieur au notre [3].
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Figure 3.16 : Courbe représentative du suivi dedguience de résonance d’'une membrane de rayonrd2fbant dans le
liquide suivant le mode (0,1).
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[11.2.4. Retour sur le modele théorique : validation du modéele Lamb
étendu au mode (0,1)

La caractérisation de nos membranes vibrant selondde (0,1) dans le liquide nous permet
de valider le modele de Lamb [4] étendu aux modegreurs. Cette validation a été accomplie pour
le mode fondamental par Ayela et Nicu [5]. Commeasidavons explicité au chapitre Il (section
11.1.6), ce modele a été étendu a la vibration @enbranes selon des modes de vibration supérieurs
grace aux travaux d’Amabili et Kwak [6]. Selon ltersion de ce modele, il est possible de prévsir le
fréquences de résonance dans le liquide a partar dennaissance des fréquences de résonance selon
le mode (0,1) dans l'air et de la connaissanceadtetir AVMI (pourAdded Virtual Mass Incremental
factor) pour le mode (0,1). Ce facteur est donné daligdeature [6].

Afin de vérifier les prédictions de ce modeéle, siguiocédons a la mesure des fréquences de
résonance de micromembranes vibrant dans I'eam $elmode (0,1). La comparaison des résultats
pour les différentes membranes est présentéeablal.3.

Rayon fair (03) fnq (03) fnq _théorique (02) w
lig _exp_(0.1)

360 um 524,50kHz (+2,80kHz) 213,30kHz (+1,4kHz) 194kHz (+1,07kHz) 9,67%

400 pm 417,00kHz (x7kHz) 168,43kHz (+4,51kHz) 148,40kHz (+1,47kHz) 13,33 %

420 um 392,73kHz (* 6.56kHz) 156,41kHz (+3,1kHz) 135,83kHz (+2,29kHz) 14,57%

430 um 377,23kHz (* 3,78kHz) 150,5kHz (+ 2,87kHz) 129,17kHz (+1,29kHz) 16%

440 um 363,8kHz (+1,87kHz) 143,2kHz (+ 1,99kHz) 123,28kHz (+0,62kHz) 15,67%

Table 3.3 : Comparaison des fréquences de résoeapéementales et théoriques (prédites selon éteade Lamb
étendu) des micromembranes vibrant dans le flietimde model (0,1)

Nous constatons que I'écart entre les fréquenceestenance selon le mode (0,1) dans le
liquide mesurées expérimentalement et estiméesegafic modéle de Lamb étendu aux modes
supérieurs varie entre 9% et 16%. Cet écart nepditétre imputé a l'inexactitude de I'extension du
modele de Lamb aux modes supérieurs : bien auamtAmabili et Kwak ont montré que le modéle
étendu devait théoriquement étre de plus en pkipplus I'ordre du mode étudié augmente [6]. Des
mesures sur la fréquence de résonance des micraueesbétudiées ici vibrant selon le mode (0,2)
dans le liquide ont confirmé ce point puisque lié@mtre théorie et expérience était alors plusiéai
gue pour le mode (0,1). L'explication la plus jusepose sur la différence entre le modéle de
membrane circulaire considéré dans le modéle debletrta structure réelle de nos micromembranes.
En effet, la présence d'une pastille piézoélectriguoccupant qu’'une partie de la surface de la
membrane en contact avec le fluide 6te une padotiérence a la modélisation par une membrane
uniforme. Les travaux d'Ayela et Nicu [5] sur lalidation du modéle de Lamb pour des
micromembranes a actionnement piézoélectrique nibsalon le mode fondamental ont dailleurs
montré une plus grande exactitude du modéle paora@ I'expérience pour les micromembranes
dont la pastille piézoélectrique possédait un raggel a 70% du rayon total de la membrane (50% du
rayon total de la membrane dans notre cas).

126



Afin de préciser la validation de ce modele et jp@mrméme attester la capacité des
micromembranes a détecter un changement de massse, avons procédé a des expériences de
vibration des membranes au sein de mélanges eanééthn différentes proportions. Le mélange eau
éthanol posséde la caractéristique d’offrir dessmmsolumiques de plus en plus faibles a mesure que
la quantité d’eau diminue dans le mélange, touayant des viscosités assez proches d’'un point de
vue des effets sur la vibration de la membraneefist, la viscosité du mélange éthanol/eau décrit
avec la proportion en éthanol une courbe en cldon¢ le minimum est 1 cP (eau déionisée pure) et le
maximum 2,5 cP. Ce faible écart de viscosité eesalifférentes proportions eau/éthanol permet de
négliger les effets liés au changement de viscasité surface de la membrane pour s'intéresser
uniquement aux variations de masse volumique, dinenasse percue par la membrane. Afin de
réaliser ce protocole, la cellule fluidique a é&mplie consécutivement des différents mélanges
eau/éthanol et les mesures de fréquence de réspanété effectuées. En exemple, la figure 3.17,
présente les résultats des mesures pour une mesntead?0 um vibrant selon le mode (0,1) ainsi que
la comparaison avec les prévisions théoriques petie méme membrane selon le modéle de Lamb
étendu au mode (0,1).
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Figure 3.17 : Décalages de la fréquence de résenaalculés (selon le modele de Lamb étendu) etmées
expérimentalement en fonction du pourcentage déthdans I'eau déionisée pour une membrane de 40Omum vibrant
selon le mode (0,1).

Le faible écart entre les résultats théoriquesxpégmentaux montre que le modéle de Lamb
étendu constitue un bon moyen d’appréhender latithr des micromembranes en la présence d'un
fluide newtonien de faible viscosité (cadre pratiqle nombreuses applications de reconnaissance
biologigue) selon les modes de vibrations supésieDe plus, I'expérience menée atteste la capacité
de la membrane vibrant selon le mode (0,1) a tftem changement de masse. Nous avons vu que
cette capacité peut étre évaluée par le calcuh densibilité massique de la membrane. Or, le reodel
de Lamb étendu nous permet de calculer cette vedbms le liquide, toujours a partir de sa valeunsda
I'air. Rappelons la formule permettant cette estioma(cf chapitre 1l section 11.1.)6:

1

_ =S
S|q_mn air _mn m
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Nous connaissons la sensibilité massique dans paiir en avoir calculé la formule en
fonction de la masse modale de la membrane vilolam I'air et de sa fréquence de résonance. Ainsi,
connaissant les valeurs expérimentales des fréqaed& résonance dans I'air, nous pouvons estimer
la sensibilité massique de nos membranes vibrargt da liquide. L’estimation prévoit ursensibilité
massique de 0,2 pg/Hz Nous pouvons alors estimer la valeur de la lindiée détection de nos
micromembranes. Pour cela et comme précisé a teisett.2.2, nous nous basons sur la mesure du
bruit du signal de suivi de la fréquence de résomafdépendant du facteur de qualité de la
micromembrane). La convention impose qu’un décatbgka fréquence de résonance est détectable si
sa valeur excéde trois fois la valeur du bruitidnal de suivi. Cette condition se résume par :

Af > 3Af

détectable bruit

Or Afgsectanie €St i€ @ la masse greffé a la surface de la menobrane via la sensibilité
massique que nous venons d’estimer. Ainsi hous@uuécrire la relation suivante pour I'estimation
de la limite de détection de nos micromembranes :

M min_lig_mn = 3Afbruit Siq_mn

Afin de calculer cette limite de détection danscas précis, nous considérons le cas du suivi
de la fréquence de résonance exposé a la figue Bdur lequel le bruit du signal de suivi de la
fréquence de résonance est de 55 Hz. L'estimatiola dhasse minimum détectable donne alors une
valeur demasse minimum détectablale 33 pg

Les valeurs de masse minimum détectable et debdldsestimées ici sont globalement
meilleures d’'un ordre de grandeur en comparaisonefies rencontrées dans la littérature pour des
systémes de reconnaissance biologique basés scautesirs microgravimétriques. A titre d’exemple,
Braunet al[7], de I'université de Bale, démontrent en 208%ibration de leviers dans le fluide selon
le 13°™ mode de vibration avec un actionnement piézoéipmtret une détection optique pour la
détection de billes de latex. Leurs travaux déativene sensibilité massique de 2,5 pg/Hz et une
masse minimum détectable de 7 ng. Nuancons tostefdie comparaison en rappelant qu'il s’agit
d’'une estimation comparée a une masse minimum taétecéprouvée par I'expérience. Il convient,
afin d’approfondir notre étude, de valider ces perfances estimées lors de la conduite d’expériences
de détection biologique.

II1.3. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons acheveé la caracténgaimpléte du microsysteme a la base de
la plate-forme de détection biologique étudiée dansadre de ce manuscrit. Cette caractérisation
mécanique a permis la validation du principe decté&n piézorésistive du mouvement vibratoire des
micromembranes a la fois dans l'air et dans leidigu Ce dernier point constitue une avancée
essentielle, une telle co-intégration n'ayant pase jour et a la connaissance de I'auteur, éfgorée
pour des applications de détection biologique. &gection et I'identification de modes de résonances
supérieurs au fondamental a été validée dans Paimi les modes de résonance sélectionnés lors de
'analyse modale menée au chapitre Il, le modeéderrance (0,1) a pu étre détecté dans le fluitde et
suivi en temps réel de la fréquence de résonarsiias a eté attesté. L'amélioration du facteur de
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gualité de la résonance de membrane vibrant dafhside a été réalisée et des taux d’améliorations
allant jusqu’a 11 fois la valeur du facteur de @éaén boucle ouverte ont été reportés. Enfin, les
données expérimentales relevées pour le mode datioib (0,1) dans le liquide ont permis de valider
un modele permettant d'appréhender les modificatiiun comportement dynamique des membranes
vibrant dans un fluide newtonien de faible visaasgans toutefois constituer une réelle calibragion
masse de nos capteurs, ce modéle a permis d'edéinsnsibilité massique des micromembranes
ainsi que la masse minimum détectable.
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CHAPITRE IV :

Détection d’agents pathogenes simulant la menace
biologique par une matrice de micromembranes

IV.1. Objectifs

Comme nous I'avons vu au chapitre I, un biocapteunplet se définit par I'association d'un
transducteur et d’'une couche biologique sensibtesldu dernier chapitre, nous avons achevé la
caractérisation électromécanique complete du trantedr constitué par notre microsystéme. Au cours
de ce chapitre, nous aborderons tout d’abord sstix réalisés afin d’optimiser la couche biologiqu
sensible. Ensuite, nous détaillerons les expérgenoaduites en vue de réaliser la détection d'agent
pathogénes simulant la menace grace au prototypelate-forme de détection biologique dont la
conception, fabrication et caractérisation sont@ur de cette thése.

Les agents biologiques pathogénes simulant la neentiiisés dans le cadre de ce manuscrit
ont été choisis pour deux raisons : d'une part pewr innocuité envers 'lhomme et d’autre part pour
le mimétisme de leur comportement biologique avec cbmportement biologique d'espéces
pathogénes de catégorie A et B. Ces agents bialegigimulant la menace ainsi que les anticorps
spécifiques de ces espéces ont été fournis panlies lié au risque biologique du Centre d’Etudes
Bouchet de la Délégation Générale de I'ArmementrtiéePetit, Essonne). La préparation des
échantillons a été confiée a Pascal Rameil (CEBADG

Nous détaillons ici la liste des quatre agents ggghes simulant la menace utilisés dans le
cadre de ces travaux de thése, chaque agent sinmdanétre rapproché de par son comportement
biologigque d’'un certain type d'espéces présentaes thacatégorie A ou B comme suit :

- L’espéceBacillus atrophaeusest une bactérie de type Gram+ utilisé pour simlde
comportement biologique dBacillus anthracigarme biologique de catégorie A) causant
la maladie du charbon. Ce type de bactérie poskedmractéristique de former une
enveloppe protectrice appelée endospore lui peamteitie résister a des conditions
extrémes tout en gardant sa capacité de prolifi@msr d’'un retour a des conditions
favorables.

- L’ovalbumine est une protéine constituant plusalenbitié de la population protéique du
blanc d'ceuf. Elle est utilisée dans le cadre det@sux pour simuler la détection de
toxalbumines (comme la ricine)

- La souche MRE162 d’Escherichia coli est une baetdd type Gram+ utilisée ici pour
simuler la détection de la souche 0157 :H7 d’Eschix coli qui représente entre autres
un contaminant tres toxique des sources d’eau f[gotab
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- L’espéceCydia pomonella granulosisst un baculovirus granulovirus du ver parasittade
pomme. Cet insecticide est utilisé dans notre cas piimer le comportement de divers
virus de la catégorie A.

Les biorécepteurs associés a nos biocapteurs esrtmunoglobulines G spécifiques aux
espéces exposées ici. Ainsi, il convient de dispdas moyen d’'immobiliser a la surface de nos
capteurs les anticorps spécifiques des quatre espgimulant la menace. Les critéeres que nous
souhaitons voir satisfaits par la couche biologigemsible sont exposés ici. lls sont liés a I'emage
de la fabrication d’un capteur destiné a la débect’agents simulant la menace, de type « détecter-
pour-protéger ».

Premiérement, il convient que la méthode de fonatdisation retenue permette le greffage
des anticorps de maniére permanente. Ce greffag@alovoir résister a des variations brusques de
pH. Il doit étre également résistant sur une da&etockage de quelques jours. Deuxiemement, la
méthode de fonctionnalisation retenue doit gardimiegrité de la structure et le bon fonctionnerne
des anticorps spécifiques de l'espéce a détectefin Eet plus globalement, la méthode de
fonctionnalisation doit permettre de minimiser dent d’interactions non-spécifiques et maximiser le
taux d'interactions spécifiques de I'espéce a détec

Afin d’obtenir le protocole de fonctionnalisatiom plus adapté au cadre applicatif décrit dans
cette thése, nous avons réalisé deux séries decteglaralléle afin d’évaluer les performancesaled
méthodes chimiques différentes construites a pdetitypes de surfaces. La premiere est basée sur le
dépdt et la fonctionnalisation d’'une couche de folysine-grafted-Poly(ethylene glycol) (PLL-g-
PEG) a partir d'une surface de dioxyde de silicilra. seconde réside dans la génération d’'une
monocouche auto-assemblée, composée de molécihiedss, a partir d’'une surface d’or.

Dans l'optique d’attester la faisabilité d’une bétection spécifique des agents simulant la
menace a partir des diverses chimies de fonctimatiin élaborées ainsi que d'en évaluer les
performances, nous effectuerons le suivi et I'étdds différentes étapes biochimiques grace a 4
microbalances a quartz multiplexées avec suiviaddidsipation. Le choix de la meilleure chimie de
fonctionnalisation possible sera alors effectuécdhvient de préciser que le résultat de cette
optimisation a permis de déterminer la nature dutérieu qui équiperait la surface des
micromembranes, lors du processus de conceptiomidessystémes résonants.

Le fonctionnement de la microbalance a quartz auéd de la dissipation (QCM-D) est décrit
a la section 1.2.1.4.C du chapitre |. Nous rappglichque les deux signaux utiles issus de la QCM-D
sont I'évolution de la fréquence de résonance éssnateurs en quartzs et I'évolution de la dissipat
de l'onde de vibration au niveau de la couche [giojoe. Une diminution de la fréquence de
résonance correspond a I'ajout d’'une masse a faceudu quartz, I'intensité de 'augmentation de la
dissipation liée a cet ajout renseigne sur le tarawiscoélastique de I'espéce déposée. Il estljoes
de suivre pour chaque quartz plusieurs fréqueneegédonance correspondant aux différentes
harmoniques impaires (de 1&°1harmonique correspondant au mode fondamenta dibtation en
cisaillement du quartz, & la'4%). Afin de pouvoir comparer les différents résitabtenus entre eux,
il convient de se rapporter toujours a une mémenbaique. Pour des raisons de stabilité du signal,
nous étudierons toujours ici, le signal issu deliaation du quartz selon 1&7° harmonique. De plus,
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précisons que le systéme employé ici permet déseéajuatre expériences en simultanée (QCM-D

E4)

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nousrdésries principales étapes ayant permis la
mise en place du protocole de fonctionnalisatiathimique au niveau des micromembranes. Nous
décrirons alors brievement la mise en place d'wbggole de passivation biologique des surfaceade |
puce hors membranes. Enfin nous nous attacheromécidre les résultats des tests de détection
biologiqgue des antigénes simulant la menace mendside des micromembranes résonantes
fonctionnalisées.

