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RESUME

Dans un avenir proche, leslispositifs de détection médicaux miniaturisés en temps réels
(lab-on-chip) seront au centre de la révolution des méthodes de diagnostics médicaux et
ABEAAT OEEZEAAOQOEIT AAO DPOI AAOOOO AEITTCENOAO A
de la recherche Pour y arriver, il est important de développer des chimies de surface

stables et spécifiques, ce qui demande une compréhension des interactions
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important de dévA1 I PPAO AAO ET 00001 AT 66 AAADPOI O U |
liquide/solide des différentes caractéristiques a identifier. Ce projet de recherche
poOi OAT OA 1T A Al T AAPOEITh 1T A EAAOEAAOQEITT AO
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résonance des plasmons de surface (SPR) et de microcalorimérie. Ces deux technologies
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ainsi que es caractéristiques thermodynamiques.
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les transducteurs. Suite a cela, leonception des transducteurs microcalorimétrique et
SPR furent réalisés en tenant compte des contraintes de chacun des transducteurs.

. —

Suite a la conception théorique des différentes parties du capteur, un procédé de
fabrication compatible avec les méthode de fabrication standard de la microélectronique

£0O0 Ai ZFET E AO OAOGOi 8 ! ZET AA OBAOOO0OAO AA 1A
tests de fonctionnalisation de surface furent appliqués sur les échantillons afin de tester

la compatibilité du procédé de fonctionnalisation avec les méthodes de fabrication et avec

une chimie de surface type.

Pour terminer, un systeme de mélange actif fut testé et caractérisé avec le dispositif de
I EAOT AAI T OEI 1 OOEA AAEET AA O dgeQds BuidsCavebl B E1 7 (

o~ s oAz

, A OUOOT I A Ai OAT T pPi bHiI OOOA 80O0OA OOEI EOiI b1 O
1 8 ET Olk éyarimie At@gre deux modalités permettant la cactérisation en temps réel

AAOG ET OAOAAQGETT O ET OAOI T 1 1 ACRiygeHeshs@mdpermétET OA O
la mesure de la cinétique de différentsnodéles biologiques tels qudes puces a sucre

encore certains récepteurs cellulaires ou la mesure de conformation moléculaire a

1 8ET OBDAEAAARADOOAO AST gUAAOGETT AO ci OAT OA AAOQ,
montrées.

Mots-clés : Microcalorimétrie, résonance des plasmons de surface (BF chimie de

surface, ondes de surface, microfabrication
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

« God made the bulk; the surface was invented by the devil. »

Figure 1.1 : Wolgang Pauli (1900 -1958), lauréat du prix Nobel de physique en 1945 1

1 photo de Wikipedia (http ://en.wikipedia.org/wiki/Wolfgang_Pauli)

1



2 INTRODUCTION

, A AEOAOGEIT AA O0AOIE AgPOEI A AEAT 161 OAO ABAC
Pl OOEAI AT AT O AEOA 18ET OAOEAAAR OTEO .Bandd ET OAO
un fluide continu, lorsque des molécules interagissent, celles ne voient que le fluide

AOOIT éles Lafiyure 1.2 montre deux types de molécule dans un fluide qui sont en

i AOOOA ABET OAOACE G ledde @pes de mblékudesontadiisélon fegk A A
interactionsavec le fluide les autres molécules et la distance entre elles. La distance entre

des molécules dans un fluide peut étre assimilée a la concentration.
2

O
O O\kOO

Figure 122 ADO1 OAT OET 1O AA 186ET OAOAAGETT A1 OOA AAO@ OUPAOG AA 1111,
continu.

EstAA NOA 1 A0 ET OAOAAQOEI T O Oi10 AOOOE OEI BI AO
deux mémes molécules doivent interagir entreellsh | AEO AAOOA A EO POT O
Danscecah | AO 11171 AOI AO TA OF EAT O DIl Gelles@diDl Al AT O
un fluide, un solide, une interface et les distances entre les moléculesfi¢gmrre 1.3 montre

cette situation.%@D1 ENOAOh AT 1 DOAT AOA AO DPOi OITEO 1 AO E
complexe versus des interactions dans un milieu continu puisque les interactions a

1 6 ET GAnOrelideddNa nature dufluide, la nature du solideet la nature des molécules

mises en cause La nature des interactions entre le solide et le fluide, entre le solide et les

molécules, entre les molécules et le fluide et entre ledifféerentes molécules doivent

également étre pises en cause De plus la recherche OAEAT OEZAZENOA OB8A0O0
traditionnellement a la compréhension desnteractions en milieu continu (volume) plutot

NO6AOZ ET OAOEAAAODS
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Figure 132 ADOT OAT OAOGEI T A801T A ET OAOAAOEIT EI OAOITI1 71 AOI AEOA DOT (
-Al¢coi 16iPpETETT AA 0AOIER EI AOO 6010 EI
ET OAOI T171 AOI AEOAO We, tad dellesdi Addiikektdment EnRIQUEESA 7 OT 1 E
AATO 1T A TEOA Al GOOOA AAO 11 O006AAG@ AEODPI OEOD

systémes de détection miniaturisés en temps réel kab-on-chip » sont au centre de la

révolution de l'identification des processus biologiques[1z3]. Autant au niveau du

diagnostic clinique[4], des procédés de traitement des ealX], de I'agroalimentaire[6,7]

et des procédés industries. Le bon fonctionnement de ce type de dispositif est directement

relié a la matrise des interactions intermoléculaires a linterface liquide/solide2. A

l'interface liquide/solide, les molécules vont interagir de maniere différente
comparativement a un milieu continu. Cela provient des effets de bord provoqués par

1 8ET OAOZEAAAS |, 8 ET O AconEdéhed commeQediAEd® la Aacton. iLdsOO 8 C
caractéristiques des réactions a l'interface sont mal connues et affectent de maniere
dramatique la réalisation de la réaction. Le développement de chimies de surfaces
hautement spécifiques, stables et simpleski | EOA AT GOOOA AOO 1T A Al

de réaliser des détections a l'interface.

2 L'interface liquide/solide est la surface séparant la partie solide de la partie liquide
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L'objet de cette thése est le développement d'un systéme de caractérisation des

ET OAOAAOCEI T O ET OAOIT1171 AOI AEOAO U 1 oET OAOEAAA
phénomenes moléculaires et biologiques a l'interface. Le systeme devait étre en mesure

d'identifier les caractéristiques de cinétique et de thermodynamique en temps réel et sans

marquage pour des interactions intermoléculaires tdes que I'hybridation de brin d'’ADN.

, A AOO AA AAOOA OET OA T6A00 PAO 1A Ai OAI T pPAI
1A Ai OAT T PPAT AT O A60I1 ET 0000i ATO AA AAOAAO
ET OAOI T 17 AOI AEOAO U 1 8ET OAOEAAAA | BNG@RAAT OT 1 EA,
concevoir les prochaines générations de biocapteur utilisant des surfaces
fonctionnaliséces #A OUDBPA Ad6i OOAA AOO AOOAT OEAI AAT O 1/

des chimies de surface.

1.1 Mise en contexte

La figure 1.4 montre le schéma de concept d'un systeme de suivi d'interaction
intermoléculaire a l'interface liquide/solide avec les différents concepts d'importance qui
vont étre traités dans cette thése afin d'arriver a un systéme complet qui pourra étre
utili sé. Le schéma montre la différence entre la partie chimique/biologique (Biorécepteur)
et la partie électronique (Transducteur) ce sontces deux parties mises ensemble qui
peuvent étre considérées comme un biocapteur. Il est possible de voir le phénomene de
transfert de masse a une interface. Ce phénoméne est trés important particulierement lors
de la reconnaissance intermoléculaire a Mhterface liquide/solide puisqu'il va étre
important de s'assurer qu'il est possible que les cibles soient mises en contact avec les
sondes du biocapteur. Les travaux effectués dans cette thése n'ont pas pour but de
développer un biorécepteur et un transduteur, mais bien le développement d'un systeme
intégré incluant un biorécepteur, un transducteur et une méthode d'analyse et
d'interprétation du signal. La distinction est importante puisque chacune des parties fut

congue pour étre intégrée dans un tout eton pas pour étre efficace individuellement.
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Cible

0/00

Reconnaissance Transfert de
moléculaire matiere

Sonde
A
Biorécepteur

Transducteur

Signal

Figure 1.4 : Schéma de concept d'un systéme de détection intermoléculaire a l'interface solide liquide
Le systéme fut pensé et conch £E 1 ABAOTEO 1A AAPAAEOI AA
différentes molécules biologiques. Nonobstant cela, il est possible de mesurer des

interactions de molécule non biologique en modifiant le biorécepteur du systeme.

1.1.1 Introduction a la biodétection

Depuis l'invention du premier biocapteur parLeland Clark en 1953[8] pour mesurer le
taux d'oxygene dans le sang, d'énores avanceés furent réaliséesdans ce domaine Les
biocapteurs sont utilisés aujourd'hui dans plusieurs domainegels que la recherche9], le
diagnostic clinique [10z13], l'agroalimentaire [6]. Un biocapteur a pour fonction de
convertir un phénomeéne biologique, chimique owhysicochimique spécifique en signal
interprétable (habituellement électrique). Les biocapteurs sontcomposés de deux

différents éléments;

1 Un biorécepteur (partie en rouge sur ldigure 1.4)

1 Un transducteur (partie en gris sur lafigure 1.4)
Le biorécepteur :

Le biorécepteur est la partie du biocapteur quinteragit avec l'analyteou la cibled'intérét

de maniére spécifique. Il est composé dmolécules les ®ndes, qui ont la caractéristique
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de réagir ou deselier a une seconde molécule, laible. Par exemple pour une détection
dd OT AOACI, kebi@écdb®ur gourrait étre composé ducomplémentaire de cet
ADN. Habituellement les molécules quécomposentle biorécepteur sont immobilisées sur

le transducteur pour s'assurer d'une sensibilitémaximale[14].

La réaction entre le biorécepteur et l'analyte seéalise par un appariement entre les
sondes et les cibles identifier. Ce phénomeéne esteprésenté ala figure 1.4 sous le nom
de reconnaissance moléculaireSur cette figure il est possible de vounleux types decibles

ou molécules d'intéréts (les cercles et les losangesBSeulement les cibles en forme de

cercles peuvent interagir avec lesOT 1T AAO AO AEI Oi AAmpdidias
spécificité, en détections intermoléculairesi A OPi AEAZEAEOi AOO 1 A AA
a interagir seulementaved AO 17117 AOI AO ABET O0i 06008

Le transducteur :

La fonction dutransducteur estde transformer l'interaction entre les cibles et les sondes
du biorécepteur en un signal qui peut étre amplifé, enregistré et analysé. Les
transducteurs peuvent mesure différents phénomeénes physiques ou chimiques,

lidportant est debien choisir le transducteuren fonction du principe de reconnaissance
utilisé par le biorécepteur. Par exemple, da reconnaissance biologique du biorécepteur
induit un changement de température important, un thermocouple pourrait étre utilisé
pour traduire la réaction de reconnaisance en tension électrique mesurable.eltableau

1.1 montre quelgues exemples de différents typgde transducteur ainsi que des types

d'interaction mesurée.

Tableau 1.1 Exemples de différent stypesde transduction utilisé dans le domaine des biocapteurs [14]

Type de Interaction mesurée Exemple

transducteur

Electrochimique Transfert d'électron [15,16]

Optique Intensité, polarité, spectre [17,18]

Masse Changement de fréquence de [19]
résonance déformation

Température Dégagement/absqtion de chaleur lors [19,20]

de réaction

# 0

A
b

oY ¢
A7
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1.1.2 Transport de masse

Les molécules cibles contenues dans le fluide biologique doivent pouvoir se déplacer
transport de masse. k transfert de masse est reli@ différents mécanismes physiques de
mouvement desespeces chingues (ions, atome, molécules)La diffusion et la convection
de massesont les deux phénomeénes de transfert de masse qui sont régulierement utilisés
pour décrire le transport de masse dans les systémes fluidiggeu microfluidiques. La
diffusion de matiére se rapproche grandement du phénomene de conduction de chaléur
et la convection de matiére est pratiquement le méme phénomeéne que la convection

thermique4.

A l'interface, il est connu qu'il peut y avoir des problémes de limite de diffusiof21]. La
limite de diffusion est un état ou le temps de diffusion des cibles vers la surface dans le
fluide est le facteur limitatif dans la dynamique du systéme de détection versus un systeme
ou le facteur limitatif est la vitesse d'interaction entre les cibles et les sondes. Cela va
entrainer un signal de mesure qui va étre constitué de la convolution de lt@raction
intermoléculaire entre les cibles et les sondes et du transport de masse des cibles vers
l'interface. Dans la conception de biocapteur utilisant des biorécepteurs de surface, ce
phénoméne doit étre pris en compte, car il peut changer la performae du capteur de
maniére trés importante. C'est pour cela que plusieurs modélg®2,23], ainsi que des
systémes[24] sont souvent intégrés dans ce type de capteur pour diminuer l'impact de la
limite de diffusion sur la qualité du signal final. Méme avec le meilleur, le plus sensible, le
plus spécifique des couples biorécepteur et transducteuun biocapteur qui n'a pas la

capacité d'apporter les cibles jusqu'au biorécepteuest pratiguement inutile [21,25].

1.2 Solution privilégiée
La réalisation d'un systéme de caractérisation des interactions intermoléculaige a

I'interface liquide/solide va étre traitée tout au long de cette thése. Les choix qui ont été

3 Phénomene présenté a la sectioh.2.1
4 Phénomene présenté a la sectiof.2.2



8 INTRODUCTION

faits au niveau du biorécepteur, du transducteur et du transfert de matiére sont

sommarement exposeés ici.

1.2.1 Choix du biorécepteur
Le biorécepteur choisi pour le systtme est une couche de brin de monomeére d'ADN
(sonde) pour la détection des brins d'ADN complémentaires (cible). Avec ce type de

biorécepteur il va étre possible de détecter cedines séquences bien précises d'ADN.

La mesure de I'hybridation de brins d’ADN sur support solide fut choisie comme modéle

biologique, car il est régulierement utilisé dans les biocapteurs pour la détection de virus,

pour la détection de génes ou pour la détection de mutation [1,26z29]. Le choix de ce

AET Oi AADOAOO OA EOOOEEZEA PAO 1 600EI EOQAGETT Al
I & Gafidh IARO N &ontne biorécepteur est un savoiwEA E O A quifpéd Chimié @t

NanobiotechnologiesA A 1.6 ) . |,

Pour comprendre le fonctionnement de ce modéle biologique comme bioréceptellrest

Ei T OOAT O AGAT AT UGAO T A A TAOGETTTATATO AA 1A
-T17TAOI A Ad! $.

La structure de b molécule d'ADN (acide désoxyribonucléique) fut découverte par Watson

et Crick en 1953[30]. Cette molécule est présente dans tous les étres vivants et est

PDi OOAOOA AO AT AA Ci 1 i dukesubtare 3 ddublds brinsigdi €ohtA Ad! $ .
complémentaires.

Y1 AOGO D1 OOE AN cdhmmé and Ridedcdptéuk Oen Litiisar® le principe de
complémentarité de celleci. La molécule d’ADN est constituée de trois parties principales,

un groupe phosphate, un sucre (désoxyribose) et une base azotée. Les groupes phosphate

et les sucres forment un squelette sur lequel une base azotée est disposée pour former un

nucléotide. Un brin d'ADN est formé d'un enchainement de plusieurs nucléotides. figure

1.5 montre le schéma d'un brin d'ADN avec les trois différentes partse

5 Institut des Nanotechologie de Lyon
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Phosphate- 77
'désoxyribose

3I

: ; -
Extrémité I

Figure 1.5 Schéma d'un brin d'ADN [31]

Il y a quatre types de basgazotés possibles sur un brin d'ADN, l'adénine, la thymine, la
guanine et la cytosine. L'enchainement de ces différentes bases dad du brin est la

séquence d'ADN. C'est cette séquence qui constitue le message porté par la molécule.
Les bases azotées ont la propriété de l'associer spécifiguement deux a deux. Deux brins
Ad! $. O8AO00T AEAT O COYAA (5 erwd Qes Enbe® AdiiA AOET 1
complémentaires. Les associations les plus stables obtenues sont

1 Adénine avec la Thymine

1 Cytosine avec la Guanine
' ET OE 11 OONOA A601T AOET Ad!$. DI OOI AA OT A Oi
ces deux brins sont complémentagsA O OT 1 O BT OOT EO O8A001 AEAOS
Du fait de cette complémentarité,deux séquences d'ADN complémentaiseont la

possibilité de s'associerspécifiguement ce phénoméne est nommé hgbridation. La

séparation de deux brins d'ADN est la dissociation. Dans le casl deux brins non
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complémentaires d'’ADN viendraient & étre en contact les chancesNOA | 8 EUAOEAAOQEI
réalise sonttrés faibles. Lafigure 1.6 montre I'hybridation de deux brins d'ADN dont les

séquences de nucléotides sontoenplémentaires.

Nucléotides
complémentaires

c-ADN

Hybridation

sl = QELE

Dénaturation

ss-ADN

Figure 1.6 Reconnaissance entre deux A OE 1T O dbdpléBentaires [32]

En tirant profit de la spécificité de I'nybridation d'un brin simple d'ADN (ssADN) avec son
complémentaire (cADN), il est possible deéaliser un biorécepteur spécifique et flexible
[33]. Si les ciblesa détectersont des séquences d'ADN, le biorécepteur peut alors étre
composeé des brins complémentaires immobilis€a la surface. Dans ce cas le biorécepteur

de lafigure 1.4 pourrait étre schématisé par lafigure 1.7.

Reconnaissance entre

deux b’rins d@-\DN Brin d&ADN
complémentaires (c-ADN)
Brin dAADN Cible
(ss-ADN) -~
Sonde

Transducteur

\ § § § }Biorécepteur
—

Figure 1.7 Biorécepteur constitué de brin sd'ADN (ss-ADN) immobilisé s a la surface du transducteu r
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1.2.2 Transducteur

#EANOA OOAT OAOAOAOO DPAOI AO ABAOTEO AAAT O U
1 6ET OAOZEZAAA | ET AEAA AA Oi ZFOAAOQEIT T h Ai CACAI Al
apport de matiere, un changement de propriétés électrique ou thermique dd a la

reconnaissance.

La plupart des biocapteurs utiliset une seuleméthode de transduction, par contrepour
effectuer une caractérisation des interactions et non pas une mesure de contration
d'une cible il est difficile d'y arriver avec une seule méthode de transduction. Cela est di
au fait que les méthodes de transduction donnent des informations sur un seul
phénomene physique ou biologique. Il est difficile avec la mesure d'un sedignomeéne
d'avoir une idée globale de ce qui est réellement arrivé a l'interface. C'est pour contrer ce
probleme que le systeme proposé va utiliser deux méthodes de transductions qui sont
complémentaires soit : une méthode de caractérisation thermodynamige basée sur une

i AOOOA AAO A1 OEAI PEAO AA Oi AACGEIT U 16AEAA
méthode de caractérisation de cinétique sans marquage a linterface basé sur des
technologies de résonance de plasmon de surface (SPR). Ces deux modafiiémnt

choisies pour étre asso@esdues aleur complémentarité.

Mesure calorimétrique

, A0 1T AOOOAOG AAI T OEii OOENOGAOG 0110 ddauk AOOOA
interactions intermoléculaires a l'interface liquide/ solide. L'enthalpie d'une réaction et

associée a la chaleur qu'une réaction va dégager ou absorber.

Cette mesure a l'aide de la microcalorimétrie va permettre de connaitre la conformation

de certainesmolécules[34] et de définir une partie de I'équation de Gibbs :

DG =1 T-S (1.1)

-

IT 3 AOO 1Toil AOCERA( AROO EIARLT 6k A tempEDitiuddeh ET Ol
+ Al OET AO 3= 2njduéRelvino AT OOT PEA
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Résonance des plasmons de surface (SPR

La mesure SPR permet de caractériser la cinétigue des interactions de différentes
molécules a l'interface liquide/solide. Cette modalité de transductiora I'avantage d'étre
sensible au changement d'indice de réfraction treprés de linterface, soit a environ
200nm[18]. Tout comme la calorimétriele SPR estine techniquesans marquage puisge

A o A Opbrt de&idlébau biorécepteur qui entraine le changement d'indice et qui permet
la mesure optique[35]. LeSPR peut également étre tres utile pour qualifier la formation

de la couche du biorécepteur sur la surface.