IV.2. Optimisation d’'un protocole biochimique de détection
d’agents pathogenes simulant la menace

IV.2.1. Greffage d’anticorps sur des surfaces de dioxyde de silicium

1V.2.1.1. Objectifs et description du protocole

Afin de greffer les anticorps spécifiques aux ageimulant la menace sur une surface de
dioxyde de silicium, le choix a été fait d'explaitea grande variété de fonctions offertes par les
molécules de PLL-g-PEG. Premierement, I'adsorptienmaniere ordonnée de ces molécules a la
surface peut étre réalisée par un protocole simjad,activation de la surface de dioxyde de giiio
par action d’un plasma de dioxygéne. Ensuite, cel€cnles peuvent étre modifiées afin de disposer
de groupements terminaux aux différentes foncti@®isaucune modification n’est apportée, une
couche de molécules PLL-g-PEG aura un pouvoir dendition des interactions non-spécifiques (cf
chapitre | section 1.2.1.3 Si I'on modifie la structure moléculaire pouroajer un groupement
terminal particulier, de nombreuses fonctionnal@ést disponibles.

Dans notre cas, hous avons opté pour des moléelleg-PEG modifiées pour supporter une
molécule de biotine a leur extrémité. Ces molécdt@sent avec les molécules d’avidine, de
streptavidine ou bien encore neutravidine, des lesug’une tres grande affinité et forment des
liaisons trés robustes sous des conditions norntldeésmpérature et de pH. L'utilisation de PLL-g-
PEG biotinylés combinées avec des molécules deavidine a été rapportée récemment par I'équipe
de Scott R. Manalis [1] pour fonctionnaliser leupdapteur d’étude a savoir les micro-canaux
suspendus résonants. L'empilement mis en place l[dacedre de cette thése pour assurer le greffage
des anticorps spécifiques aux agents simulant lzange sur une surface de dioxyde de silicium est
présenté a la figure 4.1. Les solutions et lestifédmologiques nécessaires ont été achetés dhersd
fournisseurs dont la liste est exposée en Annexe D.
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" antigéne

IgG anti-lapin
biotinylés

PLL-g-PEG biotine

Figure 4.1 : Schéma descriptif de I'empilement hiogque permettant le greffage de maniére robugpemnanente des
anticorps spécifiques aux agents simulant la meéamhés dans le cadre de cette thése.

Les molécules de Neutravidine sont a méme d’engdee liaisons de grande solidité avec
quatre molécules de biotine. Disposer d'immunodlioles modifiées pour incorporer une molécule de
biotine sur leur fragment constan, Bermet alors de les greffer au sommet de I'empilet. Dans
notre cas, nous ne disposons pas d’anticorps spéEsf aux agents simulant la menace possédant une
molécule de biotine liée a leur fragment const&#pendant, les anticorps spécifiques aux agents
simulant la menace biologique étant tous produitadir de lymphocytes de lapins, nous pouvons
nous procurer des anticorps biotinylés spécifiquesragment constant. Bes anticorps produits par
des lapins. Cette étape permet alors de captwsaniicorps spécifiques aux agents a détecterasur |
surface de dioxyde de silicium.

Le nombre élevé d'étages biochimiques constitu@ntprotocole permet d’éloigner de la
surface les anticorps spécifiques a I'espéce atétee qui doit avoir pour effet de limiter le noma
d’interactions spécifiques (celles-ci ayant lietedtement sur la surface). Le principal inconvénéken
nombre élevé d'étapes est lié a 'encombrement rgaar les différentes espéces biologiques. En
effet, 'encombrement des espéces déposées surfice limite le taux d’occupation des sites de
chaque couche par les éléments de la couche seivainsi, pour chaque couche déposée, le nombre
de sites disponibles diminue toujours. Il s’agicmd de maximiser la quantité d’espéces déposées afi
de garantir en fin de protocole la disponibilitéud’ nombre suffisant de sites pour les agents
biologigues simulant la menace.

1V.2.1.2 Optimisation expérimentale

Avant d’'étre placés au sein des quatre chambraiduies de la QCM-D E4, les quartzs, dont
la surface de dioxyde de silicium est le siegeadfohctionnalisation, sont activés par passagentdura
cing minutes au sein d'un générateur de plasma©débit du fluide au sein des chambres fluidique
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de la QCM-D E4 est assuré par une pompe périsialtyq sera fixé (sauf mention du contraire) a 10
ul/min. La régulation en température est fixée urie pour I'ensemble des chambres fluidiques a 25
°C. Au début de I'expérience, une solution « tampdAEPES 10 mM circule dans les tuyaux et a
travers la chambre.

Afin de déterminer quelle concentration (des défées espéces utilisées) optimise le dépbt de
chaque couche, on procede a une injection par gatent®ncentrations, en partant de la plus faible
concentration vers la plus élevée. Une fois ingdtésolution d’'une concentration donnée, le signal
des variations de la fréquence de résonance estvgbd a stabilisation du signal en un « plateau »,
correspondant a I'état stable entre la quantitéhel’aspéce déposée et la quantité désorbée de cette
méme espece, est attendue avant toute autre dmecilette méthode permet de déterminer la
concentration qui permettra d’'arriver a la satoratile la surface du quartz en espéce déposée. La
premiére concentration pour laquelle une chuteréguence synonyme d’'un accrochage de matiére
n’est plus observée fixe@ posterioricomme concentration optimale celle injectée jastnt celle-ci.

PLL-g-PEG biotine aE Neutravidiﬂ1e

La longue de chaine carbonée des PLL-g-PEG s’aberdc la surface de SiQria une
interaction électrostatique entre cette dernieérelactéte de Poly-L-lysine. En accord avec de
nombreuses références dans la littérature, la otrat®n de 1mg/ml retient notre choix. Les rédslta
des variations de fréquence obtenue pour une teleentration sont présentés a la figure 4.2 et
attestent d’'un remplissage complet de la surfaceuhutz. La |égére désorption observée aprés le
dépdt est le fait des molécules de PLL-g-PEG qoinnh'pas été fixées a la surface et qui sont
partiellement retenues par les molécules immoleitiséCe phénoméne tend a créer des amas
perturbant I'uniformité de la couche. On procedesab une bréve injection de glycine (100 mM, pH
1,8, t= 1 min) afin de nettoyer ces amas. Une deite injection terminée, on fait circuler du tampo
biologiqgue PBS 1X dans la chambre fluidique. Labilisation de la fréquence de résonance a un
niveau supérieur a celui observé avant l'injectitenglycine atteste qu’'une partie des molécules de
PLL-g-PEG a été évacueée.

Les variations obtenues pour l'adsorption des miééc de PLL-g-PEG biotine sont trés
reproductibles. Tout au long des expériences, ixadidn pendant 30 min induira une variation de
fréquence de -30 Hz puis une lente désorption ddzr8urant 40-50 min.
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Figure 4.2: Graphique des variations de la frégeefecrésonance et de la dissipation d&% Farmonique en fonction du
temps pour deux quartzs en paralléle, lors dedidin sur la surface des quartzs des PLL-g-PE@nlyiés a une
concentration de 1 mg/ml. Ce graphique montre égaléie changement de tampon ainsi que la fixatoladNeutravidine

concentrée a 50 pg/ml, traité plus loin.

Les PLL-g-PEG étant surmontés d’'une téte biotire lidison conformationnelle avec la
neutravidine sera trés stable dans le temps. Dengentrations de neutravidine ont été testées : 50
pg/ml et 500 pg/ml. L'expérience reproduite traissfa montré le méme niveau de variation de la
fréquence pour les deux concentrations, a savlBiH:3 ce qui tendrait & prouver que la saturatien d
la couche de PLL-g-PEG biotine en neutravidinedég atteinte pour une concentration de 50 pug/mL.
Ce point est en cohérence avec ce qui est rappantla littérature [2]

Il convient également de noter qu'au regard dealdlet des anticorps par rapport aux
molécules de neutravidine, une concentration ttepéé de neutravidine serait inutile. En effet, les
anticorps sont assez volumineux pour se géner @inage de sites de fixation trop proches. Ce
phénomene est appelé encombrement stérique [Btie¢ & une densité maitrisée de neutravidine sur
la surface [4].

Afin d’optimiser le protocole, il a été choisi diiter a 30 min le temps de fixation de la

neutravidine. En effet, au bout de 30 min, 95%alédiminution totale de la fréquence de résonance
observée est atteinte.

Anticorps « anti-lapin » biotinylés

Les anticorps spécifiques au fragment constantrdesinoglobulines produites par le lapin
ont été modifiés afin d’'incorporer dans leur stowetun élément biotine. La liaison de ceux-ci aaec
neutravidine sera donc également trés robusteablestians le temps. Les solutions d’anticorps sont
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préparées a partir d’aliquotes conservées a -4%4s. $olutions de 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml sont
préparées. Plusieurs expériences sont menéeseaflatdrminer la concentration optimale permettant
de fixer le plus d’anticorps « anti-lapin » biotiéy.

Il convient de préciser ici qu'un trop grand nomkd&nticorps au voisinage des sites
d’interactions induit la formation d’agrégats pi@geles anticorps entre eux. Ces agrégats dégradent
la qualité et 'homogénéité de la couche fixée Blant des espéces qui restent a la surface mais
sans étre liees de maniére spécifigue a la nedinavi L'observation de la figure 4.3 permet
d’observer d’abord d’'une accroche conséquente id@ps résultant de I'injection de la concentration
50 pg/mL. Cette accroche est suivie d'une lentemghéion que I'on peut associer a la désorption de
certains anticorps pris dans des agrégats initiBnsuite, on observe un greffage d’anticorps lia a
concentration 100 pg/mL qui est totalement annudé la désorption liée a linjection de la
concentration 200 pg/mL. Deux hypothéses sont aempar I'auteur pour expliquer cet effet, 'une
des hypothéses est que la couche biologique étgpposée saturée par I'accroche liée a la
concentration 50 pg/mL, les anticorps de la sotusaivante ne peuvent plus se greffer de maniere
optimale et forment des agrégats, ces agrégatseseralors évacués lors de linjection de la
concentration supérieure. Une autre hypothése que me pouvons pas exclure réside dans une erreur
de préparation de la solution concentrée a 100 lghn effet, en la variation initiale et finale des
signaux associée a la présence de la solution ntrdeea 100 pg/mL pourrait étre associée a un effet
tampon provenant d’'une erreur de préparation degi®os, ceci peut étre confirmé par le fait que
I'allure de la dérive de la courbe reste inchangétee les deux variations brusques liées a I'éeriv
puis au départ de la cellule fluidique de cetteitsah incriminée. La figure 4.4 montre quant a elle
que la concentration 20 pg/mL ne permet pas dratteila saturation en un temps court puisque c’est
I'injection de PBS 1X qui coupe la dynamique deffquge.

5 20
1 1 1
1 1 1
0 i Anticorps anti-lapin E E
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Figure 4.3: Graphique des variations des fréquetieggsonance et des dissipations pour la 7émeohajue de 2 quartzs
SiO2 en paralléle, pour I'injection d’'une gammesadé&ution d’anticorps anti-lapin biotinylés de contrations 50, 100 et 200
pg/ml.

137



1 1 1

I I 1

1 1 1 - 8

1 1 1

1 1 1

1 1 1

1 1 !
e~ 01 i : Anticorps anti-lapin 1 ks
o ; | biotimlés 20 pgml, |
& : ! HOHIYERS A ! PBSIX L, &
g k> i ' o
g ' : = 2
& _ PBSIX I 1 5 =]
g A1 : : | ° 8
o I I 1 o
5 : : : £
o | 1 1 r 0 5
> i i i 5
g ! : ! =
3104 : : R
2 i | i e
U 1 ! 1 _9
2 i A : ta4 B
P | I 1 -
g h | 1 G
= | i i -
.9 -15 ~ I . , , i ! [ ¢
= ! Anticorps anti-lapin ! !
'g ! biotinylés 10 pug/mi ! {
= i 1 1 - -8

. 1 1

-20 t t t -10
0 20 40 60 80

Temps (min)

Figure 4.4: Graphique des variations des fréquetieggsonance et des dissipations pour la 7émeohajue de 2 quartzs
SiO, en paralléle, pour l'injection d’'une gamme de solud’anticorps anti-lapin biotinylés de concetitras 10 et 20
pg/ml.

Ces expériences montrent que la concentration penmtda saturation optimale de la couche
précédente se situe entre 20 pug/mL et 50 pg/min &gviter que la durée du protocole total ne soit
trop grande, le choix est fait de retenir 50 pgf/admme concentration optimale pour les anticorps
biotinylés spécifiques du fragment constant degamts du lapin.

Anticorps spécifiques aux agents simulant la menace

Lors de la réalisation d’empilements de deux cosahianticorps, la littérature [5] indique le
plus souvent un ratio anticorps/anticorps de 1shiétant donné que la concentration de 50 pg/ml a
été choisie comme concentration optimisée pouxéidn des anticorps anti-lapin biotinylés, on fpeu
raisonnablement penser que cette méme concentifationira une fixation homogene et réguliére
pour les anticorps spécifiques aux antigénes &udié

Une étude sur une gamme d’anticorps a été mengealafieérifier que la concentration 50
pg/mL permet d'atteindre la saturation de la couphécédente. Le graphique associé a cette
expérience est donné a la figure 4.5. Les variatim fréquence de résonance pour chaque anticorps
sont reportées au tableau 4.1. Tous les anticpdasfEues ne sont pas représentés ici car au momen
de I'expérience leEscherichia coliétaient lysées ; les anticorps spécifiques a betteérie n’ont donc
pas été immobilisés. Les résultats obtenus ontefioist été utilisésa posteriori pour valider la
détection de nouvelles souches vivamt&scherichia coligrace au protocole étudié.

138



Variations de la fréquence de résonance et de la dissipation d’un quartz Si0O2 fonctionnalisé
avec des anticorps anti-CpGV

— Variations de la fréquence de résonance et de la dissipation d’un quartz Si0O2 fonctionnalisé
avec des anticorps anti-Bacillus atrophaeus

Variations de 1a fréquence de résonance et de la dissipation d’un quartz S8i0O2 fonctionnalisé
avec des anticorps anti-ovalbumine
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Figure 4.5 : Graphique des variations de la fréqaeate résonance et de la dissipation pour la 7émmedmnique de 3 quartz
SiO, en parallele, pour l'injection d’'une gamme de solud’anticorps anti-ovalbumine, ariacillus atrophaeust anti-
granules CpGV et de concentrations 50 et 100 pg/ml.

Concentrations
Anticorps spécifiques de I'espéce... 50 pg/mL 100 pg/mL
ovalbumine -17,7 Hz en 40 min -0,6 Hz en 40 min
Bacillus atrophaeus -15,9 Hz en 40 min -0,6 Hz en 40 min
Cydia pomonella granulosigrus -13,7 Hz en 40 min -0,8 Hz en 40 min

(CpGV)

Tableau 4.1 : Résultats en termes de variationegdeénce de résonance pour la fixation d’anticarisovalbumine, anti-
Bacillus atrophaeusanti-granules CpGV.

Ainsi, il est possible de confirmer la concentratmptimale & sélectionner pour le processus
complet. En effet, le passage de la concentratioB0dug/ml a celle de 100 pg/ml n’induit quasiment
pas de variation de fréquence supplémentaire. haerdration de 50 pg/mL est donc retenue pour les
anticorps spécifiques aux agents biologiques actiteconfirmant par la méme ce qu'’il nous a été
donné d’observer dans la littérature pour des amutbuches d’anticorps.
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Conclusion

Nous avons validé le greffage d'anticorps sur defases de dioxyde de silicium Si@t
optimisé les concentrations afin de maximiser lenioe de sites de réaction disponibles pour la
reconnaissance des antigénes simulant la menagarocessus complet peut étre résumé a la table
4.2.

Especes biologiques et chimiques Concentratiomzbei Temps de greffage
PLL-g-PEG biotine 1 mg/mL 30 min
Glycine 100 mM ; pH 1,8 1 min
Neutravidine 50 pg/mL 30 min
Anticorps anti-lapin biotinylés 50 pg/mL 40 min
Apt[corps §peC|f|ques des 50 pg/mL 40 min
antigenes simulant la menace
Temps total 2 h 21 min

Tableau 4.2 : Détail du protocole biochimique petarg 'immobilisation optimale des anticorps sfii§cies aux agents
simulant la menace sur une surface de,SiO

IV.2.2. Greffage d’anticorps sur des surfaces d’or

1V.2.2.1. Objectifs et description du protocole

De nombreuses solutions existent dans la littéegtour la fonctionnalisation de surfaces d’or
et cette tAche s’avére plus simple a réaliser que des surfaces de SiCLe processus que nous
avons retenu est basé sur l'utilisation d’'une monobe auto-assemblée (SAM : self-assembled
monolayer) d'acide 11-mercapto-undecanoique (MUA) gent se structurer directement sur la
surface d’or lorsque placé a I'abri de I'air etldédumiére.

L'étape suivante consiste a venir remplacer lesuggments carboxyliques des chaines
carbonées de cet acide par des fonctions succiegngli constituent des bons groupements partants
en vue de la réaction entre la monocouche asserablés fonctions amines des anticorps, favorisant
ainsi le greffage de ces derniers. Cette étapditestl’activation de la monocouche. Enfin, I'inject
des anticorps spécifiques aux espéces biologiqaéseater viendra terminer la structure biochimique
ainsi mise en place.

Notons toutefois que, a la fin de l'accrochages dmticorps, une bréve injection
d’éthanolamine viendra désactiver les groupemantsigimides encore actifs qui n’auraient pas fixé
un anticorps, ceci afin d’éviter les interactiommspécifiques entre les espéces biologiques atdéte
et la monocouche assemblée. La figure ci-dessomusedone représentation schématique du protocole
de fonctionnalisation des quartzs or.
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Figure 4.6 : Représentation schématique du procelesgeeffage des anticorps sur une monocoucheddddi-mercpato-
undécanoique (MUA) auto-assemblée sur une surface d

éthanolamine
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Ce protocole présente l'avantage de lier les argicaspécifiques aux agents pathogénes
simulant la menace de maniére covalente a la mamwheoauto-assemblée. De ce point découlera une
grande stabilité de I'accroche des anticorps pdfi&rdntes conditions de pH et de température ainsi
gu’une relative robustesse de I'accroche a traeatismps.

1V.2.2.2 Mise en place expérimentale et optimisation

Le protocole expérimental associé est le suivaremierement, les quartzs possédant une
surface d'or sont lavés de tous déchets organiquesnpuretés sur leur surface en appliquant un
processus basé sur un traitement par plasma OBeetmumersion dans un mélange fumant d’'eau
oxygénée et d’'acide sulfurique. L'assemblage dedaocouche se fait par immersion des quartzs
dans une solution d’acide 11-Mercapto-Undecano@ua concentration 5 mM pendant 12 h. Le
milieu réactionnel est constamment protégé de faide. Les molécules d’acide viennent se
structurer, lors d’'une réaction a la cinétique der@n une couche de densité uniforme de molécules
liées aux atomes d’or de la surface.

Les quartzs sont alors rincés et introduits dassclambres fluidiques de la QCM-D E4. Le
débit de travail reste 10 pl/min.

L'activation est réalisée par injection d’'une swmntbasée sur une mélange a parts égales
d’une solution & 100 mM de NHS (N-HydroxySuccinisjicet d’'une solution de 400 mM d’EDC (N-
Ethyl-N’-(3-Dimethylaminopropyl)Carbodiimide), toes deux préparées dans du tampon HEPES.
Cette solution (appelé mélange NHS/EDC) est infepEndant 30 min dans la chambre fluidique des
quartzs.
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Les terminaux succinimides ayant remplacé les taaoX organiques d’origine de la
monocouche, on fait circuler du tampon HEPES 10 afill de stabiliser le signal. On injecte ensuite
du tampon PBS 1X car les anticorps sont préparés das solutions diluées au PBS 1X et il est
nécessaire de discriminer les variations de frécpiel®e résonance du quartz dues au changement de
tampon de celles dues a la fixation des anticorps.

Apreés stabilisation du signal, les anticorps spgeés aux espéces biologiques a détecter sont
injectés. Une fois la stabilisation consécutivesiinal atteinte, il ne reste qu'a saturer les gieeda
monocouche auto-assemblée n'ayant pu recevoir idaps (de par I'existence du phénomene
d’encombrement stérique) avec un groupement pagsiCatte saturation est assurée avec l'injection
d’une solution tres concentrée d’éthanolamine gp#lidant 30 min.

Afin de déterminer la concentration optimale dedéution d’anticorps spécifiques permettant
le greffage covalent d’une couche d’anticorps &la dense et homogeéne, plusieurs tentatives sont
réalisées avec une gamme de concentrations al@r25dug/mL a 100 pg/mL. Les différentes
variations de la fréquence de résonance obserdées (e cas des anticorps aéBdieillus atrophaeus

entre le niveau du signal avant l'injection et ieeau du signal aprés stabilisation sont synthésise
la table 4.3. Les courbes associées sont représes

S

~ay

edqld figure 4.7.

Concentration de la solution

d’anticorps 25ug/mL 50pg/mL 100pg/mL
Variation ple la fréquence de_19 Hz 40 Hz 22 Hy
résonance

Table 4.3 : Variations de la fréquence de résondada ™ harmonique des quartzs or, observées lors duagefies
anticorps spécifiques ariacillus atrophaeusur une monocouche auto-assemblée activée, misictmcentrations
différentes.

Temps (min)
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Figure 4.7 : Variations de la fréquence de résomaieda a 7™ harmonique d’'un quartz avec une surface or, oéssriors
du greffage des anticorps spécifiques &aeillus atrophaeusur une monocouche auto-assemblée activée, misir tr
concentrations différentes.

Nous constatons que la solution de concertati@nImL n’apporte que tres peu de greffage
supplémentaire par rapport a la solution de comnagoh 50 pug/mL. A l'inverse, le greffage apporté
grace a cette concentration est bien supérieurllda apporté par la solution de concentration 25
pg/mL. Nous pouvons déduire que la saturation dmleche est atteinte grace a la concentration 50
pg/mL, concentration que nous retenons comme ofgipaur le greffage des anticorps. Le méme
protocole est appliqué aux anticorps spécifiques tanis autres espéces, les résultats en termes
d’amplitude du greffage sont donnés a la table 4.4.

Greffage des anticorps : anti-ovalbumine, anti-Esichia coli, anti-Bacillus
atrophaeus
Degz'i‘ggoigr'ggg;ﬂse”ce 17,3 Hz £3,2 Hz 39,7 Hz +8,3 Hz 10,4 Hz + 2,8 Hz
(180 min) (100 min) (180 min)

harmonique) du quartz

Table 4.4 : Résultats du décalage total de la frécpide résonance 5P harmonique d’'un quartz or dans le cas du
greffage de différents anticorps polyclonaux adagentration 50 pg/mL.

Les décalages de la fréquence de résonance du gbaservés different selon les espéces pour
une méme concentration de la solution d’anticofpstte différence peut s’interpréter comme une
différence des forces de liaison des anticorpglf&&entes solutions. Les anticorps étant polyalon
(de différentes natures et ciblant divers épitaped’antigene) cette hypothése semble cohérenie po
expliquer le greffage massique plus important ainmpourEscherichia coliet Bacillus atrophaeus
par rapport a I'ovalbumine.

La figure 4.8 représente I'évolution de la fréquede résonance de I4™ harmonique d’un
guartz or au long du protocole complet dans lediase fonctionnalisation par des anticorps anti-
Escherichia coliLes effets d’augmentation brusque du signal deighsion et de diminution brusque
de la fréquence de résonance lors de l'injectiomélange NHS/EDC puis de I'éthanolamine ne sont
pas reliés a un greffage mais témoignent de lae pkun effet tampon pour ces solutions puis d’'un
retour a cet effet tampon avec I'injection de tamptEPES 10 mM puis PBS 1X. Durant la phase de
greffage des anticorps, I'augmentation du signaladdissipation est trés lIégére en comparaison de
lamplitude de la diminution de la fréquence deor@mce. Ceci est cohérent dans le cas
d'immobilisation de protéines a la surface du quaren effet, celles-ci ne sont pas suffisamment
larges pour induire un piégeage d’eau aux interstiteur immobilisation n'augmente donc que tres
faiblement la dissipation viscoélastique d'énegyla surface du quartz.
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Figure 4.8 : Graphique des variations des fréquedeaésonance et des dissipations pour la 7émehajue d’'un quartz
or, pendant le processus de fonctionnalisatiorogique représenté schématiquement a la figurd_dssanticorps fixés ici
sont les anticorps anischerichia coli.

Enfin, nous pouvons synthétiser les étapes du gotEdiochimique permettant d’optimiser le
greffage d’anticorps spécifiques aux agents siniumenace sur une surface d’or via I'activation
d’'une monocouche auto-assemblée d’acide 11-mercaytécanoique :

R . : - Concentration
Especes biologiques et chimiques optimale Temps de greffage
Acide 11-mercapto-undécanoique 5mM 12 h (Auto-assemblage
de la monocouche)
N-HydroxySuccinimide / N-Ethyl-N’-(3-
Dimethylaminopropyl)Carbodiimide 100 mM / 400 mM 30 min
(NHS/EDC)
Antlcorp§ spécifiques des antigenes 50 pug/mL 100 & 180 min
simulant la menace
Ethanolamine 50 pg/mL 40 min
Temps total 2 h 50 min (+12 h)
minimum

Table 4.5 : Détail du protocole biochimique peraett’immobilisation optimale des anticorps spégifes aux agents
simulant la menace sur une surface d’or
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IV.2.3. Détection spécifique d’agents pathogenes grace a la
microbalance a quartz

Apres avoir optimisé le greffage des anticorps iggies aux agents simulant la menace pour
deux types de surface et dans l'optique d’attelstarapacité des couches biologiques sensibles a
reconnaitre de maniére spécifique les agents sithuda menace, nous effectuons des tests de
biodétection.

Le protocole est le suivant: deux quartzs reedsvd’un méme matériau de surface sont
fonctionnalisés, selon I'un des deux protocolefodetionnalisation décrit dans ce chapitre, le peem
avec un anticorps spécifiqgue a I'espece a détettier deuxieme avec un anticorps non-spécifique de
'espece a détecter. En fin de processus de fanwisation, du PBS 1X circule dans la chambre
fluidique et la stabilisation du signal de la fréque de résonance est attendue puis I'agent sitnulan
concerné dilué dans une solution de tampon biolegidPBS 1X) est injecté. Le greffage d’espéces
biologiques observé uniquement sur le quartz fonaotilisé avec I'anticorps spécifique est associé a
une reconnaissance spécifique de I'antigéne pé&riaation de complexes antigénes-anticorps. En
revanche, le greffage observé sur le second geattzientifi€ comme une occurrence de phénoméne
d’adsorption non-spécifique.

Plusieurs solutions d’antigénes sont préparéegsadilutions par puissance de dix de la
concentration initiale. On rappelle les concentragides solutions meres :

- La solution dEscherichia coliest concentrée & hauteur de 2,2UBC/ml

- La solution deBacillus atrophaeusst concentrée a hauteur de 1,2spores/ml
- La solution de spores de CpGV est concentrée &hiade 1,1 1Dgranules/ml
- La solution d'ovalbumine est concentrée a hauteut chg/ml

Le processus expérimental est le suivant: une lfoigibration des quartzs stabilisée, on
injecte la dilution au 10003 dans les chambres fluidiques, si aucune variatiest observée, on
passe a linjection de la solution concentrée diis fplus. Si une variation témoignant d’une
reconnaissance de l'antigéne par I'anticorps esemige, alors la stabilisation du signal est atiend
avant d'injecter la concentration suivante.

Les performances des deux protocoles (décrits pmar surface d'or et de dioxyde de
silicium) en termes de quantité de la reconnaissdiologique et de limitation de l'occurrence
d’interactions non-spécifiques sont utilisées aloosnme critére discriminant pour sélectionner la
surface permettant le protocole optimal.

Enfin, une fois le choix du matériau et du proteceffectué, nous cherchons a évaluer la
réponse du protocole aux exigences du cadre applieanos biocapteurs, a savoir I'utilisation dans
des zones naturelles possédant leur propre milc@odique au milieu duquel il convient de réalitser
biodétection. Dans cette optique, nous réalisons série de nouveaux tests de reconnaissance
spécifique pour des antigénes cette fois diluésemu d’échantillons de « bruit de fond biologique »
fournis par le Centre d’Etudes du Bouchet de la DG#tte solution contient un ensemble d’espéces
biologigues endémiques de I'environnement natureles proportions aléatoires.

1V.2.3.1. Cas d’agents pathogenes au sein d’'un tampon biologique
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Les solutions permettant la réalisation des ganmdeencentrations des différents antigénes
simulant la menace sont préparées a partir du tarmjotogique PBS 1X.

Par souci de synthése, nous ne pouvons exposeteggaphes liés aux différents tests de
détection, nous présentons néanmoins avec la figl@ele cas de la détection de I'ovalbumine.
Ensuite, le tableau 4.6 synthétise les décalagssfréguences de résonance observées pour les
différentes concentrations injectées lors des tdstslétection pour les quatre espéces biologiques
simulant la menace dans le cas du protocole deiémmalisation de surface d’or.

Jréquence de foncti Tisé
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Figure 4.9 : Graphique des variations des fréquedeaésonance et des dissipations pour la 7émehajue de 2 quartzs
or en parallele, pendant I'injection d’ovalbumindifiérentes concentrations. Un des quartzs estifomalisé avec un
anticorps anti-ovalbumine, I'autre avec un antisaapti-CpGV (témoin négatif).

Nous voyons sur ce graphe que la fixation non §igéei intervient pour l'injection de
I'ovalbumine concentrée a 10 pg/mL. Si I'on obsdeg&signaux de dissipation, on n'observe aucune
variation. Ceci est cohérent pour un greffage dimwaine, dont I'immobilisation sur la couche
augmente la masse mais n'a peu ou pas d'effeadlissipation viscoélastique au niveau de la couche
biologique sensible

Bacillus Escherichia

Détection sur guartz or atropheus col CpGV Ovalbumine
Dilution Détection O Hz 0 Hz O Hz O Hz
1/10006™  (emoin négatif 0 Hz 0 Hz 0 Hz 0 Hz
Dilution Détection -1 Hz 0 Hz 0 Hz -1,4 Hz
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1/1000°™

témoin négatif 0O Hz 0 Hz 0 Hz 0O Hz
Dilution Détection -7,5Hz -2,8 Hz O Hz -6.3 Hz
ieme
1/100 témoin négatif 0 Hz 0 Hz 0 Hz -1,7 Hz
Dilution Détection -10,7 Hz -12,6 Hz -1,1 Hz -11,5 Hz
1/10°me .
témoin négatif -1,2 Hz -1.2 Hz 0 Hz -4 Hz

Table 4.6 : Synthése des variations de fréequencésdmance pour les expériences de détection sutzqur

Les résultats présentés a la table 4.6 (ainsi duetprd a la table 4.7) sont calculés pour
chaque dilution & partir du niveau de référenceladdréquence de résonance au tout début de
'expérience. Il s’agit donc de variations de frégoe cumulées par rapport aux précédentes

concentrations.