Le couplage des deux techniques est complémentaire puisque d'une part il serait possible
d'avoir des informations sur la présenceet la cinétique des molécules cibleen méme
temps qu'il sera possible d'avoir des informations sur I'enthalpie de réaction a l'interface.
Lafigure 1.8 montre I'évolution de lafigure 1.4 avec les deux types de transduction pour

effectuer la mesure couplée.

Dégagement de

chaleur ~ 1@ Changement de

~ A v oA

@/WCSI%I\E]F@‘PEY
AL

}Biorécepteur

Sonde
~

MCAL SPR Transducteur

Thermique

Figure 1.8 Biocapteur avec les deux transducteurs, microcalorimétrie et SPR avec le méme biorécepteur . Sur
IA- ZECOOA 16ET OAOAAOGET T ET OAOIT 11 ADOI AEOA AT OOA 1 A0 AEAI AO AO
la surface ce qui permet une mesure SPR et elle provoque un dégagement de chaleur qui permet une mesure

calorimétrique
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1.2.3 Intérét de la mesure ouplée
, 1060 AO PEilTTiTTA AA 1oEUAOEAAOQEIT T D&)Hes. h Ol
1 6AT ODAQPEA AA DI doht@ieiemyendrésf36]. Ces changements vont

surtout étre en fonction de la séquence de nucléotides et de la longueur des brins d’ADN.

Par ailleurs, lI'apport des cibles pres de la surface da a I'hybridation va chasrgde maniere
suffisamment importante l'indice de réfraction pres de l'interface liquide/solide pour

gu'une mesure de type SPR puisse étre utilis¢2,26,27].

En couplant les deux modalités, il va étre possible de mesurer en méme temps les
dégagements de chaleur reliés a I'hybridation d’/ADN ainsi que le chagent d'indice de
réfraction en temps réel et ainsi obtenir des informations thermodynamiqus et de la
cinétique. Cependant, pour obtenir des informations fiables, la réaction de

bioreconnaissance ne doit pas étre limitée par le transport de masse.

Reconnaissance entre

deux b,rins d@_\DN Brin dADN
complementaires (c-ADN)
Brin dAADN Cible
(ss-ADN) il
Sonde

\ § § § }Blorecepteur

Transducteur
lThermlque lOpthue

Figure 1.9 Concept final du biocapteur avec le bioréception constitué de brins d'ADN et deux transducteurs

1.2.4 Stratégie pour le transport de masse
I FET AA OB AOOOOAO dn@dhtat adeO lesAsEnllds AObiréddptddr tnA T O

systeme demélange basé sur des technologiques de mélange par onde acoustique de
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surface (SAW)37] va étre implémenté pour le systemeCe system@ermet de limiter les

effets des problemes associés k& limite de diffusion.

1.3 Organisation du memoire

Lathése de doctorat esbrganiséede maniere a ce qu'il soit possible de suivre le méme
chemin qui fut emprunté pour la conception du systeme. Le documeest divisé en 5

chapitres:

Le deuxieme chapitre est consacré a l'état de l'art qui fut utilisé pourpermettre la
conception du systéme. Dans ce chapitran apercu des différents groupes qui travaillent
en microcalorimétrie et SPR sont présentés. La théorie minimale a connaitre des différents

domaines sera également adressée.

Le troisieme chapitre est consacré a la conception théorique et aux modélisations

utilisées pour la conception des trois parties du capteur, soit le biorécepteur, les deux
transducteurs et le systéme de transport de masse.

Le quatrieme chapitre AOO AT i T 07 A8 01 AOOEAI A POAI Ei Al
« International Journal of Nanoscience. Dans cet article la méthode, le procédé de

fabrication ainsi que les premiers tests biologiques sont montrés.

s oA s oA

Le cinquiéme chapitre BT 00 OA DPAOO AOO AT i bpi O0i A8 O1T AOOE/

« Lab-on-a-chip ». Dans cet article le systéme de transpode masse basé sur une

~ s oA s o~ A

sur des mesures biologiques sont présentes.

~

Le sixiéme chapitre D Oi1 OAT OA 1 A0 AT 1T Al OOEIT O AO 1 A0 PAOO

sur les résultats de la thése.
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La réalisation d'un biocapteur bimodal basé sur des mesures désonancede plasmon de
surface et de microcalorimétrie pour des mesures d'interactios intermoléculaires a
I'interface liquide/solide sollicite I'utilisation couplée de plusieurs techniques, modeles et
domaines scientifiques différents. Dans le présent chapitrealmicrocalorimétrie, la
technique SPR, la fonctionnalisation de surface et le transport de masse seront traités pour

permettre de mettre en évidence leur spécificité.

2.1 Biorécepteur

Le biorécepteur est fériqué de molécules biologiques qui sont immobilisées prés de la

surface du transducteur dans le but de captel AO 1 11 1 AOI AroleAduET Oi 08
AET Oi AAPOAOGO AOG AdaT GQOIMCEDOE AARA AA Nadi,eAe T 1 C
uniguement avec la molécule cible. Il existe différents types de molécsleiologiques qui

peuvent étre utiliséesAT | I A AET Oi A R® OdsProtéined[36] let®les peptides

[40].

LA TTATTA AEITEOE EAE 1 0O0ATO 18!'$.h TAO 11 OEI
A6l $. OO0 OT A OOOEAAA OI 1O o00O0OA 111001 AOS

. A A -

2110 0ET AEPA AA AT AOCETT1TAI EQGAOCETT AB8O0OI
i U A bl OOEAOGOO ii OET AAO PI 00 wmebukdd&Par T AT EO
AgAi p1 Ah PT OO &I TAQEITTAI EOAO OO0 1T A OEI EAA
a base de siland38]8 01 OO 1 6APPI EAAOEITT ABET Oi 00K 1A
A1 AGETT1AI EOAGEIT AA 18!'3%$. OIEO EAEOA 0060

fonctionnalisation il y a deux méhodes régulierement utilisées:
Al E O MOzEd]

T AA 18710 PAO OEEIIT O
Al EOAOQEIT I 0

AA 1 61 diotibeAatidine 6 OOE | E
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Un thiol est un composé organique avec un groupement thiglSH attaché a une chaine de

carbone plus @ moins longue. Lafigure 2.1 montre la structure des thiols qui sont

Oi ¢OI ET1 OAI AT O OOEI EOi O 1 OO 1A A 1TAQETTTAI EOA

CH CH CH CH CH
HSN /N /N /N /N /8
CH, CH, CH, CH, CH,

Figure 2.1 lllustration A @ne chaine de n-alkanethiol (n est le nombre de molécules de charbonne de la chaine)
(43]

Le groupementthiolz3 ( DAOO AOi A0 OT A TEAEOITT AT OAT AT OA
des monocouches autoassembéd sur une surface qui serait recouverte@ O DA O AGAI DI
Yyi AOGO i1 CAT AT AT O pi OOEAT A AA COA&EEAO O1 OEETI
iT1171AOI A A 1 ©GkAEKE AO OE 11 1AO0 AAEO Oi ACEO
une couche autoassembléeE1 A OO DI OOEIAA AAAGAROAREDS. OEI |

immobilisée a la surface de notre or, soit avoir un biorécepteur. Liggure 2.2 montre un

OAET I A AO DPOET AEPA AA A TAOGEITTAI EOAOGETT AA A
ss-ADN
o 3 o o 1 o o
n-alkanethiol —
\
Figure22Schi i A 11771 O0OAT &6 OT A OOOEAAA AdT O AssiABN) &Emplebréfie BAT PAO AAO

surface par des n-alkanethiol.
&T T AOETTT AT EOAOEIT U laGidnEABN:AGOT Al I DI AgA " 31
yi AOGO bi OOEAI A A Oltfirie FubDeht(a lidisdn ndnicovalantd @Blus A OEAET |,
forte connue[44]. Ce type de biorécepteur fut déja utilisé pour fonctionnaliser des brins
Ad! $. OO0 OIi[A8 O,0DMEBAIAOAGA O A PiI OO EIi BT OOAT O AA
U 1600EI EGAOGT NOARI OK6OI pi OOEAT A AGOOEI EOAO A

surfaces.
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La méthodeconsiste en l'utilisation d'unecouchede protéine d'albumine de sérum bovin

biotinilisée BSAAET OET Aq OOEOEA Ao O1T A AT OAEA AA T AOOO

sondes d'ADN par une biotine sur la neutraviding2,26].

ss-ADN-Biotine —~ ¥ % i % ¥ ¢

Neutravidine ~

BSA-Biotine/"

Figure23Schi T A T 11T OOAT O O1T A OOO0AABAO ABA® AEbibtiABdELS 1ABN- E O
Biotine) simple immobilisé sOOO 1 A OOOLAAA DAO 1 6 Al-upnd ineutekidined O1 AT 1 Pi A@

2.2 Microcalorimétrie

La microcalorimétrie est une souddiscipline de la thermodynamique qui a pour objet la
mesure de la chaleur lors de réactiomqui dégagent de faibles puissances de I'ordre du
micro Watt. Lorsque le microcalorimétre fonctionne a pression constanteelle-ci permet

de mesurer des différences de chaleur a l'intérieur d'un systeme en mesurant les

différences d'enthalpie de réaction.