Il convient de remarquer tout d’abord que nousvpos attester de la détection de maniére
spécifique des quatre agents simulant la menace g@iffiérentes concentrations seuils grace au
protocole de fonctionnalisation des surfaces d'es valeurs seuils sont les suivantes :

- Le bacilleBacillus atrophaeugst détecté de maniere spécifique pour une coratiemt
seuil del,4 10 spores/mL

- La bactérieEscherichia coliest détectée de maniére spécifique pour une ctraten
seuil de2,4 10 UFC/mL

- Le virus Cydia Pomonella Granulosis est détecténtiniere spécifique pour une
concentration seuil dg 1 1 granules/mL

- L'ovalbumine est détectée de maniére spécifique poa concentration seuil deug/mL

Nous pouvons attester que les concentrations speaiisiettant la détection spécifique de
Bacillus atrophaeus et de I'ovalbumine sont inféms de un a deux ordres de grandeur aux
concentrations seuils permettant la détection ipéei du CpGV et d’Escherichia coli. L’explication
de cette différence nous a été donnée par le peebdn Centre d’Etudes Biologique de la DGA ; les
constantes d’affinité de la réaction anticorpsgarie différent selon I'espece considérée. La donnée
de ces constantes d’affinité est connue au sei@EB pour avoir été mesurée avec des méthodes de
biologies classigues. La confirmation nous a étie faue les constantes d'affinité les plus élevées
concernaient le couple anticorps aBéeillus atrophaeusBacillus atrophaeut le couple anticorps
anti-ovalbumine/ovalbumine.

Nous pouvons remarquer ensuite que pour ces deueces formant avec leur anticorps
spécifiques des couples a haute affinité, I'infattile concentrations proches de la concentratida de
solution mére provoque assez facilement des phémesrde fixation non-spécifique ce qu'’il convient
d’éviter absolument dans le cadre d'une biodétactitalerte. Enfin, étant donné la simplicité du
protocole de fonctionnalisation des quartzs or,rppport aux multiples étapes de celui sur,Sih
peut penser que le seuil de la détectioBdaillus atrophaeugt de I'ovalbumine s’approche du seuil
de détection intrinséque de la QCM.

Afin de synthétiser les résultats des mémes exmperse de biodétection dans le cas du
protocole de fonctionnalisation de surface de,Si®us présentons a la figure 4.10 le graphe des
variations de la fréquence de résonance du qussti a la détection spécifiqudedtherichia coli
Précisons que dans le cas de ce protocole de danetfisation, la détection spécifique du virus CpGV
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n'a pu étre attestée. Les résultats concernamXeériences de détection des autres agents sintalant
menace sont exposés au tableau 4.7.

fréquence de tz $i0, foncti s e fréquence de & Si0, fonctionnalist avec

r‘fm_ . i dcs  amticorps  anti-ovalbumine reso < des amticorps amti-Escherichia

dissipation (témoin négatif) e dissipation coli
3 8

Escherichia coli
Escherichia coli T 2.4 107 UFC/ml. Escherichia coli
Escherichia coli 4

2 UFC/im. +7
2 2,4 10° URC/ml. 2410° % 2,4 108 UFC/mlL.

Variation de la fréquence de résonance (Hz)
Variation de la dissipation (10)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Temps (min)

Figure 4.10 : Graphique des variations des frécqeede résonance et des dissipations pour la 7émm@higue de 2 quartzs
SiO, en paralléle, pendant l'injectionEscherichia cola différentes concentrations. Un des quartzsoestibnnalisé avec
un anticorps artEscherichia colil’autre avec un anticorps anti-ovalbumiémoin négatif).

Cette courbe permet d’attester la détection spgefidEscherichia coliuniquement a partir
de la concentration 2,4 AUFC/mL. L'apparition d’'interactions non spécifiquintervient pour la
concentration supérieure. Contrairement a ce qwowbservé dans le cas de la détection de
'ovalbumine, le signal de dissipation du quartadionnalisé avec les anticorps alBtieherichia coli
augmente significativement, ce qui est effectivenuamérent avec I'immobilisation de bactéries a la
surface du quartz. En effet, les bactéries ontditeensions de I'ordre du micromeétre et représentent
donc un volume de fluide non négligeable vibranécale quartz. La présence de ces bactéries
chargées de fluide biologique a la surface du guarbvoque une augmentation de la dissipation
viscoélastique de I'énergie vibratoire du quartnsmgau de la couche biologique.

DéteCtion. sur guartz Bacillus Escherichia coli CpGV Ovalbumine
SiO, atrophaeus
Dilution Détection 0 Hz 0 Hz 0 Hz 0 Hz
1/10006™  emoin négatif 0 Hz 0 Hz 0 Hz 0 Hz
Dilution Détection 0 Hz 0 Hz OHz -2.8Hz
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1/1000°™

témoin négatif 0 Hz 0 Hz 0 Hz 0O Hz
Dilution Détection -2.2 Hz -0.6 Hz 0 Hz -3.4 Hz
ieme
1/100 témoin négatif 0 Hz 0O Hz O Hz O Hz
Dilution Détection -4.9 Hz -2.4 Hz O Hz -3.6 Hz
1/10°™ -
témoin négatif O Hz -0.7Hz OHz 0 Hz

Table 4.7: Synthése des variations de fréquencésidmance pour les expériences de détection stz Ri&)

Nous pouvons attester de la détection spécifiqdeegau protocole de fonctionnalisation de
surface Si@de trois espéces simulant la menace a partirateseatrations seuils suivantes :

- Le bacilleBacillus atrophaeugst détecté de maniere spécifique pour une caadient
seuil del,4 10 spores/mL

- La bactérieescherichia coliest détectée de maniere spécifique pour une ctratien
seuil de2,4 10 UFC/mL

- L'ovalbumine est détectée de maniere spécifique poa concentration seuil deug/mL

Les seuils de détection sont les mémes que dasesldu protocole de fonctionnalisation de
surfaces or pouEscherichia coliet pour I'ovalbumine, ils sont moins précis d’'um@ de grandeur
pour Bacillus atrophaeusll convient d’analyser deux choses a partir dssiltats présentés a la table
4.7. Premiérement, on constate la trés faible itapoe des phénoménes d’interactions non-
spécifiques y compris pour des concentrations m®ate la solution mére, confirmant ainsi I'effet
d’éloignement de la surface des sites de réactidniti par la succession des étages biologiques.
Deuxiémement, nous remarquons que pour les esplftestées par ce protocole aux mémes
concentrations seuils que dans le cas du protamfenctionnalisation des surfaces or, les décalage
en fréquence de résonance cumulés sont moins iampergue dans le premier cas. On peut donc
déduire que le nombre d’'espéces greffées en fixpdiience de maniere spécifique sur la surface est
moins important. Ceci tend a confirmer I'hypothéleela diminution du nombre de sites de réaction
disponibles pour chaque couche successive lié@caupation partielle des sites disponibles a la
couche précédente.

Si le protocole de fonctionnalisation des surfatesiQ présente des avantages en termes de
réduction des interactions non-spécifiques et dgsetotal d’application du protocole, deux raisons
nous poussent a le disqualifier comme protocolémgpptde fonctionnalisation des micromembranes.
Premiérement, il ne permet pas de détecter le @pGV. Deuxiemement, il ne permet pas (méme
lorsque optimisé) de maximiser le nombre de siséaction antigénique (paratopes) présentés au
milieu réactionnel par rapport au protocole de famnalisation des surfaces or.

BN

Ainsi, a ce stade, nous faisons le choix de reteai dernier protocole pour assurer la
fonctionnalisation biologique de nos micromembrand&ous décidons donc d’équiper nos
micromembranes de pastilles d’or afin de pouvotuadlir cette fonctionnalisation.

Ce sont donc les performances de ce protocole@®nqus allons étudier en ce qui concerne la
reconnaissance spécifigue des agents simulant feceeau sein d’'un environnement biologique
extérieur riche en espéces biologiques de tout#ssso
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1V.2.3.2. Cas d’agents pathogenes en présence d’un bruit de fond
biologique

Il existe plusieurs méthodes permettant d'évalaespécificité d’'un protocole de détection
d’'une espéce biologique au sein d'un milieu biaag riche en différentes espéces susceptibles de
parasiter la bioreconnaissance de l'espéce cilidepeut citer parmi ces méthodes la dilution de
'espéce a détecter au sein d’une concentratioérayre d’'une espece proche de celle & détecter [6]
il s’agit d’'un moyen artificiel de recréer un erarinement pouvant induire en erreur le biocaptear (v
'occurrence d’interactions non-spécifiques). Latimoéle retenue ici consiste a diluer les antigénes a
détecter au sein d’'un échantillon dit de « bruitfded biologique » contenant diverses espéces
biologiques présentes naturellement en diversgsopiions dans l'air.

Le bruit de fond biologique (noté Bdf) a été géreméCentre d’Etudes Biologiques de la DGA
grace a la machine d'échantillonnage d’air cycldvikl (Biotrace International, Villeneuve-la-
Garenne, France). Le tampon de collecte utilisé [ogénération des échantillons liquides de Bdf es
une solution de PBS a 0.15M contenant 0,01% de fiweeconcentration de I'air extrait en bactéries
cultivables a été évaluée par la DGA a 0,07 UR@/titair, mais il contient également de nombreuses
poussieres et particules de taille micrométrique.

Le protocole de détection est le méme que celyigeé a la section précédente. Juste aprés la
fin de la fonctionnalisation (i.e. I'injection d&thanolamine), le tampon de collecte est injeptés la
stabilisation du signal est attendue. Ensuitefietde différencier les différents effets, le brdé fond
seul est injecté et la stabilisation conséquentsighal est de nouveau attendue. Les résultatsiesur
différents antigénes sont présentés dans la sérialdes suivantes alors que la figure 4.11 mdatre
graphe associé a la détection Blacillus atrophaeusen présence de bruit de fond. Les résultats
concernant le virus CpGV ne sont pas présentéd caa pas été possible de détecter de maniére
spécifique cette espéce en présence de bruit de fon
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Figure 4.11 : Graphique des variations des frégeede résonance et des dissipations pour la7émmhigue de 2 quartzs
or en paralléle, pendant 'injection Bacillus atrophaeus différentes concentrations en présence de deuitnd
atmosphérique. Un des quartzs est fonctionnalisé am anticorps antBacillus atrophaeud’autre avec un anticorps anti-
Escherichia coli{témoin négatif).

Agents simulant la menace : Ovalbumine Bacillus atrophaeus Escherichia coli
Dilution 1/1006°™ -2,5 Hz -0,5 Hz 0 Hz
H . ieme '4 HZ
Dilution 1/100° (-0,5 Hz) -2,5 Hz -1,7 Hz
I me -10,5 Hz -3 Hz -7 Hz
Dilution 1/10 (6.5 Hz) (:0.2 H2) (-4 Hz)
Injection de bruit de fond biologique seul (décalagaximum observé) -1 Hz
Injection de tampon de collecte seul (décalage mami observé) -2Hz

Table 4.8 : Décalages de la fréquence de résomnize ™ harmonique de quartzs d’or, observés pour la détedes
agents simulant la menace dilués dans du bruibnie hiologique. Les données des décalages degasinée observés pour
les témoins négatifs sont affichées entre pareathés

Nous constatons que la détection spécifique destagenulant la menace intervient pour les
mémes concentrations seuils que dans le cas dapeibgiques simulant la menace dilués dans du
tampon biologique. De méme, la encore, nous obasrgoe les concentrations seuils de la détection
spécifique sont les plus faibles pour les espeoestituant les couples antigénes/anticorps avec les
meilleures constantes d’affinité (ovalbumindBecillus atrophaeus
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Etant donnée la nature complexe et riche en mictiopkes et micro-organismes du Bruit de
fond biologique, nous pouvions nous attendre a pius grande importance des fixations non-
spécifiques. Si cela est le cas pour la détect®tiavalbumine et d’Escherichia coli, cela n'esspa
vrai pour la détection d8acillus atrophaeusl’effet de la présence de bruit de fond biologiqu
observé pour toutes les espéces lors de ces expeside détection semble étre plutét une diminution
de l'intensité du greffage total (spécifique puigafique et non-spécifique) [7].

1V.2.3.3. Régénération de la détection

Afin de permettre plusieurs utilisations de noschjgteurs sans maintenance ce qui est d’'un
grand intérét dans la réalisation de biocapteutsnames de surveillance, nous avons cherché a
valider un protocole de régénération de la coudbledique apres la détection des antigénes simulant
la menace. La régénération de la couche biologisgmsible consiste a forcer la réaction de
dissociation des couples antigénes/anticorps.tlpessible de réaliser ceci par I'injection pendant
min (& un débit accéléré de 100 pL/min) d’'une $sotut’hydroxyde de sodium concentré a 100 mM.
Les variations de la fréquence de résonance irglsitat observées. Une fois le signal stabilis€, on
procéde de nouveau a l'injection de I'agent simularmenace concernée. Si, une nouvelle fois, une
reconnaissance spécifique de I'antigéne est obseceta confirme a postériori que la perte de masse
liée a I'injection de la solution NaOH était bieéd a la dissociation de la réaction antigéne/argg
sans perte de fonctionnalité biologique de cesiéiexnLa figure suivante présente le graphe associé
au protocole de régénération appliqué a un quantaété fonctionnalisé par des anticorps anti-
Bacillus atrophaeugt ayant réalisé la détection spécifique de cetagimulant la menace.
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Figure 4.12 : Graphique des variations de la fréga@le résonance de deux quartzs or lors du ptetdeaégénération de
la couche biologique sensible. La courbe bleuagstciée au quartz fonctionnalisé avec des ansi@rBacillus
atrophaeuset ayant réalisé la détection spécifique de centagimulant la menace. La courbe rouge est quelfe associée
a un quartz fonctionnalisé avec un autre anticetgervant ici de témoin négatif.

152



Nous observons sur cette figure que le niveau ghaside la fréquence de résonance apres la
régéneération est légerement plus haut que le niirgtal (avant la premiére détection @acillus
atrophaeusle signal était stabilisé a -0,2 Hz). Une raisorsgilsle de cela peut étre le nettoyage
d’amas d’anticorps présents sur la couche biolagi&gnsible a cause l'effet de brusque changement
de pH lors de I'injection de I'hydroxyde de sodiu@es amas peuvent se former lors du protocole de
fonctionnalisation et dégradent la capacité de meassance spécifique de la couche en bloquant
laccés aux sites de reconnaissance des anticasp®ectement fixés a la surface. Ainsi, ce
« nettoyage » permettrait d’expliquer I'amélioratiale la reconnaissance spécifique lors de la

deuxieme injection dBacillus atrophaeus

Nous avons donc validé un protocole de régérmdralke la couche biologique sensible
basé sur une breve injection d’hydroxyde de sodia®H 100 mM. Il faut néanmoins préciser que ce
protocole de régénération ne peut fonctionner tfoia ou quatre reprises car I'exposition répétée a
I'hydroxyde de sodium a ces concentrations déténiole bon fonctionnement des anticorps.

IV.3. Détection spécifique d’agents pathogenes simulant la
menace par une matrice de micromembranes a détection
piézorésistive

IV.3.1. Contexte, objectifs et sélection des puces

L'optimisation du protocole de fonctionnalisatioio¢himique et du choix de la surface de
travail dont nous venons d'achever la descriptiagftéaconduite durant la phase de conception et de
dimensionnement des micromembranes (dont la méjdes étapes est traitée au chapitre Il). Ainsi,
aprés avoir achevé la fabrication et le condition@et des micromembranes a actionnement
piézoélectrique et détection piézorésistive intégmguis assemblée et caractérisé le prototype de
plateforme de détection d’agents biologiques simtula menace, nous pouvons procéder aux tests
finaux de biodétection grace aux micromembranes.

Dans cette optique, nous avons procédé au repdeggpuces possédant les caractéristiques
minimales nécessaires a leur intégration au seiprdtotype de plateforme de détection d’agents
biologiques simulant la menace. Ces caractéristigoat les suivantes :

1- La pastille piézoélectrique de la membrane de eéfég n'est pas court-circuitée

2- |l existe au moins une micromembrane de mesure ldopéastille piézoélectrique n’est
pas court-circuitée et dont le spectre en fréqugirésente un pic de résonance lors
d’analyses spectrales menées grace a un analysepedance Agilent 4294A (Agilent,
Technologies, Santa Clara, CA, USA). On rappelle cgitype d’analyse de I'impédance
de la couche piézoélectrique en vibration faitriveair une détection du mouvement des
membranes par effet piézoélectrique direct.

3- La piézorésistance de cette micromembrane possadevaleur statique stable et
comprise entre 80Q et 9kQ.
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4- La valeur de la piézorésistance de la membraneedeim n'excéde pas une différence de
20 % avec la valeur de la piézorésistance de labreame de référence.

La derniére caractéristique représente la condisore qua nonde la compensation
électronique de la partie statique du signal issltadnesure différentielle de la tension aux bodes
piézorésistances.

Les tests destinés a attester de ces caractéestéectriques ont été menés grace a une station
sous pointe Karl Suss PA200 (Suss MicroTec, Gagsiiiiemagne) permettant 'adressage des plots
de contacts des micromembranes et la mesure destérstiquesl(V) des pastilles et des
piézorésistances via un testeur Agilent 4142B. Nauasis sélectionné 30 puces parmi 'ensemble des
puces fabriquées (336 puces), soit un taux de dgie91%. Sur I'ensemble des puces sélectionnées
étaient réparties 28 micromembranes de référencé3 etnicromembranes de mesure pleinement
fonctionnelles.

Les puces sélectionnées au cours de ce premi@cple de tests électriques sont alors collées
sur le support époxy FR4 puis connectées via laasieidure de fils d’or qui sont ensuite enrobés afi
de les isoler physiquement et électriguement duemiréactionnel. Les composants de la téte
électronique préliminaire sont alors assemblés @& dl support époxy. Enfin, chaque ensemble
{micro-systeme-téte préliminaire de mesure} esérasa la cellule fluidique remplie d’air dans un
premier temps et la téte électronique préliminaise connectée a la carte de traitement, elle-méme
reliée a l'interface informatique (Soit 'ensemblies étapes décrites au chapitre 11).

Pour chaque microsystéeme diment intégré a lafpitate de détection biologique, nous
cherchons en premier lieu & attester sa capadtévée en temps réel et avec des bruits de mesure
corrects I'évolution de la fréquence de résonamdensle mode (0,1) d’'une ou plusieurs membranes
en vibration au sein d'une chambre fluidique remplieau distillée. Attester cette capacité revient
procéder a la validation des étapes suivantes) &lméthodologie décrite au chapitre Ill :

-Validation de la détection piézorésistive de Isoréance des membranes fonctionnelles dans
I'air (désignéVAl)

-Validation de la détection piézorésistive de loreance des membranes au sein de la chambre
fluidique immergée d’eau déionisée. (désiyiAe)

-Validation du suivi en temps réel de la fréquedeaésonance de la membrane vibrant au sein
de la chambre fluidique immergée d’eau déionisdstation d'un rapport signal sur bruit
acceptable. Attestation d’'une stabilité dans lepedu suivi. (désignéA3).

Les puces « positives » a ces trois validations|sgque soient les réglages de polarisation et

d’amplification requis, sont destinées a la rédilisades différentes expériences de détection des
agents biologiques simulant la menace.

IV.3.2. Fonctionnalisation des micromembranes et protocole de
biodétection d’agents simulant la menace
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La premiére étape consiste a réaliser la fonctiligation biochimique des pastilles d’or
recouvrant les micromembranes afin de greffer sulfiace des micromembranes fonctionnelles une
couche d’'anticorps spécifique a I'espéce a déteafer d’appliquer le protocole de fonctionnalisati
d'une surface d’or aux cas des micromembranes, poocedons de deux manieres : d'abord par
remplissage de la chambre de réaction de la cdluilfique pour les étapes concernant 'ensemble
des membranes de mesure fonctionnelles de la pugepar dépdt de gouttes de 70 pL avec une
micropipette calibrée sur chacune des membranesedares fonctionnelles afin de greffer différents
types d’'anticorps sur les différentes pastilleg.d’o

Tout au long de la réalisation de ce protocoleatetionnalisation, nous effectuons a divers
moments plusieurs tests afin de s’enquérir du fonoement normal de la puce, soit via I'interface
informatique de la carte de commande, soit graee multimétre connecté aux contacts électriques de
la téte de mesure préliminaire (a I'arriere de l@q). La succession de ces tests intégrés a un bref
rappel des étapes du protocole de fonctionnalis&ts décrite ici :

Tests

Etapes du protocole biochimique de foncabsation des micromembranes et de
biodétection des antigenes simulant la menace

— Immersion de la puce dans une solution éthyliqaeide mercapto-undecanoique a 5 mM
pendant 12 heures (1 nuit). Réalisé par remplisdada chambre fluidique.

— Séchage de la puce sous jetde N

#1 (TA1) : A ce niveau du protocole, la mesure darésistance électrique des pastilles de PZT et des
piézorésistances de la puce est effectuée.

- La puce est placée de nouveau au sein de la céllidegue qui est immergée d’une solution
tampon : HEPES 10 mM.

#2 (TA2) : A ce niveau, la résonance des membranfesictionnelles est testée de nouveau et un testsigvi
de la fréquence de résonance de chacune (de maniemgltiplexée si plusieurs membranes fonctionnelles)
au sein de la solution est réalisé pendant 10 min.

— Immersion de la chambre fluidique par le mélangeSNEDC pendant 30 min.

— Dépdt sur la membrane de mesure concernée d'uritegtui70 pL d’'une solution
d'immunoglobulines spécifiques a I'antigéne étualié concentration 50 pg/mL, pendant 1h.

— Immersion de la chambre fluidique par une soluti@thanolamine a 1M, pendant 30 min.

— Immersion de la chambre fluidique par une solutaanpon de PBS 1X.

#3 (TA3): A ce niveau, la résonance des membranamttionnelles est testée ainsi que la capacité du
systeme global de suivre en temps réel la fréquende résonance.

— Observation des variations de la(des) fréquencig(sgsonance de la (des) membrane de
mesure vibrant dans le PBS 1X. Attente de la stalibn des différents signaux.

- La chambre fluidique est immergée des différenthstions d’antigénes destinées a étre
détectées et les variations de la fréquence deaése de la (des) membranes de mesure sont
enregistrées.

N D’éventuels protocoles de régénération de la Irmeaticorps/antigeénes sont appliqués.

#4 (TA4) : En fin d’expérience, la résonance des mibranes fonctionnelles est testée ainsi que la caji
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du systeme global de suivre en temps réel la fréguee de résonance.

- La chambre fluidique est remplie de PBS 1X et raigdrigo pour la nuit afin de conserver
fonctionnels les anticorps greffés a la surfacerdembranes.

#5 (TA5) : Le lendemain matin, la résonance des mdiranes fonctionnelles est testée ainsi que la cajtéc
du systéme global de suivre en temps réel la fréquee de résonance.

Table 4.9 : Détail des étapes du protocole de immealisation des micromembranes et de détectisragents biologiques
simulant la menace ainsi que descriptifs des tistuivi destinés a vérifier I'intégrité de la ceip@ de la plateforme a suivre
la fréquence de résonance en temps réel des miotbrages en oscillation dans le fluide

[V.3.3. Résultats et discussion

En préambule de la présentation des résultats wbtpour les expériences de détection
d'agents biologiques simulant la menace, il es$ timportant d'informer le lecteur du nombre
d’expériences effectivement menées jusqu’a leumeeet donc susceptibles d'étre interprétables. En
effet parmi les 43 micromembranes de mesure sétetes (réparties sur 30 puces) seules trois
expériences de détection d’'agents biologiques simidd menace ont pu étre effectivement menées a
leur terme en faisant intervenir 5 micromembraremdsure et 2 micromembranes de référence. Tout
au long du protocole de fonctionnalisation et deectén des antigénes, différents scénarii de mises
hors-service sont intervenus pour les 35 micromamds de mesure restantes. Ces mises hors
fonction sont observées lors des différents testsamtréle conduits avant et pendant le protocele d
fonctionnalisation et de détection. Nous avons geniifier 6 scénarii de mises hors fonction des
micromembranes (i.e. soit de la capacité d’actiorere soit de la capacité de détection) faisant
intervenir différents phénoménes physiques et acjues dont nous avons pu attester l'influence
néfaste sur les microsystemes étudiés. Pour chawfuiario, nous exposons les effets et émettons des
hypothéses (dont certaines ont pu étre confirméessde tests supplémentaires) sur la nature de la
cause du dysfonctionnement. Nous précisons égatdenaombre de puces et de membranes ayant été
effectivement mises hors fonction suivant le sdéndécrit. Enfin et lorsque c’est possible, nous
proposons des solutions a court, moyen ou longae@ertaines ont été d’ailleurs mises en place au
cours de cette session de tests sur les puceticétees.

1- Premier scénario Piézorésistances non libérédHors-fonction décelée lors de VA1)

Pour certaines micromembranes, si une résonancavésée lors des tests a I'analyseur
d’'impédance (détection piézoélectrique) mais ge’'elt peut étre avérée par la détection piézonésisti
alors méme que les caractéristiqgues de résistateepastilles de PZT ainsi que les valeurs des
piézorésistances sont correctes, 'impossibilitédéeection piézorésistive de la résonance estaliée
fait que la piézorésistance ne fait pas partie ad@drtie de substrat libérée en tant que structure
vibrante. Cela se traduit par une insensibilitéadgiézorésistance a toute sollicitation mécanidgi¢a
membrane. 4 membranes de mesure sont concerngasia® sur 4 puces.

2- Second scénarioSurgravure de la structure de la membrane résonantéHors-
fonction décelée lors de VA2 ou VA3)

Pour certaines micromembranes, comme noté a lesdtl.4 du chapitre Il, le rayon de la
membrane défini par I'étape de libération par grayplasma profonde (DRIE) est supérieur au rayon
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nominal prévu lors de la phase de design. Il résdét ceci que la piézorésistance, bien que faisant
partie de la structure vibrante, se situe en dekl@ss zones ou les contraintes générées par le
mouvement sont les plus grandes (I'encastremert.donséquences de cette surgravure sont un pic
de résonance, trés faible dans I'air, difficilemehservable dans I'eau déionisée et une impogsibili
(totale ou partielle : grande instabilité) du systeglobal a réaliser le suivi de la fréquence de
résonance dans un liquide. 6 micromembranes derenssut concernées, réparties sur 5 puces.

3- Troisieme scénariolnstabilité de la piézorésistanc€Hors-fonction décelée lors de
VA3, TA2 ou TA4)

Lors des tests de suivi en temps réel de la frézpida résonance dans I'eau déionisée ou dans
une solution d’HEPES, il a été observé sur cersameses au bout d’un temps pouvant aller de 5min a
30 min, un phénoméne de « fatigue de la piézoatgist». Le suivi de la valeur de la piézorésistance
révéle une instabilité croissante jusqu'a rendngosmible tout processus de compensation de I'écart
entre la piézorésistance de mesure et la piéztagses de référence. Ceci rend impossible le suivi e
temps réel de la fréquence de résonance. Si gu&intervient sur la piézorésistance de référence,
'ensemble des membranes de mesure fonctionn@iestsmises hors fonction de fait. Les effets sont
irréversibles pour les puces affectées. 7 puceg soncernées empéchant [l'utilisation de 9
micromembranes de mesure.

4- Quatrieme scénarioRésistance de I'enrobage aux produits biologiquesud
protocole de fonctionnalisation(Hors-fonction décelée lors de TA3)

Les premiéres puces sélectionnées qui ont été bEssmavec un matériau d’'enrobage en
silicone, se sont révélées incapables de pasdapd&élA3. Ceci est d0 a I'attaque de ce matériau
d’enrobage par les produits biologiques liés alacfionnalisation des surfaces d’or des membranes.
Les produits biochimiques incriminés sont : le mgaNHS/EDC et la solution d’éthanolamine. Cette
attaque a pour conséquence I'apparition de cirauitgerts aux bornes des piézorésistances et des
pastilles de PZT. La solution du choix d’un matér@@mpatible avec les solutions biologiques en jeu
lors du protocole de fonctionnalisation a été ap@e ; ainsi les puces assemblées avec le matériau
d’enrobage Epotek H70-E2 ne subissent pas cettdlldate. Par contre, pour les puces ayant vu leur
enrobage en silicone se détériorer, il n'est pasipte techniquement de réaliser un nouvel enrobage
avec un nouveau matériau. Ainsi, 2 puces sont ecnées pour un total de 5 micromembranes mises
hors-fonction.

5- Cinquieme scénarioContraction du matériau d’enrobage et perte de conexion
électrique lors du stockage des puces a +4{8ors-fonction décelée a lors de TA1)

Lors des premiéres applications du protocole dectfonnalisation, la génération de la
monocouche d’acide mercapto-undécanoique nécedsitsiockage de la puce a +4°C pendant une
nuit. Cette étape était requise afin de limiter parséjour en température plus basse I'évaporaigon
la solution éthylique d’'acide mercapto-undécanoidéposée sur les membranes pendant une nuit.

157



Une évaporation de la goutte d’acide mercapto-uanigicue pendant la nuit aurait mis en péril I'auto-
organisation de la monocouche. Apres estimatidla dentraction du matériau d’enrobage sous I'effet
du changement de température induit par le stockagd°C, celle-ci s'est révélée suffisante pour
contraindre les fils inclus dans la matrice du matéjusqu’a arrachement pour certains d’entre eux.
Afin de palier ce probléme, une solution de limdatde I'évaporation par remplissage de la chambre
fluidique est retenue. Pour la mise en place de @ternative, deux seringues remplies de solution
d’acide mercapto-undécanoique sont placées a émitt du tube d’amené du fluide et du tube
d’évacuation tous deux remplis de cette méme swiutieci ayant pour but d’'empécher la formation
d’'un quelconque front d’évaporation. 2 puces samcernées pour un total de 3 micromembranes de
mesure mises hors-fonction.