La microcalorimétrie utilise le transfert thermique entre différents milieux pour décrire
les différentes réactions. Les trois typs de procédés de transfert sont la conduction, la
convection et la radiation [45]. Les transferts de chaleur consistent en un transfert
d'énergie entre deux régions ou milieux. La conduction et la convection sont
particuliérement importantes pour modéliser la microcalorimétrie. La radiationl &stpas
un phénomene dominant dans la microcalorimétrie, c'est pour cela que la radiation est

traitée uniqguement enannexe b

2.2.1 Conduction thermique appliquee a lamicrocalorimétrie

La conduction thermique est un phénomene de transfert d'énergie entre deux milieux da
a un gradient de température entre cewci. Ce phénoméne se fait sans déplacement global
de matiére, il correspond a un transfert d'énergie des molécuseayant un niveauA énergie

plus élevé vers les molécules avec un niveau d'énergie plus faible. L'énergie va étre
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transférée de I'endroitou la température est bplus élevée vers I'endroitou la température

est la moins élevéel.e modele le plus utilisé pur expliquer la conduction est le modéle de

1871 NOAOET T AA AEAI A ORatist® Bibt enN1Q0 [45) iL'dfadtidh dD A O  * A A
chaleur se décrit comme suit

kDT +O|—q r-cir (2.1)
dt dt

ol k est la conductivité thermique exprimée en W/mi'K™*, DT est le Laplacien de la
température en Kelvin, dg/dt est la puissance thermique produite par unité de volume
exprimée en W/m?, r est masse la volumique du matériau en kg/m et ¢ est la chaleur

spécifique du matériau en J/kg*K45]. Pour étre en mesure d'interpréter les mesures de
microcalorimétrie, trois domaines d'utilisation de cette équation sont importants a bien

comprendre,

1. Le régime permanant avec production de chaleur nid
2. Le régime permanant avec production de chaleur

3. Le régime transitoire.

Régime perman ent avec production de chaleur nul le

LerégimepOi AT AT O O6APPI ENOA AO AAO 11 EI 18U A A(
domaines observésal T OO0 1T A &1 0@ AA AEAI AOGO 22)ACette 6 OOA A
i NOAGET T OAOEAT O Oi AGE O& uné dimB QiiddriersibnnelleA AT T A(

spatialement, ce quidétermine I@&quation du flux de chaleur entre deux milieux en régime

permanent a température constante pour une surface simple. L'équation est :

kA
F :T(Tl T,) (2.2)
ou A est l'aire de la section du milieu,L est la longueur de la section eF est le flux
thermique en Watt. L'équation (2.2) est valide seulement par un systéme en régime
permanent ou il n'y a aucune production de chaleur entre les points de mesure de

température T, et T,, par exemple le transfert de chaleur entre l'intérieur d'une maison et

6 Voir démonstration de I'équation du flux en annexe.l
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I'extérieur par le biais d'une fenétre en hiver ou entre une enceinte calorimétrique et le
milieu qu'il I'entour e dans le cas d'un calorimétre a flux. Pour déduire la quantité de
chaleur avec ce modele, il suffit d'intégrer I'équatior{2.2) par rapport au tempstel que
iT1T 001 PAQ23).67i NOAOGEIT 1

ﬁ(t)dt =kTA (Tﬁ) T,(9)dt e (2.3)

Régime perman ent avec production de chaleur

Il est également intéressant de regarder la résotion de I'équation de conduction(2.1),
pour un systéme avec un flux thermiqueDT ,0) et avec une production de chaleur (

P, 0) en régime permanent(dT/dt=0). Ce systéme est représenté par fagure 2 4.

-L 0 L

Figure 2.4 Représentation d' un systeme avec production de chaleur en régime permanent . Dans ce cas, ily a
production de chaleur au niveau de la ligne pointillée a x=0. Les conditions limitesenLet  zL sonta

température fixe.

Dans ce cas, la résolution de I'équation de conductignour quantifier la chaleur produite

va étre de forme quadratiqué, soit :

a(t) = fP(y dt - ~ 26T (9 gy (2.4)

7Voir démonstration en annexea.2
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Régime transitoire

Pour résoudre l'équation de conduction(2.1) en régime transitoire, il faut résoudre
I'équation différentielle d'ordre 2. Pour un systeme unidimensionnel initialement au repos

avec unéchelonen entrée, I'équation pourrait avoir la forme suivantes :

- C*at

T(x)=T(x 9 H(Ye" . (2.5)

Avec a =k/ 1c qui représente la diffusivité thermique en nt/s. T(x,a) qui est le profil

de température en régime permanent tel que montré par ['équation(A.12).

H(X) exp(- C #at/ I_Z) est le développement en série deourier de I'équation différentielle

de Fourier du régime transitoire pour le systeme unidimensionnel tel que montré a la

figure 2.4.

2.2.2 Convection

La convection est un mode de transfert de chaleur di aux mouvements des particules d'un
fluide calorifique. Le mouvement peut étre attribuable a un changement de densité suite
a un changement de température (convection passivg}5] ou encore a un mouvement
forcé d0 aune forceextérieure (convection forcée). Un exemple de convectioforcée est

un ventilateur pour le refroidissement A microprocesseuret un exemple de convection
passive est une casserole ou de #a est sur le point @& bouillir. L'eau dans le fond de la
casserole va avoir une température plus élevée que I'eau a la surface. L'eau au fond, étant
plus chaude, va avoir une densité plus faible que I'eau en surface ce qui va provoquer un
mouvement. Les particules chaudes vamonter et les particules froides vont se retrouver

au fond. Lafigure 2.5 présente le principe de la convection dans une casserole ou de I'eau

est sur le point de bouillir.

8 \Voir Annexea.3
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Figure 2.5 Représentation du principe de la convection

Le flux de chaleur en Watt di a la convection est modélisé par la loi de Newton pour des

fluides newtoniens :
F =hs(T, ) (2.6)

ol S est la surface en M, T est la température en Kelvin eth est le coefficient de

transfert thermique en W/m 2 *K. L'évaluation du coefficient de transfert thermique est la
clé pour étre en mesure de bien magliser un systémeletableau2.1 donne un apercu des

différents coefficients de transfert thermique pour différent systtme en convection
passive ouforcée.

Tableau 2.1 Valeur typique des coefficients de transfert thermique pour la convection

Type defluide Passive Forcé

gaz 2-25 25-250

liquide 50-1000 100-20000

En microcalorimétrie, la convetion diminue la sensibilité du calorimétre [46,47]. Cela
s'explique par l'efficacité a disgper rapidement la chaleurdans le milieu avant que cette
chaleur puisse étre mesurée$ AT 6 O1 OUOOT I A AAOGOET T U

biomoléculaires, la partie la plus importante de convection va étrdue au mouvement du

ARO
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fluide biologique. Il va étreimportant de bien choisir la géométrie de la cellule fluidique
ainsi que les caractéristiques de flude maniere a limiter au maximum la convection dans

le systéeme.

2.2.3 Introduction a la calorimétrie

Le calorimétre ou microcalorimetre est I'appareil qui permé de mesure la quantité de
chaleur absorbée ou dégagée par un systeme ou une réaction. Il est tres important pour la
suite de la these de bien comprendre ce qu'est un calorimetre et dans quel environnement
celui-ci doit fonctionner. Cela va dicter bon norore des choix de conception qui furent
réalisés.

Il existe trois grandes familles de calorimétresles adiabatiques, les isopériboliques et les
isothermes. Lafigure 2.6 montre de maniére schématiqued concept d'un caloriméte et

le tableau 2.2 résume les différences entre les trois modes calorimétriques. Les trois
modes calorimétriques permettent de mesurer différentes caractéstiques
thermodynamiques. Lafigure 2.6 montre deux secteurs bien distincts du calorimétre, la
chambre calorimétrique (CC) et la gaine thermostatéeT). La chambrecalorimétrique
(CQ est le lieu ou la réaction d'intéréts dieu et ou la mesure est effectuée. La gaine
thermostatée (GT) est la partie du calorimetre qui entourela chambre et qui est
habituellement contrélé et isoE pour permettre d'effectuer la mesure calorimétrique dans

les meilleures conditions possibles.
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Tex

Tin

Réaction thermique

Chambre calorimétrique (CC)

Gaine Thermostatée (GT)

Figure 2.6 Représentation schématique d'un calorimétre  avec la chambre calorimétrique (CC) soit le lieu de la

réaction thermique et la gaine thermostatée soit la partie quiisolele  AAT T OET T OOA AA 1 8AT OEOT 11

Tableau 2.2 Différents modes calorimétriques

Mode Caractéristique
Adiabatique Tex= T
Sans flux de chaleur entf&T et CC
Mesure du changement de température
Isopéribolique Texest constant
Tin est variable
Mesure le changement de la températurg (CG
Isotherme Tin est constant
Tex €st variable, mais contrélée
Mesure de flux de température enti@ et GT

Calorimetre ADIABATIQUE

Un calorimétre est dit adiabatique lorsqu'il fonctionne sans échange entre la gaine
thermostatée et I'enceinte calorimétrique. Habituellement, les conditions adiabatiques
sont possibles par l'utilisation d'un bouclier thermique quiempéche ou tout au moins
limite tres fortement les transferts de chaleur entre le milieu et I'extérieur. Le bouclier est
aussi considérecommeindéformable, donc il n'y a aucun travail possible. La quantité de
chaleur évoluant durant une réaction a l'intérieur du calorimétre eségale au produit du

changement de température et de la capacité thermiqUd8], soit :
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Q(t) = (T(t) -_IE)) C;hermique (27)

ou T, est la température initiale du calorimétre. C

nermique €St 1@ capacité thermique de
I'enceinte calorimétrique et de la gaine. Ce type de calorimétre fonctionne dans des
conditions ou la température est considéréecomme uniforme pour tout le calorimétre,

mais non constante dans le temps.
Calorimétre ISOPERIBOLE

Le calorimetre isopéribole, réguli#ement nommé dans la littérature le calorimétre semi
adiabatique ou semtisotherme [49], mesure un changement de température durant la
réaction calorimétrique, | A1 ¢Oi 1T A DPOi OAT AA A601 A&l 0@

caorimétrique (CC) et la gaine thermostatée (GT)Dans ce type de calorimetre, la

O
m;
>

température de la gaine (T,,) estconsidéréeconstante et c'est uniquement la température

de I'enceinte calorimétrique (T,,) qui va varier lors de la réactionUn facteur de correction

O
To
U]

AT1T1O06A AOO ApbPIi ENOI OO0 1T A 1 AOBOA AA 1A
réaction.

Calorimetre ISOTHERME

Dans un calorimétre en mode isotherme, la température da lchambrecalorimétrique (

T.) durant la mesure calorimétrique reste constante et la température de la gaind ()

est variable, mais controée pour garder le calorimétre dans les conditions expérimentales
désirées. Enmesurant le flux de chaleur entre l&hambreet I'enceinte, il est possible d'en
déduire la puissance de la réactiofd9]. La mesure de ce flux de puissance peut étre reliée
a I'équation (2.4) ou la conductivité thermique est celle entred chambre etla gaire.
Wadso[48] décri0 AAOOA | AOOOA AEOAAOGAT AT O AT AT AOQEII]
par |'équation :
P=eU (2.8)

ou P est la puissance thermique de la réaction en Watg est la constante de calibration
du systeme etU est la sensibilité du transduteur. Il est a noter que I'équation(2.8) est

valide lorsque le systéme est en régime permanent, en régime transitoire, I'équation du
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calorimétre va étresembable U 1 8 1 K2®A Ddsti pbssible de déduire I'énergie de la

réaction en intégrant la puissancenesurée
q(t) = ﬁD(t) dt =e qu dt (2.9)

A I'équilibre les températures de la gaine (T,) et I'enceinte (T, ) sont stables e peut étre

associé a :
- (2.10)

Avec b la sensibilité en température de la réponse du transduetur, soit avecU = b6 I .