6- Sixieme scénarioDéfaillance de l'intégrité de I'oxyde de passivatio induisant le
court-circuit de la pastille de PZT de la membranede mesure en présence de PBS
1X (Hors fonction décelée lors de VA3, TA2 ou TA5)

La capacité des membranes a séjourner toute uhdans le milieu tampon PBS 1X a été des
le début mise en doute. En effet, afin de consedtgre journée a l'autre les anticorps déposés a la
surface des pastilles d'or des membranes, la pusérée dans sa cellule fluidique était stockée,
baignant dans le PBS, durant la nuit. Lors de lgilisation pour la réalisation du protocole de
détection, les puces ainsi conservées se révélageatd’'état de fonctionnement du point de vue de
I'actionnement piézoélectrique. Aprés avoir mengsigurs vérifications sur des structures tests dans
les mémes conditions puis une deuxieéme fois daaoslliale fluidigue remplie d’eau déionisée, il nous
a été possible de conclure quant a la présence plidgnoméne d’oxydoréduction entre les métaux
composant la pastille d’actionnement piézoélectridas membranes et I'inox non anodisé constitutif
de la cellule fluidique Cet effet dit «de pile» est rendu possible par la conjonction de plusieu
éléments : tout d’abord la présence de chlorurgsrslidans le PBS 1XN@Cl et KC) permet
d’envisager la corrosion de métaux usuellement orydables tels que l'or ou le platine. La
connexion électrochimique se fait a travers le lorsolution. La mise au méme potentiel flottant se
fait par contact entre les pistes du PCB, supportapteur, et I'inox de la cellule fluidique. Enfie
facteur clé réside dans la porosité relative deylle de silicium constituant la couche de pasgvati
des membranes. Cet oxyde, étant donné sa techdeaeposition par PECVD (Plasma Enhanced
Chemical Vapor Deposition), posséde des capadtdantes inférieures a celles d’un oxyde généré
par croissance thermique. Ces capacités se s@léesvdans notre cas peu homogénes sur 'ensemble
des plaques de silicium utilisées pour la fabrazatet peu homogénes sur la surface d'une méme
plague. Ainsi sur certaines puces il est hautermpesttable que I'oxyde de silicium ne remplisse pas
son rble de passivant en quelques zones restreimass suffisantes pour connecter
électrochimiquement les matériaux placés dans e lke solution (Or de la pastille de
fonctionnalisation) et les matériaux censés étoéessélectriquement par cet oxyde. Pour conclure
'analyse, ce processus dit « effet de pile » eggesnatériau piézoélectrique sensible a des @mit
de potentiels a ses bornes, responsables de laddign de sa conformation optimale nécessaire a la
manifestation de phénomenes piézoélectriques, dégpa pouvant aller jusqu’au court-circuit de la
pastille. Précisons que ce phénomene peut prodegreffets sur les pastilles de PZT pour des temps
supérieurs a la demi-heure et le plus souvent durannuit de stockage en présence de PBS 1X.

! Scénario confirmé par expertise en électrochimiagert de Pascal Mailley du service SPrAM (Suites et
Propriétés d’Architectures Moléculaires) de I'INAstitut Nanosciences et Cryogénie) au sein du CEA
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Face a ce probléme, l'unique solution envisagédéadé procéder aux expeériences de
détection consécutivement a la fin du procédé detionnalisation des pastilles d'or des membranes.
L’ensemble du processus devant se dérouler susemle journée, la fonctionnalisation des pastilles
d’or est achevée, ainsi que l'injection de plusiecmncentrations en antigéne croissantes ; erds, d
tentatives de régénération de la couche d’anticepe menées avec une solution de soude de
concentration 130 mM et une solution d’antigenedégtosée a nouveau sur le capteur afin de valider
la régénération effectuée. Une fois ce protocoid,des puces sont rincées et séchées et devubitt s
une opération de nettoyage de la couche d’or vidégdt d’'une goutte de solution dite « piranha »
(H20, 50% + HSO, 30% a 1 volume pour 1 volume) afin d’étre évereumaént utilisées une seconde
fois.

Enfin, dans le cas de certaines pastilles piéztié&lees qui montraient la plus grande
efficacité d’actionnement pour un signal sinusofwaitré autour d’une tensiafoffsetde -2V a -4V,
la détérioration des pastilles due a I'effet « de p décrit ici est amplifiée. En effet, en présenle
liquide, la coexistence de cing électrodes a urergil stable non nul et conséquent sollicite
électriguement les capacités d’isolation de I'oxgesilicium de passivation des structures. Or cet
oxyde présente par endroits des lacunes résistjugssous l'influence de la tension d'offset, se
transforment en connexions électriques entre ltédee supérieure et le milieu réactionnel induidant
cessation du fonctionnement normal de la plate-€ode détection bien avant la fin du protocole (lors
des tests VA3 et TA2).

Pour les dispositifs concernés par ce probleme efésts négatifs sont malheureusement
irréversibles. La solution efficace reviendraitrivisager un autre matériau isolant pour la couche d
passivation. En effet, la solution directe qui emdrait a utiliser le méme matériau mais déposé par
d’'autres méthodes (en I'occurrence par croissaheemique) est inenvisageable pour les raisons
exposeées a la section 11.2.2 (chapitre Il). Poypdarsuite des tests de validation de la platefalme
détection biologique, il serait donc nécessairdedéer dans I'eau la résistance de I'oxyde supérieu
par différentes sollicitations électriques. Ce g reste cependant aléatoire, I'oxyde supérieur
restant isolant jusqu’a qu'il soit ouvert et unesfouvert la puce entiere est inutilisable.

Au total, 16 micromembranes de mesure répartied@puces ont été mises hors fonction
selon le scénario décrit.

Nous pouvons alors aborder l'interprétation desiltats obtenus pour les trois expériences de
détection des agents biologiques simulant la mepace les 5 membranes (réparties sur 3 puces).
Afin d’'analyser les résultats présentés il fautcm®r que pour toutes les expériences aucune
technologie de thermalisation n'a été appliquéa @uce dans la cellule fluidique. Ainsi le milieu
réactionnel sera chauffé uniguement par la puigsétectrique dissipée par I'électronique de la déte
mesure. Les mesures de température du milieu oéaeti arrivé a I'équilibre thermique donnent des
températures quasi-constantes autour de 29°C.

Expérience A :

by

Une premiére expérience de détection biologiqueéangenée a son terme sur une puce
comportant une membrane unique fonctionnelle (dayon de 430 pum). Le suivi en fréquence du
greffage des anticorps a été effectué mais n’dquani de courbes exploitables. Une fois le progsss
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de fonctionnalisation réalisé, trois solutionsB#eillus atrophaeusle concentrations croissantes’(10
spores/mL, 19 spores/mL et 0,33 20spores/mL) sont injectées successives au seim aellule
fluidique. Le suivi des variations de la fréquemigerésonance n’a pas permis de révéler de signaux
spécifigues de détection biologique. Cependant,ha#c que le protocole biologique de
fonctionnalisation et de détection a trés probabl@mpermis la formation de complexe
antigenes/anticorps a la surfacd. (section 1V.2)1 un protocole de régénération de la couche
d’anticorps a été tout de méme mis en place graoedolution de NaOH a 130 mM pendant 10 min.
Suite & cette régénération, un volume de soluteBatillus atrophaeus 1 spores/mL est redéposé.
Les courbes résultant du suivi de la fréquenceédenance pour un volume de PBS 1X (courbe verte)
puis pour un volume ddacillus atrophaeusa 10 spores/mL (courbe violette) déposé sur la
membrane sont illustrées a la figure 4.13.

60

Décalages en fréquence (Hz)

-140

Temps (s)

Figure 4.13: Courbe de suivi de la fréquence dengisme d’'une micromembrane de 420 um de rayon,ntisedon le mode
(0,1) et fonctionnalisée avec des anticorps BatilusatrophaeusLa courbe verte représente I'évolution de la fefmpe de
résonance pour la solution de PBS 1X et la couiddette pour la solution dBacillus atrophaeus.

Les solutions de PBS 1X et @acillus atrophaeud®® spores/mL ont été injectées dans les
mémes conditions de température. Ainsi, il estiptessle concevoir que, pour les deux injections, la
fréquence de résonance retranscrira la méme éwoltitiermique. Il est intéressant alors de noter
I'évolution identique des deux courbes pendan®@3 premiéres secondes bien que représentant des
réactions a deux instants différents. Autour de 4@@ondes, on constate que la fréquence de
résonance s’est stabilisée dans le cas de la gdeteBS 1X, mais continue de décroitre pour la
solution deBacillus atrophaeusalors qu’il s’agit de la méme membrane (donc labitisation
thermique doit étre la méme). Ainsi nous émettdhgpbthése que nous avons pu observer la
détection duBacillus atrophaeusvec impossibilité de déterminer si cette détactist spécifique ou
non.

Expérience B :

Dans cette expérience, une membrane de 440 umf@nétéonnalisée avec des anticorps anti-
Bacillus atrophaeu®t le suivi de la fréquence de résonance de osttabrane a été effectué pour
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linjection d’une solution deBacillus atrophaeusde concentration £Ospores/mL puis 0,33 10
spores/mL. La encore, I'absence d’une membraneitéfonctionnalisée avec d’autres anticorps nous
empéchera de conclure quant a la spécificité déwentuelle réaction détectée. La figure suivante
présente les variations de fréquences observéatamiele dépbdt des diverses solutionsBieillus
atrophaeus

150400
150200 -
150000

149800 -

B.Atropheus B.Atropheus

149600 -+
108spores/mL 0,33 10° spores/mL

149400
149200
149000 +

148800

Fréquence de résonance (Hz)

148600 i

148400

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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Figure 4.13 : Courbes de suivi en temps réel deéfuence de résonance d’une micromembrane de 44k payon vibrant
selon le mode (0,1) et fonctionnalisé avec degargs antiBacillus atrophaeud_es deux signaux correspondent a
I'injection, juste aprés la fonctionnalisation, dieux solutions dBacillus atrophaeusoncentrées & $8pores/mL puis a
0,33 18 spores/mL

Comme cela a été précisé plus haut, les dynamimhseyvées sont liées a la thermalisation de
la solution déposée. Dans le cas de I'expériensedaditions en température étaient telles que la
différence entre la température a I'équilibre ddieui réactionnel et la température des solutions
stockées ont provoquées des fortes dynamiquestder ra I'équilibre. Malgré cela, on remarque
toujours que le niveau final de stabilisation dérémuence de résonance pour la solution conceatrée
0,33 1Gspores/mL est plus bas que le niveau final de lgaton pour la solution concentrée & 10
spores/mL. Cela reste cependant une simple obgervahyant aucune valeur démonstrative en elle-
méme.

Si I'on applique a cette micromembrane un proteadé régénération basé sur l'injection
d’une solution d’hydroxyde de sodium a 130 mM, & ¢jon recommence l'injection consécutive de
deux solutions deBacillus atrophaeusconcentré a fOspores/mL puis & 0,33 1@pores/mL, on
observe les variations de la fréquence de résorsueantes pour la micromembrane vibrant selon le
mode (0,1).
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Figure 4.14 : Courbes de suivi en temps réel deéfuence de résonance d’une micromembrane de 44k payon vibrant
selon le mode (0,1) et fonctionnalisé avec degargs antiBacillus atrophaeud_es deux signaux correspondent a
I'injection, aprés application d’un protocole dgééération, de deux solutions Bacillus atrophaeusoncentrées a $0
spores/mL puis & 0,33 16pores/mL

La encore, aprés traitement a I'hydroxyde de sodinous observons que le niveau de
stabilisation atteint pour la solution concentré®,a3 18 spores/mL est inférieur au niveau de
stabilisation atteint pour la solution concentré&Ci spores/mL que pour la concentration 0,33 10
spores/mL. L’observation faite plus haut semblecdonétre confirmée.

Expérience C :

Dans cette expérience, nous présentons une tentsidétection ddacillus atrophaeugpar
deux membranes de 430 um et 440 um de rayon. ldeaeemembranes est fonctionnalisée avec des
anticorps anti-ovalbumine et la seconde avec diisoaps antiBacillus atrophaeusNous présentons
le suivi de la fréquence de résonance des deux raeed lorsqu’on dépose un faible volume de
solution deBacillus atrophaeusa 1¢ spores/mL. Dans le déroulement de cette expériclese
solutions a déposer sur le capteur sont pré-stsckidé@s un premier temps dans une cuve en
aluminium recouvrant la cellule fluidique, cecirafjue la solution a déposer se mette a la températu
d’équilibre du milieu réactionnel (déterminée papliissance électrique dissipée par la téte dermesu
au niveau du microsystéme). Ainsi, nous évitonsd&rvation de phénomenes de dérive thermique de
la fréquence de résonance.

Il faut préciser que le suivi des fréquences derrésce n’a pas été possible tel qu'effectué par
I'électronique de détection et linterface inforiome. En effet, & cause de la faiblesse du pic de
résonance de la membrane 430 um (fonctionnalisée #s anticorps anti-ovalbumine) il est
impossible de réaliser ce suivi. Nous avons opbésgbour un suivi de la fréquence de résonance
« manuel », c'est-a-dire que, pour chaque fréqueals¥ée, nous avons réalisé un balayage en
fréguence sur une certaine plage et nous avongrldemaxima du pic de résonance. Or, la faiblesse
du facteur de qualité et de I'amplitude du pic dsonance de la membrane de #30est telle qu'il
s’est averé tres difficile de relever le maximumagepic avec précision. Il résulte de cela un digna
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trés bruité pour cette membrane censé réalisekn@ih non-spécifique de la détection Blacillus
atrophaeus
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Figure 4.15: Courbes des variations de fréquencesst@mance de deux membranes (430 um et 440 payaie)ren
présence d'un volume de solutionBEillus atrophaeuslLa courbe rose représente le suivi de la memhdar80 um
fonctionnalisée avec des anticorps anti-CpGV eblalze bleue représente celui de la membrane dgdvfdnctionnalisée
avec des anticorps arBacillus atrophaeus

A l'observation des évolutions de la fréquence @mnance, on constate que la courbe bleue
suit une dynamique de greffage effective, dynamiguiese stabilise vers 4500 secondes. Enfin, apres
5000 secondes, le signal est completement staljeésence de PBS 1X. Cependant, nous ne pouvons
conclure quant a un greffage spécifique compte tenlimprécision des informations fournies par le
témoin négatif.

[V.3.4. Conclusion

En raison de plusieurs défaillances techniquess l@alifférentes composantes des puces,
nombres d’entre elles ont été mise hors-serviceaeiére irréversible. En dépit de cet état de fait
nous avons procédeé a l'analyse des différents scéeamises hors-fonction des micromembranes, a
la description des phénomeénes physico-chimiquegeenors de ces mises hors-fonction et a la
prévision de solutions futures permettant de nerppsoduire ces anomalies. Enfin, nous avons pu
mener a leur terme trois expériences de détectiénifique d'agents biologiques simulant la menace
grace au prototype de plateforme de détection paureconnaissance spécifigue @acillus
atrophaeusLes informations qu'’il a été possible d’extrdives de ces trois expériences sont trop peu
nombreuses pour pouvoir conclure quant a la reptdulité et la stricte spécificité du processus de
reconnaissance biologique des agents simulant feaceepar une plateforme de détection basé sur des
micromembranes résonantes a actionnement piézoglectet détection piézorésistive intégrés et
vibrant selon le mode (0,1) de vibration. Néanmoimsus achevons cette étude en présentant des
preuves cohérentes de la validation du potentiehatee microsystéeme en tant qu’élément central
d'une plate-forme de détection biologique pouvamérer plusieurs types de détection (i.e. plusieurs
suivis en fréquence multiplexés pour plusieurs mamds fonctionnalisées avec des anticorps
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différents) selon les différentes membranes ou leieoore grace a la régénération de la couche
biologique sensible.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES :

Les avantages des BIoMEMS au sein des biocapteursrmes de sensibilité, de spécificité,
de temps de réponse et de faible colt permettemvidager une solution de détection d’agent de
guerre biologique de type « détecter-pour-protégaux performances intéressantes. La trés bonne
combinaison des BioMEMS résonants avec les ansicpgomet d’envisager un multiplexage poussé
pour la détection simultanée de plusieurs agentgudgre biologiques. De part leur principe de
fonctionnement, les BIOMEMS résonants permetteatcider a des informations quantitatives sur la
masse des espéces greffées a leur surface.

Dans le cadre de cette these, nous avons analydétaih le potentiel de micromembranes
résonantes a actionnement piézoélectrique et dtqutzorésistive intégrés pour des applicatians d
détection d’agents biologiques simulant la menace.

Dans un premier temps, nous avons tracé le conxtéa détection d’agent de guerre
biologique et ses exigences pour un cadre apfldatiype « détecter-pour-protéger ». Paralléelement
nous avons montré que, parmi les technologies gr@etopour les biocapteurs, nombreuses pouvaient
étre adaptées a la détection d’agents de guet@lgiae dans ces conditions. Plus précisément,iparm
I'ensemble des biocapteurs disponibles, les BioME#SNnants de type micromembranes vibrantes
ont révélé d’excellentes promesses en terme débfi#ésde robustesse de la structure et de capaci
a osciller en présence de liquide.

Une fois exposées les promesses de ces structnms avons procédé au
dimensionnement des micromembranes en recherchaat augmentation de la sensibilité via
l'utilisation de membranes plus larges mais vibregibn des modes de vibration supérieurs. Cette
approche, en rupture avec la philosophie classigieugmentation de la sensibilité des
micromembranes par réduction de leur taille, séétéliée et optimisée. Les modes de vibration (0,1)
et (0,2) ont été identifies comme mode de fonctwnent optimum. La forme de la jauge
piézorésistive devant assurer la détection du nmuoewe a été optimisée grace aux résultats de
simulation harmonique a éléments finis. D’autresuations par éléments finis ont permis d’estimer
les fréquences de résonance attendues des microam@sben prenant en compte les contraintes
internes des différentes couches.

La fabrication des micromembranes par puce compob#tamembranes de mesure et une
mesure de référence a été détaillée. La réalisatiorprocessus complet de microfabrication a
nécessité d'optimiser certaines étapes, notamreegptotocole de gravure face arriére du silicium du
substrat afin d'éviter la présence de phénoméngs itmportants de sur-gravure du rayon des
membranes. Puis, la conception et la fabricatiome’électronique de mesure permettant I'élimination
des bruits parasites de mode commun par opératme dnesure différentielle entre le signal issu de
la piézorésistance de mesure et de la piézorésestda référence puis réalisant un filtrage et une
amplification dédiée ont été exposées. Nous avgatement détaillé I'implémentation au sein de la
carte électronique d’un circuit permettant I'uifieon d’une boucle de rétroaction positive concoerp
augmenter le signal d’actionnement au moment pdieis résonance ce qui doit augmenter le facteur
de qualité de la résonance de la membrane.
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Suite & la fabrication, le conditionnement des pudes divers éléments constituant un
prototype de plateforme de détection d’agents biglees simulant la menace ont été assemblés et
plusieurs étapes de validation et de caractérisatiomicrosysteme seul et de la plateforme ont été
réalisées. Tout d'abord, les mesures des fréquethea®sonance et l'identification des modes de
résonance ont été réalisées lors d’une étude eonéirie conduite grace a un interférométre optique
Les formes de modes relevées par ordre d’apparitmmespondaient bien a l'ordre obtenu par
simulation mais les fréquences de résonance expgtaies mesurées étaient inférieures aux valeurs
déterminées numériquement. L’hypothése émise ar@énésestimation des contraintes internes des
matériaux. A I'avenir, afin de contrer les effets cktte imprécision dans le choix des paramétres de
contraintes des matériaux nous suggérons de népbse chaque matériau, a plusieurs endroits de la
plaquette de silicium, des structures tests peamettévaluation des contraintes internes telles
gu'effectives sur la plaquette. Par exemple, lauresgde la déformation de leviers en silicium
recouvert d’'une couche précontrainte peut étre ogem d’y parvenir. Plus généralement, il serait
capital de disposer d’'un modele analytique preremtcompte les précontraintes internes des
différentes couches et leur influence sur le cotgmoent statique et dynamique des membranes.

Ensuite la validation de la détection piézorésestie la résonance des membranes selon les
modes (0,0), (0,1), (0,2) a été réalisée pour uibeaton dans l'air. Les fréquences relevées
expérimentalement par cette méthode correspondentfréquences mesurées par interférométrie
optique. La détection piézorésistive de la résoaales membranes vibrant selon le mode (0,1) au sein
d'un fluide visqueux a été établie. Les facteurs gl@lités relevés pour la résonance des
micromembranes vibrant selon le mode (0,1) sortodére de 40, pour un fonctionnement en boucle
ouverte. Nous avons alors effectué la validatiorfahetionnement de la boucle fermée et de son role
d’augmentation du facteur de qualité. Des amélimmatde facteur de qualité jusqu’a 11 fois celui de
la vibration en boucle ouverte ont été relevées. faeteurs de qualité résultant ont été relevés pou
des valeurs autour de 400. De tels niveaux dedadke qualité pour une microstructure vibrant dans
le fluide sont observés pour la premiére fois darsadre de biocapteurs opérant le suivi de rémcti
biologigue en temps réel dans le fluide.

Le relevé des fréquences de résonance expérimergale une vibration des membranes
selon le mode (0,1) dans l'air a permis, grace adéte de Lamb étendu aux modes de vibration
supérieurs, d’estimer les fréquences de résonaoe k& mode (0,1) dans le liquide. La comparaison
de ces valeurs avec les valeurs expérimentales rarénan bon accord permettant de valider ce
modeéle de Lamb « étendu » pour le mode (0,1). Getipe a également permis d’'estimer une
sensibilité moyenne pour nos membranes vibrant tladisuide de 0,2 pg/Hz ainsi gu'une masse
minimum détectable de 33 pg. Ces valeurs sont golent meilleures d’'un ordre de grandeur des
valeurs rencontrées dans I'état de I'art pour tlegtsires similaires (BioMEMS résonants).

L’étape suivante a consisté a valider le suivi emgs réel et multiplexé des fréquences de
résonance des micromembranes vibrant au sein Widef Le suivi des fréquences de résonance a été
validé indépendamment de l'utilisation de la boudgerétroaction positive. Cependant, lorsque celle-
ci est employée pour augmenter le facteur de gudétla résonance dans le liquide, les niveaux de
bruits en comparaison aux signaux utiles sont eméacompétition avec I'état de l'art pour les
résonateurs destinés a des applications biologiques

Afin de procéder aux tests de détection d’agemtsiisint la menace, nous avons procédé a des
études grace a la microbalance a quartz avec daila dissipation sur deux types de protocole de
fonctionnalisation pour des surfaces d'or et dexytie de silicium. Une fois les deux protocoles
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optimisés, les performances en termes de quargit§reffage spécifique et non spécifique et de
concentrations seuils de la détection des antigdéfilegs dans du tampon biologique ont été
compareées et le choix a été fait de retenir lequale de greffage des anticorps spécifiques stiair

d’or via lactivation des molécules d'une monocoeichuto-assemblée de molécule « thiols ».
Toujours grace a la microbalance a quartz et afinsdpprocher au plus prés des conditions de
détection d’agents de guerre biologique sur leabeyta capacité de ce protocole de fonctionnatisat

a permettre la reconnaissance spécifique des artdersque dilués dans une solution de « bruit de

fond » biologique a été validée.

Nous avons pu constater le potentiel de la miceoiza & quartz comme outil de validation de
protocole biochimique de fonctionnalisation. Afitalter plus loin dans I'optimisation des protocoles
de fonctionnalisation des micromembranes, il camieit de comparer plusieurs types de protocole
de passivation de la surface de dioxyde de silicim que I'immobilisation d’antigenes de maniére
non-spécifique sur le dioxyde de silicium soit miaile. Il conviendrait aussi d'étudier la coexiseenc
des divers protocoles de fonctionnalisation, démégation et de passivation grace a des test®srais
la microbalance a quartz. De premiéres expériencesété menées afin d’étudier le pouvoir de
passivation des PLL-g-PEG dextran et les premisagltant tendent a valider une compatibilité de ce
protocole avec celui permettant la réalisationadihctionnalisation des pastilles d’or.

Enfin, les tests finaux de détection d’agents samula menace ont pu étre mis en place grace
au prototype de la plateforme de détection. Cortgria des rendements de fabrication, peu de puces
ont pu étre sélectionnées pour intégration au deila plateforme de détection. Or, parmi ces puces,
de nombreuses mises hors-fonction ont été obserséles divers scénarios. Si pour certaines
défaillances observées, il a été possible de metirplace des solutions alternatives, d’autres ont
engendrées des modifications irréversibles des ctarstiques électrigues des pastilles
piézoélectriques. C'est notamment le cas de l'effgtile » causé, en la présence de tampons
biologiques chargés en sels par la fermeture diwcuit électrochimique au travers de zones
d’isolation électrique défaillant de I'oxyde de piastion.

Plusieurs solutions sont envisageables dans le #fitu de ne plus rencontrer ce probleme. Si
le changement du matériau constituant la couchpadsivation peut en étre une, le changement de
face active des micromembranes peut en étre une &t effet, en procédant a une fonctionnalisation
de la face arriere des micromembranes, nous imjposeune séparation totale entre le milieu de
réaction biologique et les structures piézoélegtidestinées a I'actionnement. Plus généraleraent,
méme si la considération de I'application de nosramembranes a été constante durant les travaux
conduits, nous pouvons préconiser une approcheimtiégrative des différentes facettes de ce projet
hautement pluridisciplinaire. En effet, la pluridi@inarité inhérente aux applications de BioMEMS
ne peut se résumer a I'assemblage final de plsigi@éces optimisées séparément. La confrontation
des techniques de microfabrication et d’électromiqux étapes biologiques révele souvent une sous-
estimation de la complexité du monde des réactimisgiques qui entrainent souvent des problémes
inattendus. Gageons que ceux-ci auraient pu petiemtiient étre anticipés par une prise en compte dées
le début de la conception des BioMEMS de la sp@téfidu travail avec des solutions biologiques
complexes.

Toutefois, nous avons pu mener a bien trois expéee de détection d’agents simulant la

menace grace au prototype de plateforme de déteddies protocoles de régénération ont pu étre
menés par deux fois. Les résultats obtenus n'attegtas d'une biodétection de haute sensibilité et
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hautement reproductible mais ils fournissent desiy@s permettant de valider la plateforme comme
systeme d’études biologiques miniaturisé et maxgl
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Glossaire des abréviations utilisées.

Abréviations en langue francaise :

Abréviations en langue anglaise :

ADC
AFM

APDS

BAWS
BIDS
BOD
BSA

CBDP

CCD
CDC

DARPA

DDS
DRIE

DTRA

EEPROM
ELISA

Analog-to-Digital Converter
Atomic Force Microscopy

Autonomous Pathogen Detection System

Biological Agent Warning Sensor
Biological Integrated Detection System
Biochemical Oxygen Demand

Bovin Serum Albumin

Chemical and Biological Defense Program

Charge-Coupled Device
Center for Disease Control
Defense Advanced Research Projects
Agency
Direct Digital Synthesizer
Deep Reactive lon Etching

Defense Threat Reduction Agency

Electrically-Erasable Programmable Read-
Only Memory
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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ADN Acide Desoxyribo-Nucléique
AGB Agent de Guerre Biologique
APTES 3-aminopropyltriethoxysilane
ARN Acide Ribo-Nucléique
Bdf Bruit de fond biologique
Convention sur l'interdiction des Armes Biologiqués e
CABT Toxicologgic?ues
CDNBC Centre de Défense Nucléaire Biologique et Chimique
CEB Centre d’Etudes du Bouchet
CpGV virus Cydia pomonella Granulosis
DGA/MRIS Délégation Générale de I’Armement / hﬂ;zig\?agg;lﬂgr;;ﬁgi:t
EABPT Ensemble Provisoire d’Alerte Biologique de Théatre
EDC N-Ethyl-N’-(3-Dimethylaminopropyl)Carbodiimide
HEPES acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane stitfae
IgG Immunoglobulines G
NHS N-HydroxySuccinimide
risque NRBC risque Nucléaire, Radiologique, Biologique et Chingq
OTS octadecyltrichlorosilane
PDMS Polydimethylsiloxane
PEG Poly(Ethylene)Glycol
PMMA Poly(methyl methacrylate)
PZT Titano-Zirconate de Plomb (Phdi;.,O5)
risque NRBC risque Nucléaire, Radiologique, Biologique et Chingiq
UFC Unité Formant Colonie

Convertisseur Analogique-Numérique
Microscopie a Force Atomique
Systeme Autonome de Détection de
Pathogenes
Capteur d’Alerte d’Agents Biologiques
Systeme de Détection Biologique Intégré
Demande Biochimique en Oxygéne
Albumine Sérique de Bovin
Programme de Défense Biologique et
Chimique
Capteur photographique
Centre de Contrble des Maladies (USA)
Agence pour les Projets de Recherche
Avancée de Défense
Synthétiseur Digital Direct
Gravure profonde par ions réactifs
Centre de Réductions des Menaces sur la
Défense
Mémoire Morte Effacable
Electriguement et Programmable
dosage immunoenzymatique sur support



facteur AVMI
facteur NAVMI
ISFET

JBPDS
JPEO-CBD

LAPS

LOD
MCU
MUA
OoBD

PCR

PECVD

PGA
Poly(OEGMA)
PSA

QCM-D

RAPTOR

RTA
SAM
SAW

SH-SAW

SIMS

SOl
SPR

TIRF
TSM
USB

Us-
STRATCOM-
CWMD
MTAS

Added Virtual Mass Incremental factor

Nondimensionnal Added Virtual Mass
Incremental factor

lon-Selective Field-Effect-Transistor

Joint Biological Point Detection System

Joint Program Executive Office for
Chemical and Biological Defense

Light Addressable Potentiometric Sensor

Limit Of Detection
MicroController Unit
11-Mercapto-Undecanoic Acid
Optical Beam Deflection
Polymerase Chain Reaction
Plasma-Enhanced Chemical Vapor
Deposition
Programmable Gate Array
Poly (Oligo(ethylene glycol) methyl ether
methacrylates)
Prostate Seric Antigene
Quartz-Crystal-Microbalance with
Dissipation monitoring
Rapid, Automatic and Portable
Fluorometer Assay System
Rapid Thermal Annealing
Self-Assembled-Monolayer
Surface Acoustic Wave

Shear-Horizontal Surface Acoustic Wave

Secondary lon Mass Spectroscopy

Silicon-On-Insulator
Surface Plasmon Resonance

Total Internal Reflection Fluorescence
Thickness-Shear Mode

Universal Serial Bus

United States-STRATegic COMmand for
Combating Weapons of Mass Destruction

Micro-Total Analysis System
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solide
Facteur Incrémental de la Masse
Virtuelle Ajoutée
Facteur Incrémental Non-dimensionnel
de la Masse Virtuelle Ajoutée
Transistor a Effet de Champ a lon
Sélectifs
Systeme Joint de Détection Biologique
Avancée
Bureau Exécutif du Programme Joint
pour la Défense Biologique et Chimique
Capteur Potentiométrique Addressable
Optiquement
Limite de détection
Unité Micro-Controlleur
Acide 11-Mercapto-Undecanoique
Deflection d'un Faisceau Optique
Réaction en Chaine par Polymérase
Dép6t Chimique en phase Vapeur Assisté
par Plasma
Circuit Logique Programmable

idem

Antigéne Sérique de la Prostate
Microbalance a Quartz avec Suivi de la
Dissipation
Systeme de Fluorometrie Rapide
Automatique et Portable
Recuit Thermique Rapide
Monocouche Auto-Assemblée
Onde Acoustique de Surface
Onde Acoustique de Surface a
Cisaillement Horizontal
Spectroscopie de Masse des lons
secondaires
Silicium-Sur-Isolant
Résonance des Plasmons de Surface
Fluorescence par Réflection Interne
Totale
Mode de cisaillement longitudinal
Bus informatique universel en
transmission série
Commande Stratégique des Etats Unis
pour le Combat des Armes de
Destruction Massive

microSystemes d'Analyses Totales



Annexe A

Détermination de la limite de flambement des micromembranes

Au cours du dimensionnement des micromembranest ipréférable de se situer en
dehors de du flambement car la dynamique des rtmosase trouve fortement affectée par
cet état mécanique. De plus, les simulations medalenées par éléments finis ne tiennent
pas compte d'un éventuel flambement.