Un constat tres important ici est que pour une puissance de réactiaonnée, il faut que la
conductivité thermique soit la plus faible possible pour que la réponsenesurée au
transducteur soit la plus grande possible. La sensibilité du calorimetre en régime

permanent est directement reliée a l'inverse de la conductivité thermique ente la

chambreet la gaine du dispositif.

En utilisant la réponse du calorimétre en régime transitoire et permanent, regardons

comment celuici va réagir durant une réaction thermique.

\

Les microcalorimétres sont pour la plupart des calorimétres a conductionqui
fonctionnent en régime isotherme. Ldigure 2.7 montre la réponsetype d'un calorimétre
en mode isotherme,pour une réaction débutnt a la 50¢ seconde et se terminan@a la
1500e seconde.
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Figure 2.7 Signal théorique d'un calorimétre isotherme suite & une réaction exothermique . Il'y a cing sections

au signal calorimétrique; la ligne de base (1), la montée (2), le plateau (3), la descendante (4) , la ligne de base
(5)-

, AO AAO@ 1 ECIAO AA AAOGA jp AO vqg OITO0 AOOI AE
thermique, soit au signal du transducteur lorsqu'il n'y a aucun flux thermique entre la

chambre et la gaine. Ces deux sections sont assosi@la Oi O | OOET 1T AA 187 NC
AT T AOGAOGETT 11 OONOBGEI 18U A DPAORRA DPOI AGAOGET T
La montée (2) et la descente (4) sont associéeaxazones ou le calorimétre est en régime

transitoire, soit les zones associéesia A Oi O1 1 OOETT AA 181 NOAOETT A
transitoire, soit 1 6 i N QAR).H 6rd d'une mesure en calorimétre isotherme, ces deux

zones doivent étre les plus petitepossible, car il est compliqué de calibrer le calorimetre

pour pouvoir interpréter la mesure dans ces deux zone&a constante de temps des zones

de transition va étre associeU 1 6 ET OAOOA AA 1 A AEEAAEOOEOEOiI OE
AT T AET A AB Eﬂaﬂ%‘)'b:é A% k. Bdurcadoir des zones de transition les plus

courtes, la diffusivité thermique doit étre la plus haute possible avec le ms de matiere

présente.

Le plateau (3) est la partie ou le signal est interprétable et utile. Ce plateau correspond a

la puissance dégagée par la réaction en régime permanent. Il est possible de trouver
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167 T AOCEA A8O1T A 0Oi AA O Ecbriductibh en Egirdei perdakénCavec 6 i1 N O A
OT A POEOOATAA 111 1011 A8 #A AAO Al OOAOPITA U
Oi CEI A PAOI AT AT©@4). OTEO 18i NOAGET 1
La figure 2.7 montre un signal calorimétrique idéal (théorique), tandis que Idigure 2.8
i7T1 O0A OTA 1T AOOGOA Oi AlTT A U 16AEAA A8OT 1 EAO
bl OOEAIT A AA AEOOETI COAO 1 AOG uv OAAOGEITO DO A
ABET EAAOETT AAO Oi AAOE £EOS8
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Figure 2.8 Mesure calorimétrique réelle réalisée pour une évaporationde 5 L.

Pour mesurer les différents signaux des différents calorimétres, soit des augmentations de
température, il est important d'avoir le bon transducteur tout dégndamment de la
variable qui doit étre mesurée. La sousection suivante va présenter les différents types
de transducteur qui peuvent étre utilisés en microcalorimétrie ainsi que leurs champs

d'application.

2.2.4 Transducteur a l'intérieur des calorimetres

Trois types de transducteus régulierement utilisés dans la microcalorimétrie vont étre

présentésdans cettesection, soit les thermocouplesles résistances thermiques (RTDgt
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les éléments a effet Peltierll existe dautrestypesde transducteur qui sontprésentésdans

lannexec.2
Thermocouple

Un thermocouple est un outil qui permet de mesurer des différences de température entre
deux jonctionsconstituéesde deux matériaux différents. Le thermocouple fonctionne en
utilisant I'effet Seebeck. Gt effet permet de traduire une différence de température entre
les deux jonctions en tension électrique. Ce type de transducteur est simple et peut
fonctionner dansune grande gamme de température. Lagure 2.9 montre le concept de
mesure différentielle d'un thermocouple. Sur cette figure, la mesure de température

s'effectue entre la jonction Jet la jonction J, . Ladifférence de température entre les deux

jonctions estreliée a la tension életrique par I'équation suivante:
(8- 8)* (% -1) =V (241)

Ja

J2

Figure 2.9 Représentation d'un thermocouple

ou S, est le coefficient de Seebecklu métal Aet DV est la différence de potentiel

électrigue mesurée entre les deuxjonctions. Par exemples'il y a une jonction constituée
de deux matériauxavec descoefficients de Seebeckespectifsde 2 V/K et de -2 V/K avec
une différence de ensions entre les jonctions de 4olts, il sera possible d'endéduire que

la difféerence de température entre les deux jonctions est deKL

9 Pour plus de détails sur I'effé Seebeck, voir annexe.1.1
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_bv _ 4v
S.-S$ 2V KA{ 2VH

DT 1K (2.12)

Puisqu'il s'agit d'une mesure différentielle, c'est le type de transducteur qui est idéal pour
les calorimétres de type isopéribolique et isotherme puisque dans cesdX types de
calorimetre, c'est un flux de chaleur qui est mesuré entre deux chambres calorimétriques

en mesurant la différence de température entre les deux chambres.

Un point négatif de ce type de transducteur est sa faible sensibilitfl est possible
d'augmenter celleci en utilisant plusieurs thermocouples branchés en série pour former
une thermopile. Cela permet, sans trop augmenter le bruit, d'augmenter la sensibilité du
systéme d'un facteur équivalent au nombre de thermocouples utilisés. Lfagure 2.10
montre le concept de la thermopile. Par exemple un thermocouple constitué de deux
matériaux, si n paires sont utilisées, alors la tension aux bornes de la thermopile va étre

définie par :
n*(S,- §)* DI =\ (213)

ou n est le nombre de thermocoupls utilisés.

AN AN

B A B |A |B (i)

NN

Figure 2.10 Schéma d'une thermopile constitué de trois paires ou trois thermocouples

01T 60 O1 AAI T OEi 1 OOA EOI OEAOI A Addu@queAhud OEOOA
1 61 N QA8) BviedP la puissance,e est la constante de calibration du systéme éi la

sensibilité du transducteur.En combinant les équationg2.8), (2.10) et (2.13) la mesure

AO I 6o AA AEAI AOO j1 A DPOEOOAT AAQ U I1G6AEAA

thermopile comme transducteur est:
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py=KA « 1

T ) B e

Résistance détectrice de température (RTD)

La résistance thermique est habituellement faite d'un métal noble, habituellement le
platine et exploite la caractéristique du changement quasi linéaire de la résistivité en
fonction de la température. La mesure de température s'effectue en faisant une mes
d'impédance de la RTD. Ce type de détecteurs permet une mesure de la température
absolue. Deux modeles sont utilisés pour relier la résistance a la température, soit un

modele linéaire:
R=R{1&T) (2.15)
et un modele polynomial:

R=R(l&T #F T 109 T) (2.16)

ou R, est I'impédance de la RTD & 0 °@,, b et g sont les coefficients propres a chaque

type de RTD en °C. L'équation (2.15) est normalement utilisée au-dessusde 0 °C et
I'équation (2.16) pour des températures en dessus de TC. Pour des utilisations &dasse
température, moins de 300°C, les RTD permettent habituellement des mesuresed
température plus précises. Par contre la précision d'une RTD est directement reliée a la
qualité du circuit de mesure. De plus, il est difficile d'utiliser des RTD pour de tres faibles
deltas de température, car il existe un phénomeéne d'autochauffe deRTD da a I'effet Joule
puisque, pour mesurer la température il faut lui injecter un courant. Les RTD standards

ont habituellement des résistances qui vont de 2%/ a 1000 W a 0°C.

, 6 00EI EOGAGETT AA 1A 243 ATT T A OOAT OAOAOADO A«
fonctionnent en mode adiabatique pour réaliser la mesure de température. Ce type de
transducteur peut facilement étre intégré[50,51].

4 0OA1T OAGAOET T Al OEI EOAT O 1 6AEEAO 0AI OEAO
OEI EOGAO O1 ilii Al ®20A1 OEAO

0
yi AOGO PiT OOEAI A A
A O1 A OE Gassé enx@veSde@ imétaux OOAT O

60
LA £E£AO 0AlI OEAO O D)
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formant une jonction. Tout dépendammentde la direction du courant, les électrons avec
O TEOAAO AGi 1HMDQEAOCiT 1 BAOOOAT BI 1T AOET tes b1 600
électrons de faible énergie. Cela va créer un transfede chaleurentre les deux jonctions.
, 6 AEEAO 0AI OEAO AOO AAOAAPEOROE OADID AEIAA AlH/
ampeére. Ce coefficient permet de définir le transfert de chaleur comme suit

Q= Rl £ P 4)F (217)

ou P est le coefficient de Peltier pour Igonction x, | est le courant en ampére eQQ est

la chaleur en joule.

En mesurant le courant nécessaire pour garder la chambre calorimétrique a une

température fixe, il est possible de conrizre la quantité de chaleur (Q) injectée ou

T sz - A N £ o~ A~

£l 0@ AA AEAI AOO AicAci 106 AAOI OAi BPAO T A Oi,
effet Peltier mesure directement le flux de chaleur, il est trés intéressant pour des
AAl T OEi 1 OOAO EOI OEAOI Adbh PAO Ai 1 O0OA EI AOO A
Le tableau 2.3 montre un résumé des différentes familles de calorimeétre, du type de
i AOOOA AxEEAAOOT DPAO 1 A0 AEAELE OAT OAO EAITEIT AO

chacune des différentes familles.
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Tableau 2.3 Les trois différentes familles de calorimétre avec le type de mesure pour chacune des familles

AET OE NOA 16APPI EAAAEI EOi AAO AEELE OAT OO OOAT OAOAOADOO
Familles de| Type de mesure Transducteurs
calorimétre

Adiabatique | Mesure absolue de la Résistance thermique (RTD)Y{ ¥
Effet Peltier (Z Y

Isopéribolique | Mesure de différence de | Résistance thermique (RTD)Z)

température Thermopile (9)
Effet Peltier Z ¥
Isotherme | Mesure de flux de Résistance thermique (RTD)Z ¥
chaleur

Thermopile (y)

Effet Peltier ()

2.2.5 Microcalorimetre microfabriqué

Il existe plusieurs groupes qui travaillent sur des microcalorimétres microfabriqués
[20,50,51,5%63]. Les travaux de recherches sur ce type de calorimetre datent des années
80 [64], par contre il faut attendre les années 90 pour voir les premiéres mentions de
dispositifs performants pour des mesures en phase gazeuse par le groupe de Herwaarden
[53]. Les travaux de ce groupe ont mené aux technolegide la compagnie Xesé#t, soit
l'utilisation d'une membrane pour diminuer au maximum la conductivité thermiquepour
obtenir la meilleure sensibilité, tout en gardant une tres bonne diffusivité thermique afin
ABAOT EO OT A AT 1T OOAT Qdfigure®R.11BrorirOle doincépOdd Xes®@ &t OOE Al A
plusieurs groupes utilisent directement leur technologie pour des applications diverses
[55,65].

10 http://www.xensor.nl/index.htm
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Figure 2.11 Microcalorimétre de Xesor pour des mesures en milieux aqueux [66]11

Le principe d'isolation de Xesof67] est utilisé par presque tous les groupef20,50,56].

Ce qui différencie les groupes, c'est la technologie de transduction et les techniques de
fabrication. L'utilisation d'une membrane ne permet pas une isolation totalece qui en fait
des calorimétres fonctionnant en régime isotherme, tel que démontré par le modele
montré a I'équation (2.8) a la section2.2.3 Avec ce type de calorimetrela chambre
calorimétrique (CC)et la gainethermostatée (GT)ne sont pas franchemenséparéespar
une frontiere physique. Lafigure 2.12 montre que la chambre (CC)est située sur &
membrane de ce type du calorimétre, I'enceinte est habituellement directemengliée au
lieu de la réaction thermique. Tout le reste du calorimétre et de I'espa®nt la gaine.
L'isolation entre la gaine etla chambre est reliée aux caractéristiques de conduction

thermique de I'environnement, des matériaux et de la géométrie.

Chambre

Réaction thermique N
a calorimétrique (CC)

Figure 2.12 Explication du principe du calorimétre & membrane

11 Reproduit avec la permission de ELSEVIER SCIENCE via Copyright Clearence Centre, 63548565
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2.2.6 Microcalorimétrie microfabriquée pour I'analyse moléculaire

La microcalorimétrie est régulierement utilisée pour [l'analyse d'interaction
intermoléculaire [20,34,57,6&72]. La grarde majorité de ces groupes travaille avec des
réactions de volume, possiblement parce qu'il est complexe de fonctionnaliser une
membrane de quelques centaines de nanometres. Dans les groupes mentionnékatit
seulement Recht et R [70] travaillent avec une fonctionnalisation de surface, mais, avec
une membrane de plusieursdizaines de micrometres, ce qui augmente la résistance

mécanique du dispositif, mais qui diminue les performances calorimétriques.

Deux groupes[34,72] travaillent pour des détections d'interaction intermoléculaire a
I'interface liquide solide, mais par contre ils utilisent des microcalorimétres qui ne sont

pas microfabriqués.

Le plus gros probleme pour &e en mesure de réaliser un microcalorimétre microfabriqué
pi 60 1A Ai OAAOGEI I ABET OAOAAOQEIT 1 AET T 117 AOI £
probablement di a la difficulté de réussir a fonctionnaliser la surface du calorimétre

AT T OOEOOI A8 O1ndbrarie Admpddéke Thdbhiuellémknt de nitrure mince et

fragile.

2.3 Résonancales plasmons de surfaces (SPR)

Dans la présente section, le principe de la détection de surface utilisant la SPR sera

présenté. Il est important de bien comprendre le phénomene de la résance des

plasmons!2 pour comprendre les différentes interactions et critéres pour sa mise en

GOOOA AO AAT A PAOOEAOI ET OAI AT O AAT O O1 OUOOIT I .
Les plasmons de surface sont un phénoméne physique qui se produit a l'interface d'un

diélectrique et d'un métal. Il s'agit d'oscillations d'électron dont la propagation peut étre

Ai AOEOA PAO 1T A OEiTOEA i1 AAQOIT I AclTi OENOA8 #AO«

a un champ électrique évanescent dont les caractéristiques de propagation sont

Qu
m
—_
O
T
O;
AL
>
7]

257 pl AOGITT AOGO OT A T OAEITAOGEITT AA bPIAOGIA U 1
quantification de fréquence plasma.
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directement reliées aux permittivités (e) du diélectrique et du métal. L'interface agit tel

un guide d'onde pour I'ondeélectromagnétique

hY

La figure 2.13 montre une représentation de l'onde évanescente a linterface

métal/diélectrique.

b
& Diélectrique

e —

m Métal

Figure 2.13 Représentation de I'onde évanescente SPR a l'interface métal/diélectrique

2.3.1 Propagation d'une onde a ur interface métal/diélectrique
La propagation de lI'onde évanescente a l'interface métal/diélectrique est expliquée par la

résolution des équations de Maxwell & l'interfaceCes équations montrd O N OS6 O1

To
O/
A >

plane se propageantavec une pdarisation transverse magnétiqueU 1 6 ET O

constante depropagation qui est définie par[73] :

:LV\/ S & :k\/ d & (2.18)

c em+§ e+d

ou c est la vitesse de la lumiéere dans le videy est la fréquence angulaireg, et €, sont
respectivement les permittivités du diélectrique et du métal etk représente le nombre

d'onde.

Un métal est habituellement absorbant pur une onde électromagnétique. Cela se traduit
par une permittivité complexe(em = p+ m)i- Dans ce cas I'équatiof2.18) a une partie
réelle et une partie imaginaireb= § + 1« La partie réelle bi représente le mode de
propagation a l'interface et la partie imaginairebi représente 'atténuation. L'atténuation

peut étre reliée a la longueur de propagation de lI'onde. Considérant une atténuation d'un
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facteur 1/e de I'énergie de l'onde, alors il est possible de décrire la longueur de
propagation L par [73] :

L= (2.19)

2.3.2 Excitation des plasmons de surface
Il estimportant d'étudier les méthodes utiliséegour exciter les plasmons de surface. Pour

exciter les plasmons avec une ondextérieure, il est nécessaire que la constante de

DOl PACAOEAS MAAB BAOET T OT E OprapagédtionXesplasindns AT T OOAT
b b
& Diélectrique K & Diélectrique K
Kspr Kspr
e e
m Métal m Métal
N —
’ Th k.
K g u@
© ~ k. Bing

Figure 2.14 Représentation de l'excitation des plasmons pa r une onde incidente
Enregard de ldigure 2.14,laAT T OOAT OA AA DOl PACAQdobnbtantt A 1 81 T A

de propagation SPRIoivent étre égales.

K, SING = Kgpg=b (2.20)
Surle plandeld ET AEAA AEEAAOEAR AAOOA AT T AEOETT AA A
suivante:
ngf,R:Re%E % & Pu:npsinq (2.21)
e+ ey
OungAOO 16ET AEAA AARAMAODE A ARICADAM ODITAIO AD I EIT E

AA 1811 AA EoberrAdMAOBBI ACHO EI AOO EI T OOAT O NO
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POI DACAOGEI T AA 168i1AA E1AEAAI OA Of Ediguel 00 il
2151 11 OOA 1 6ET AEAA mgmbkid Eolelodh ABDIBA O IGTEN AEAA A,
AA EECOOA AOO Al OOA ps8ouv AO ps8oh AA NOE OECI |
AOAA O1 A i1AA

I

NOE O AnoibsOrilaHidu@ R.158 Avecun inibeA &0 j OO /
DOl PACAOEI ET AEAA DI OO i1 AOGih OAI NOA A
plasmons. Sur lafigure 2.15,1 A AT OOAA AT Al &kdbtif polurfude®Ade 1 6 ET A |
ET AEAAT OA NOE OA bDPOiI DAGCA AAT Og@ OAAR +yuv ADAAS K
AEeAACEA AA 181 1TAA OA DPOI PACAAT O AAT O 1A " +x
des plasmons pour le couple eeau (représenté par des cercles noir sur le graphique), a

AAO AAO@ PIET OO 161TTAA ET AEAAT OA OA AGAEOAO |

1,60 -
1,554

1,50 4 ﬁZ\(\

1,45
1,40-]\/\)\
1,354

§ 1.30 ] Couplage SPR
O 1,254 —— SPR (Or/eau)
8 120] — Air
TE-*» 1,151 —— BK7 (75°)
1,10 H
1,05 +
1,00
0,95 -
0K S —
500 600 700 800 900 1000
Longueur d'onde (nm)
Figure 215" OAPDEENOA OADPOi OAT OAT O 18ET1 AEAA AEEAAGCELE 302 Al A1
AAG j AT O1I 6cAq AT T PAOT A U 18ETAEAA AEEAACEE NOBOT A 1T1TAA EI

| O AE ©1 (en noir) et pour un cas ol le milieu incident est du BK7 (verre) avec un angle incident G de 75°

en bleu.

2.3.3 Couplage
Il existe plusieurs méthodes pour coupler une onde incidence avec des plasmons, tel que
le couplage par réseau de diffractionpar guide d'onde et par prismg73]. Le systeme

réalisé durant cette thesea utilis € le couplage par prisme et le couplage par guide d'onde



38 ETAT DE LO6ART

fut exploré. C'est pour cette raison que €sdeux approches vont étre expliguéesdans la

présente section.

Couplage par prisme

b
& Diélectrique B
SPR
e
m Métal
Ke q n,

Figure 2.16 Exemple de couplage par prisme

La figure 2.16 montre le couplage par prisme. Ce couplage est intéressant, car il est
possible de choisir le matériau du prisme en fonction de l'indice effectif des plasmons et
ainsi contréler I'angle g du couplage pour une certaine longueur d'onde. Cela permet des

mesures enréflexion totale atténuée(ATR).