Afin de déterminer la limite de flambement de nasromembranes, nous appliquons
au cas de nos membranes un modéle statique ptérgxpeur des micromembranes soumises
a une résultante de contraintes [1]. Le point dmdéd’un tel modéle considere les équations
classiques de la mécanique appliguées a un élédeetd membrane conformément aux
hypothéses de Timoshenko sur la modélisation debramas circulaires encastrées, soumise
a une contrainte plane [2]. Ces équations sont :

r+Nr_N¢9=O et er+Mr_M6=_Nr6,
dr r dr r

Avec N, et N, les forces résultantes respectivement selon liaxet 'axel,, M, et
M, les moments correspondants-€tl & la force de cisaillement résultante.

La résolution de ce probleme en intégrant I'ensend#s contraintes internes des
différentes couches constituants I'empilement de mecromembranes nécessite d’introduire
trois matrices spatiales [A], [B] et [C] caractéiqses des propriétés meécaniques des
micromembranes, soit respectivement la matricevéipnte de rigidité en extension plan, la
matrice équivalente de couplage flexion-extensibtaematrice équivalente de rigidité en
flexion. Cette résolution met en évidence dansencdis que pour la partie centrale circulaire,
la contrainte résultante de I'empilement des ciogcbes est en tension alors que celle de la
partie annulaire est en compression. Or, une dokdraen compression peut induire un
comportement mécanique de flambement. Dans le easiccomembranes, le flambement
des structures apparait si la force radiale corspesrésultante a l'encastrement est
supérieure a une certaine force critique. L'expoessle cette force a été déterminée par
Timoshenko pour une plagque circulaire monocouchm®trée avec un trou au milieu [3].
Nous considérons pour cette étude en flambemeanalbgie entre ce modéle et nos
micromembranes multicouches cohérente.

Les calculs de la contrainte a I'encastrement dadm®ntrainte critique provoquant le
flambement, ont été menés pour plusieurs valeurayhnR,; et en considérant une épaisseur
de la membrane de 5 um, la figure A.1 présentédeltat :
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Figure A.1 : Graphe du bilan des forces a I'eneasént de la membrane pour un rayon global dona (tr
plein) comparé au seuil critique de flambementadstiucture (trait discontinu) pour une épaissenstante du
substrat de silicium, égale a 5um

On peut ainsi conclure d’apres ce graphe que lesomembranes ne seront pas
flambées tant quB, >499 um

En conclusion, si I'épaisseur du substrat d’origdee silicium (de type Silicon-On-
Insulator) doit étre égale a 5 microns, le rayasbgl des membranes ne devra pas dépasser
500 microns afin d'éviter le flambement des striesuaprés libération par gravure face
arriere.

Références :

[1] C. Ayela, “Micromembranes résonantes a actiome® et détection piézoélectriques
intégrés pour la détection de molécules biologigaestemps réel”, thése, spécialité
Conception des Circuits Microélectroniques et Megisieémes, Université de Toulouse,
2007

[2] S. Timoshenko, S. Woinowsky-Krieger et S. Woirsty-Krieger, Theory of plates and
shells (1959 McGraw-Hill New York, NY

[3] S.P. Timoshenko et J.M. Ger&heory of elastic stability(1961), McGraw-Hill,New
York, NY.
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Annexe B

Identification des 15 premiers modes de résonance des
micromembranes

Nous présentons ici, l'indentification des difféi®@nmodes de résonance des
micromembranes grace a l'interférométre optiquésatien mode vibrométrie (grace a un
éclairage stroboscopique dont la fréquence esthsgnisée sur la fréquence de la tension
d’actionnement des pastilles piézoélectriques)ctiocmnement est géré ici grace a la carte
électronique de commande. La micromembrane étudig®sseéde un rayon réel de 465 um
(440 pm de rayon nominal + 25 um de sur-gravureud\rappelons que les fréquences de
résonances théoriques obtenues par simulation Btérfiais présentées a la Table B.1, ont
été simulées en prenant en compte la sur-gravuieerdembrane étudiée.

Fréquence de
résonance Fréquence de
w théorique L. Forme expérimentale du résonance
- Forme du mode théorique .
§ obtenue par mode expérimental
simulation par e
élements finis
1 88,2 kHz 87.7 kHz
2 237,0 kHz 173,9 kHz
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241,2kHz

419,1kHz

175,3 kHz

280,6 kHz

420,9kHz

502,2kHz

290,0 kHz

330,4 kHz

738,9kHz

412,7 kHz
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8 748,3kHz 413,8 kHz
9 893,4kHz 491,2 kHz
10 918,2kHz 501,4 kHz
11 1215,1kHz 561,8 kHz
12 1223,7kHz 563,7 kHz
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13 | 1512 5kHz 662,5 kHz
14 | 1549 2kHz 686,6 kHz
15 | 1597 2kHz 713,0 kHz

Table B.1 : Comparaison des fréquences de résomanies formes de mode obtenues grace a I'analgdalm
par simulation éléments finis et obtenus expériaentent grace a l'interférométre optique équipéd’u
éclairage stroboscopique et utilisé en mode vibtoeéour une micromembrane de rayon 465 um (44@ig
rayon nominal + 25 um de surgravure).

1800 -

1600 -+ _
1400 - Simulations s

1200 oK
1000 e

800 - e

600
400
200

Expérience

Fréquence de résonance (kHz)
\\

1 3 5 7 9 11 13 15
Ordre d’apparitions des modes
Figure B.1 : Comparaison des fréquences de résesates 15 premiers modes de vibration, obtenues
expérimentalement grace a l'interféromeétre optigaenode vibrométrie et obtenues par simulation éfém
finis.
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Annexe C

Simulations de la nature des effets parasites de la pastille
piézoélectrique sur les piézorésistances de mesure et de
référence.

Comme nous l'avons précisé dans le corps du mahueous émettons I'hypothése d’un
couplage parasite d0 I'influence de la pastillep@ectrique sur les signaux issus des piézorésissa
de mesure et de référence. Cet effet peut étre lrmégiar une capacité parasite en parallele avec un
résistance parasite. La capacité parasite esptiéeipalement a la capacité statique constitude pa
'empilement matériel du module d’actionnement,ralgue la résistance parasite est a relier au
courant de fuite existant au travers du PZT dl&nrésistivité non-infinie. Ces deux composants sont
dépendants de la forme et de la taille de la eeljphramétres qui varient d'une micromembrane a
l'autre) mais également de la qualité du matérigzq@lectriqgue (non-uniforme d’'une membrane a
l'autre). Ces deux €léments parasites induisaneffets sur les variations de courant et de tension
bornes de la piézorésistance, ils modifient donmésure du phénoméne de résonance mécanique.
Des simulations électriques du comportement desnaetsurs sous l'influence de ces éléments
parasites. Ces simulations ont confirmé de margasditative I'influence de la valeur de la capacité
parasite sur la forme des pics de résonance.

Ces simulations ont été réalisées grace a undaoeeP-Spice. Le circuit électrique équivalent
correspondant a deux membranes (une membrane deenese membrane de référence) est décrit a
la figure C.1.

uSystéme Ampli.  Diff.
Membrane Mes Rmes
11 10
Second_ordre piezoresistance
» x_Mes A IR_Mes f “ Vout0
{Gain_Trans_Piezo} In Out Xin Out e _
In
m = 95e-9 R = {Rmes} R4
k = 895e3 Current = {Ipol} {Rcoupl}
c=2.37e-3 c3==
(CcoupI}T
C4—
Rref {CoefCoupl*Ccoupl} R3
Membrane_Ref {Coef Coupl*Rcoupl}
Second_ordre piezoresistance
x_Ref IR_Ref
In outr—= X_in out -
m = 91e-9 R = {Rref}
k =995e3 Current = {Ipol} ol
c=241e3 £
o
PARAMETERS:
V1 VOFF =0 Ccoupl = 6pF
@ VAMPL = {amplitude}
FREQ = {frequence} Rcoupl = 300k
CoefCoupl = 1

{(Rmes-Rref)*11*Ipol}

Figure C.1 : Circuit électrique équivalent modélidanfluence des capacités et des résistances ipesate la pastille
piézoélectrique sur la mesure de la résonance negeapar les piézorésistances de la membrane deenetsde la
membrane de référence.
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Le point important de ce circuit équivalent sorg mposants C3, C4, R3 et R4 qui sont
respectivement les capacités parasites et lestaldses parasites correspondant a chaque module
d’'actionnement piézoélectrique. De plus, le couplégctrique entre ces éléments est caractérisé par
un coefficient de couplage (noté CoefCoupl) tel @deCoefCoupl x C3 et R4=CoefCoupl x R3. Les
courbes suivantes représentent les fréquencesolearéce a la fois de la membrane de mesure et de la
membrane de référence oscillant selon le mode foadtal, pour différentes valeurs du coefficient de
couplage :

CoefCoupl=1

200rr
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oriz XTI o.zMHz [EV I .amHz o.5MHz o.6MHz .7z EXE X 1.omMHiz
= Vvouto)
Frequency
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lllll

BOmAf

o
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= vovouo)
Frequency

CoefCoupl=1.2
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160m\A|

120m\A|

BOmAf

a0

oriz XTI o.Mz o=z o.amiiz o.5MHz o.emHz o 7Rz o.amHz X 1omriz
= vovouo)

Nous pouvons alors observer que la forme des micgesonance s'inverse progressivement
avec l'augmentation du coefficient de couplagegoetend a confirmer notre hypothése quant a la
nature du couplage provoquant I'occurrence degécgesonance inverses.
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Annexe D

Liste du matériel biologique et des fournisseurs.

Pour faciliter la lecture de la partie consacnée @rotocoles biologiques, la liste des
fournisseurs des différents produits et réactiéehimiques utilisés a été regroupée ici :

Antigénes simulant la menace :

L’ensemble des solutions contenant les antigéinadant la menace a été fourni par le CEB
de la DGA, soit :

Une solution de bactéri&scherichia colconcentrée a 2.4 1QFC/ml
Une solution de spores @acillus atrophaeusoncentrée a 1.4 16pores/ml
Une solution d’ovalbumine concentrée a 1 mg/ml

Une solution de granules de Cydia pomonella grasisikconcentrée a 1.1%10
granules/ml

Immunoglobulines :

Solution d’'anticorps dirigés contre Cydia pomongHanulosis, concentré a 6 mg/mL,
préparés par immunisation de lapins et purifzisB, DGA (L030.06059.1)

Solution d’'anticorps dirigés contEescherichia coliconcentré a 1.3 mg/mL, préparés
par immunisation de lapins et purifi€&EB, DGA (L030.920a.1)

Solution d’'anticorps dirigés contre I'ovalbumjmm®ncentré a 1.3 mg/mL, préparés par
immunisation de lapins et purifiéSEB, DGA (L030.475.1)

Solution d’'anticorps dirigés contBacillus atrophaeus;oncentré a 1.3 mg/mL,
préparés par immunisation de lapins et purif@sB, DGA (L030.496.1)

Solution d’anticorps incorporant une molécule d#ibe a leur structure, dirigés
contre le fragment constant des anticorps issuapin, préparés par immunisation de
chévres, purifiés par affinit&igma-Aldrich.

Produits et réactifs :

PBS : Phosphate Buffer Saline (tampon phosphaé@, gsmimposition : NaCl 137 mM ;
KCI 3 mM ; KH,PO, 1,5 mM ; NaHPQ@8 mM ; pH=7,2 Fluka
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Tampon HEPES: 10 mM HEPES, 150 mM Na&uka

Tampon de collecte: PBS contenant 0,1%/dele TweenCEB-DGA
H,SOy: acide sulfurique 96 %M Group

H,0,: eau oxygénée 30 %@M Group

HF : acide fluorhydrique 50%Rockwood

Neutravidine: Sigma-Aldrich.

Acide 11-mercapto-undécanoique (SH-@EHCOOH). Sigma-Aldrich
NaOH: Hydroxide de sodium, 130 miigma-Aldrich
Ethanolamine-HCI : solution & 1M, pH 8Biacore AB

Acétone Rockwood

NHS : N-HydroxySuccinimideFluka

EDC : N-Ethyl-N’-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiime. Fluka
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Annexe E

Liste des publications.

Journaux internationaux:

1.

Electronic scheme for multiplexed dynamic behavixcitation and detection of
piezoelectric silicon-based micromembranes, C. &yel. Alava D. Lagrange, D.
Remiens, C. Soyer, T. Ondarcuhu, A. Greve, L. NIBEE of Sensors Journa8, 210
(2007)

Parallel acoustic detection of §|0!0g|c§]I warfargets surrogates by means of
piezoelectric immunochips, T. AlavaN. Berthet-Duroure, C. Ayela, M. Pugniere, Y.
Morel, P. Rameil, E. Trévisiol, L. Nicigens. Act. Chemical: B38, 532 (2009)

Silicon-based micromembranes with piezoelectriciaidn and piezoresistive detection
for sensing purposes in liquid media, T. Alav@a Mathieu, L Mazenq, C Soyer, D
Remiens and L. Nicu. Micromech. Microeng20, 7 (2010)

Piezoelectric-actuated, piezoresistive-sensed laircimicromembranes for label-free
biosensing application, T. Alay&. Mathieu, P. Rameil, Y. Morel, C. Soyer, D. Rens
and L. Nicu,Applied Physics Lettersiccepted for publication

Conférences internationales a comité de lecture:

1.

4.

Electrical equivalent circuit for air and liquid afacterization of a multilayer
micromembrane with piezoelectric actuation and f@atdcapabilities, T. AlavaC. Ayela

and L. Nicu, 2007 NSTI Nanotechnology Conference and Trade Slsanta Clara,
California, U.S.A, (May 20-24, 2007)

Investigation of molecularly imprinted polymers ttetect proteins by an integrated,
autonomous piezoelectric micromembrane platform, A@ela, T. Alava K. Haupt,
L.Nicu, 2009 MicroTAS Conference, Jeju, Korea, (Bmber 1-5,2009)

MEMS-based multisensors platform with piezoelecadtuation and piezoresistive read-
out capabilities for biosensing applications, Tavd F. Mathieu, D. Remiens, C. Soyer
and L. Nicu,Biosensors 2010Glasgow, U. K. (May 26-28, 2010)

Actuation and sensing integration challenges amiao-scale: the Gordian Knot of the
resonant bioMEMS realm, T. Alavk. Mathieu, C. Ayela, C. Soyer, D. Remiens, LCWNi
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IEEE of Ferroelectrics and Frequency Control 20Mewport Beach USA (June 1-4,
2010)

5. Extended Lamb’s Model Application to High-Order Beances of Micromachined
Circular Membranes with Integrated Actuation anchstieg Capabilities, L. Nicu, T.
Alava, F. Mathieu, C. Soyer, D. RemiefnBEE of Sensors 201®awaii USA (November

1-4, 2010)

Conférences nationales :

1. Resonating BIoOMEMS with integrated actuation anasgeg for Biodefense applications,
T.Alava, F. Mathieu, L. Nicu, Journées Nationales du GDRriv et Nano structures

2009, Besancon, France, (November 18-20, 2009)
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