Lorsqu'une onde électromagnétique incidente frappe une interface constituée de deux

milieux d'indices de réfraction différents, une fraction ou la toalité de I'onde incidente va

8300A Oi £1 i AEEA O1I 00 Ai PAT AAIT T AT O AAO ET AEAAO
Pour un systeme en configuration Kretschmann, prismenétal-diélectrique, tel que

montré sur lafigure 2.16, cela se traduira par une onde réfléchie dont I'amplitude(AQ) va

étre :
AQ = r‘pmdAI :*:rpmJ eif AI (222)

ou A est 'amplitude de I'angle incidente,r . est le coefficient de réflexion etf est le

déphasage de l'onde réfléchie. lai, , est défini par:
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. Fom T ma€XP( K 1)
L eexp( K g)

(2.23)

ou q est I'épaisseur dumétal et k., est le nombre d'onde de I'onde incidente dans le métal

dans la direction de propagation des plasmon§g4] et :

.-C0sg - k. -Ccos
= K-cosg- K qpour lionde polarisée T (2.24)
k-cosq+k -cosq

i

elg-cos G ke-cos

q
. our lionde polarisée TI 2.25
! elgcosq Iqecosp ! g (223)

Les équations(2.24) et (2.25) sont appelées coefficierd de Fresnel. Puisqu'il est possible
de coupler les plasmons avec l'onde TM, il est possible de définir un coefficient de
réflectivité en fonction de la propagation des plasmons. Dans ce césréflectivité peut
O6 AZDPOEI AO mndediziah de Rathie fvB]1 A

Rig, }=¢

§ #sing- R b g{in{ Jo an{ b

ou Db représente la modification de la propagation des plasmons dus a |'épaisseur

\ %
e aim{ 6} Im{D b ﬁ (226
v
u

considérée finie du métal.

L'équation (2.26) est en fonction de l'angle et de la longueur d'onde, il est possible de
définir un couple (angleA O 1 T T ¢ O A QiGarégobahdedésip@smons va se produire.

A longueur d'onde fixe, il s'agit de I'angle ol il vaavoir le maximum de transfert d'énergie

de I'onde incidente vers les plasmons pour une longueur d'onde spécifique. A cet angle, la
réflexion va étre minimale. Ce minimum correspond a I'angletd'indice effectif de I'onde
incidente et des plasmons sont gaux, lafigure 2.17 (a) montré la réflexivité en fonction

de I'angle. Dans cette figure il est possible de voir ledip » SPR a 75°.
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Figure 2.17 Réflectivité (a) et changement de la phase (b) en fonction de I'angle pour le systéme montré a la
figure 2.16.

Lafigure 2.17 montre un changement de I'amplitude de réflexion lors de leésonancedes
plasmons de surface. Il y a également un saut de phase qui se produit lors du couplage de
l'onde avec les plasmons, ce saut de phase peut aussi étre mesuré pour quantifier le

couplage[75]. Le sautde phase est montré a léigure 2.17 (b).

Puisque pour avoir un couplage avec les plasmons il faut avoir le bon couple angle et
longueur d'onde, ilesbT OOEAT A AA 11T AOI A0 1 A0 ure2dN i1 1 O Al
ou la longueur d'onde (figure 2.18). Pour ce faire, une ondg@olychromatique a angle

constant est utilisée pour coupler les plasmons. Une analyse spectrale permet de
déterminer la longueur d'onde de couplage. Lagure 2.18 montre le «dip » SPR lorsque la

modulation est la longueur d'onde plutét que I'angle.
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Figure 2.18 Réflectivité en fonction de la longueur pour une mesure SPR lorsque | 'angle est constant

#1 OP1 ACA PAO COEAA AG&T1 1T AA

, RO PIAOGITTO DPDAOOAT O 800A AT OPI i1 O AlelAOEI EO/
figure 2191 T T OOA O1 AgAi bl A AA OOOOAOOOA Ad0O1T COE
une interface métatnmiieu. Dans le systémeun mode incident TM est guidé par une
OOOOAOO0OA ABdEIT ABwAunddhine@imEeOOETHT EIAO AOAA 18
réfracionnsAO A8 OT A OAAT T AA CAET A AT i Dl @éuPouAd 1 EI
que le couplage SPR se produisé faut que la constante de propagation du mode TM a

1 8ET Oi OEADOO A, ) atEchale aAD paitid ellej d la constante de

propagation des plasmonsRe{ 4, } :

by =Re 4o =Ra:%'/ /f—ﬁ? (227)



42 ETAT DE LO6ART

Nmilieu

/4 /4 [
™ N3
Figure 2192 AD O OAT OAGET T A8O01T COEAA A81 T AA NOEAGAWolaghde. AAO Bl AOI T

De tels systémes furent développés par plusieurs group§s6z80]. Le plus gros probléme

AOGAA AA OuUupA AA OOOOAOOOA AOO NOBGEI AOGO AEE
propagation du mode guidé (;,, ) aussi faible que la constante dpropagation SPR Q-5

yel OOEI EOAT O 1 A0 1 AOi OEAOD® OOATsACeQuh@endial OO EAA
i EOA Al & G#® &ydtdme Bomplexe, par contre ce type de systéme est idéal pour

une intégration.

2.3.4 Utilisation de capteur SPR appliquée a la détection biologique

La derniere section monte comment il est possible de coupler une onde
électromagnétique aux plasmos a une interface métal diélectrique. L'équation de

dispersion du couplage montre que l'indice effectif de couplage est trés sensible a la
permittivité du diélectrique et du métal. Puisquel 6 Al D1 B @d Alnddcdnteestde

quelgues centaines de nanomeétres [73], c'est seulement les caractéristiquesdu

AEi 1 AAOOENOGA U 1 6ET Oipmk deditterfdc® quAverk déinir lel AAOOEN
couplage SPRSi le diélectrique est nonmagnétique, il est possible de relier l'indice de

réfraction a la permittivité relative, par[81] :
n“oe (2.28)

et I'équation de dispersion des plasmons devient alors

_w | nie, N &
b C\/em+n§ :kJ - (2.29)
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Si la surice dumétal est fonctionnalisée avec les sondes de notre biorécepteur et que le
fluide biologique avec les cibles est le diélectrique, lorsque la reconnaissance des cibles va
se produire, cela va provoquer un changement d'indice de réfraction. Ce changeme

d'indice pourra étre mesuré en suivant la longueur d'onde ou I'angle de couplage SPR.

Lafigure 2.20 montre le principe de l'utilisation de la SPR en biocapteur de surface. Dans
la partie (a) de la figure, le systeme n'a gaencore fait de reconnaissance intermoléculaire,

le biorécepteur est présent, mais aucune cible n'a encore réagi. L'indice de réfraction a
l'interface (n,) caractérise la propagation du plasmon. Dans la partie (b) de la figure, les
cibles ont interagi avec les sondes du biorécepteur. L'apport des cibles pres de la surface
va modifier l'indice de réfraction du diélectriqgue de (n,) a (n,+ D). Ce changement
d'indice de réfraction va modifier la constante de propagation de lI'onde SPR de a
b+ Dl Le changement de la constante de propagation va apporter un changement dans

les mesures SPR. LAgure 2.21 montre des spectres SPR pour deux indices de réfraction
différente. Il est possible de relier le changement de la longueur d'onde ou le couplage est

maximal et de relier ce changement a la détectiates interactions biologiques désiré.

nd K nd + ® o ® b+ Dt
Y Y Kspr Y Y ® Kspr
— em —

e

m Métal Métal

|
N
|
N

p S X" p D

(@) (b)

Figure 2.20 Représentation du principe de l'utilisation de la SPR (a) Systeme SPR avec le biorécepteur a la
surface du métal avant la reconna issance (b) Systeme SPR avec le biorécepteur a la surface du métal avec

reconnaissance intermoléculaire réalisé par le biorécepteur
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Figure 2.21 Réflectivité de I'onde pour deux indices de réfraction différente du diélectrique juste au dessus du
métal

Différents biocapteurs SPR

C'est Nylander et Liedberg qui furent les premiers a utiliser la@ésonancedes plasmons
pour la réalisation d'un capteur de ga82]. Depuis cette époque, il y a eu de nombreux
développements de capteurs SPR appliqués a la biologie. Ces biocapteurs peuvent étre
utilisés pour analyser des comportements cellulaire$83], de la détection de génes sur
puce a ADN84z86], des cinétiques d'adsorptior[87,88], etc..

2.4 Transfert de masse

Jusqu'a maintenant, les techniques de transductioappliquées a labiodétection ont été

explicitées. Méme avec un couple transducteur/biorécepteur performant, si la fluidique

1 EI EOA 18ADPDPTI 00 AA AEAI AO leils@da dafieui mitérdd A0 A O
le capteur[21,25].

C'est pour cette raison qu'il est important de comprendre les principes du transfert de

masse Cettesectionprésenteles principes de transfert de matiére ainsi que les problemes

reliés a la détection de surface.
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2.4.1 Diffusion de la matiere

La diffusion de la matiéredécrit le transfert de masse de différentes espéces chimigsie
duesa la présence d'un gradient de concentration d'une ou de plusieurs espéces dans un
fluide. Ce phénomene est décrit par les lois de Fi¢#5]. La premiere loi de Fick met en
relation la concentration d'une espéce chimique d'un milieu (A) @n milieu (B), celleci

peut s'écrire sous la forme::
J,= Dy ©, (2.30)

ol J, est le flux de I'espéce chimique A en mol/s*rh, D, est le coefficient de diffusion

de I'espéce chimique A dans le milieu B enfs * et C, est I'especeA en mol/m °.
Ladeuxiemeloids&  EAE OA OADDI OOA U 1T A Ai 1T OAOOAOEIT A
AT TT1 8aAMEDRONOA 1 A OAOEAOEIT BAO OTEOiI AA O
chimique doit étre égale au flux de particulsdans ce méme volume. En intégrant les lois

de Fick, ilest possible de déduire une équation de diffusion sous la méme forme que

I'équation de Fourier, soit:

%- D, B, & (2.31)

Lafigure 2.22 montre un exemple de diffusion d'une espéce chimique. Dans cet exemple

il est possible de voirun systeme compoé de deux différents domainesle domaine 1 et le

domaine 2. Les conditions initiales sont la présence d'une concentratiohd OT A AODP1T A/
chimique dans le domaine let une concentration nulle dans le domaine 2 au temps 0. Il

n'y aaucun apport de particules au systeme et le systéeme est considéré fermé@nefois le

systémemis en route, la concentration du domaine 1 va diminuer et celle du domaine 2 va
augmenter jusqu'a un point d'équilibre ou les deux systemes vont avoir la méme

concentration.
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t=600

(a) Présentation a 3 temps différents de la concentration de I'espéce chimique dans les deux
domaines. A t=0 il y a présence d'espéces chimiques seulement dans le domaine 1 ou la
concentration est de 1. A t=600 la concentration des deux domaines est égale a 0.5.

1.01 —— Concentration point 1
| —— Concentration point 2
S 0,8 -
L
I
S
£ 041
3
c
o 0,24
O
0,04
T T T T T T T J
0 200 400 600
Temps (s)

(b) Graphigue montrant la concentration au point 1 et un point 2 du systéme en fonction du
temps

Figure 2.22 Exemple du principe de diffusion

2.4.2 Convection de matiere

Tout commepour le transfert de chaleur par convection ou le mouvement des particules
engendre un transfert de chaleur, un mouvement de partice apporte un transfert de
masse.Le modele utilisé pour décrire le transfert de masse par convection est semblable

a celui utilisé pour le transfert de chaleur, soit :
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Naz =M (Cus -Cac) (2:32)

ou N,, est le flux de I'espece chimique Atravers la surface 1 en (moi/s*n?). h_estle
coefficiant du transfertde masse par convectionC, , est la concentration de I'espece A au

plan 1 etC,, estla concentration de I'espece A a l'infinie.

2.4.3 Limite de diffusion

Le transport de masse tel que décrit aux section®.4.1 et 2.4.2 est valide lorsque les
milieux sont continus, ¢ A-ddbe qu'il n'y a pas de conditions limites. Lorsqu'il y a une
condition limite le modele de diffusion doit intégrer une ron-linéarité a l'interface tel que

décrit par Ward et d. [89,90].

La résolution de léquation de diffusion pour une condition limite constituée d'un plan fut
décrite par Ward etal. [89] en 1946. La résolution de cette équation est basée sur une
méthode semblable a celle utilisée pour la résolution de I'équation de conduction de
chaleur avec une condition limite de température a une interface. La résultante est une
équation différentielle non linéaire, ce cas de figure fut résolu numériquement par

Rampazzo en 196991] pour une isotherme de Frumkin.

Le modeéle de Ward montre qu'il y a une forte dépetanceAT OOA 1T A AOi AGET 1T A
faible concentration pres de la surface, du temps et de la distance gubstrat. Lafigure

2.23 montre cette dépendance en distance et dans le temps de I'équation de diffusion. Ce

gradient est relié a la limite de diffusion et celuci peut nuire a la détection de surface en

AEI ET OAT Oe dibe AuthiprécepieurA
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Figure 2.23 Représentation de l'effet de bord sur I'équation de diffusion a différent s moment s dans le temps
(1) initial ( 2), (3) et (4) intermédiaire et (5) final  [89]

2.4.4 Méthode de mélange

yil AOO bi OOEAT A AA AEI ET Oke difésion e AtlahgednE OAT AT O
la solution. La solution peut étre mélangépar un systeme de mélange passif ou acfit4].

Les systémes de mélange passif soassociésau systéme quil 8BAA O A Adddrgtel A6
externe pour effectuer le mélange et les systemede mélange actif sontassociésaux
OUOOT i AOG NOE 1106 AAOI ET AB8ADPDPI OO Adi1 AOCEA

T

@
51 OUPA AA OUOGOGI i A AA Ti1ATCA AAOCEAZAZ AOGO 1600
(SAW)[92]. Ce type de systeme fut également utilisé pour le mélange avec des systeme

SPR93].

Les ondes SAW peuvent étre générédd 1 A OOOZAAAA Ad01T 1 AOi OEAI

1 6A1T OOAI EOA Adi 1 AAOGOT AA 11 alteddtifi[94]AD®DII IENOA3 167 A
transmet une énergie mécanique au fluidee qui va créer une pression dans le fluide a un

angle g;.
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Figure 2.24 Diagramme montrantla Ci 11 OAGET 1T A811 AAO AAT OOOENOAO -chafiec OOO £AAA
un fluide [93]1.

2.5 Conclusion

Tout au long de ce chapitre, il fut montré les différentes parties qui devront étre lisées
pour la réalisation de la these. Léhéorie nécessaire pour la compréhension des relations
entre les différentes parties, ainsi que les caractéristiques, que chacune des partiessent
avoir. Lafigure 2.25 résume les points importants et éstableaux 2.4 2.5 et 2.6donnent

les points importants du cahier de charges du systeme.
Pour la microcalorimétrie :

Tableau 2.4 Cahier de charge du microcalorimeétre

Cahier de charge Raison

Faible conductivité thermiquik Bonne sensibilité a la puissance en régime permanent
Faible chaleur spécifiquée Zone avec un régime transitoire la plus courte possible
Hautediffusivité thermique- a Zoneavec un régime transitoire la plus courte possible

Bonne sensibilité du transducteur Bonne sensibilité ane différence deéempérature
Pour avoir un régime transitoire court, la diffusivité thermique(a) doit étre la plus élevée

possible, ce qui impliqgue une conductivité thermique(k) la plus élevée possible. Cela est

contradictoire avec la sensibilité en régime permanent ou la conductivité thermiqueoit

13 Reproduit avec la permission de la ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY via Copyright Clearance Center,
3287140793865
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étre la plus faible possibe.) I AOO EI i OOAT O AA OB8AOOO0AO A,
conception a ce sujet.

Tableau 2.5 Cahier de charge du systeme SPR

Cahier de charge Raison Conséquence
Surface en métal noble tel que Phénomée SPR se produit  Obligation de
RS f Q2NJ seulement sur une surface de fonctionnaliser le
métal noble biorécepteur sur un métal
Compatible avec un systeme d Le phénoméne SPR doit étre Le systéme doit étre fait
couplage excité par une onde incidente dans matériaux
b £ QF ARS RQdzy optiguement compatible
couplage

Systéme suffisamment sensibl
LJ2 dzNJ dzy' S Y S & dzN
RQ! 5b

Pour le transport de masse

Tableau 2.6 Cahier de charge du systeme de transport de masse

Cahier de charge Raison Conséquence

Avoir un systéme de mélange Sans systéme de mélange, il y a Intégrer un systéme de
dzy’ NR &lj dzS A Y LJ2 M mélange actif basé sur
situation de limite de diffusionet RSa G SOKy 2§ :
ainsi changer la cinétique de acoustiquesde surface
bioreconnaissance ou de
diminuer le signal au

transducteur
Ne pas diminuer le signal ou Pour ne pas diminuer le taux de Il serait possiblee ne
injecter du bruit dans la signal subruit plus étre en mesure de

mesure des transductions réaliser une mesure
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Finalement le tableau 2.7 liste des risques possibles lors de la réalisation du systeme.

Tableau 2.7 Risques associés a la réalisation du systéme dont il devrait étre tenu compte dans la réalisation du

projet

Risque

Conséquence

Compatibilitédu procédé de
fabrication entre les deux
modalités

Interférence entre les mesure
(« crosgtalk »)

Possibilité de
fonctionnalisationdes deux
transducteurs de maniéere
identique

Utilisation de matériaux non
adaptés poutes deux
techniques

Interférence avec le systeme
de mélange

Difficulté au niveau de la fabrication et du rendement du
procédé

Diminution du taux de signal sur bruit des mesures

Changement du retement des interactions intermoléculaise
a l'interface et impossibilité d'en tirer une conclusion.

Difficulté avec le dispositif fin& &¥ectuer les deux mesures
de maniére simultanée

Injedion de chaleur de la part du systeme de mélangequi
NRA &ljdzS RQI LIJIJI2 NI SNJ Rdz 0 NXzA {
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Brin dGADN
_ (c-ADN)

Reconnaissance entre Cible Transfert de masse
deux brins dADN -~ 1 Limite de diffusion
complémentaires {Besoin d&n syst me de

Brin dGADN melange
(ss-ADN) {Utilisation des ondes

Sonde acoustiques de surface

\g pa < §wn }Biorécepteur

uCAL SPR Transducteur
Thermique Optique

Microcalorimétrie SPR ]
fModalité TModalité

- Mesure de puissance (nP) -hno

- Configuration fiCaractéristique

moléculaire - Sensible a la chaleur

fiCaractéristique - Sans marquage

- Faible conductivité
thermique (Zk)

- Faible chaleur
spécifique (Zc)

- Forte diffusivité
thermique (yh)

L J
Y
Couplage des deux systemes
Problemes fiCompatibilité du procédé de
- Compatibilité des procédés fabrication pour les deux
- Interférence entre les modalités
mesures (« cross-talk ») fimpact de la fonctionnalisation
- Faisabilité de la sur les transducteurs

fonctionnalisation
fCompatibilité des mesures
- excitation optique vs.
mesure de chaleur
- Utilisation de matériaux
potentiellement
incompatibles

Figure 2.25 Récapitulatif de systéeme complet avec les caractéristiques

LOART



CHAPITRE 3 MODELISATON DU CAPTEUR

Les choix technologiques qui furent faits seront explicités dans ce chapitre. Les différentes

parties du systéme qui vont étre abordées seront les suivantes

9, A ITTATTA AETTTCENOA AA 1 3EUAOEAAOQEIT AA

1 Le principe de bnctionnalisation pour la formation du biorécepteur,

1 Les choix technologiques pour la conception donicrocalorimetre,

1 Les choix technologiques pour la conception du systeme SBER

1 Les choix technologiques pour la conception du systeme actif de transport de

masse

Yyl AOO EIiI T OOAT O AB8AT Al UOGAO AAT O O1 bDOAIEAO
NOAT OEAZEAO 1 6EIi PAAO AAO AEI E@ OO0 1 A0 AEEAE C
OT A OOA AGAT OAI AT A AO OUOOiIii A AT iIPIAO OAOA b

3.1 ModeleAA T1BAEANGOIT AA 16!'$. AO OAO

, 6 AT Al UGA AARAO AAOAAOI OEOOE N OAybrioa&idaQIIADNA UT AT E |
comme modelebiologique pour la fonctionnalisationde surface du dispositifva permettre

de déterminer les performances quelevront avoir lestransducteurs des deux différentes

modalités du systeme couplé. En utilisant le modéle thermodynamique du plus proche

voisin développé par SantaLuci§36], ainsiqu'une modélisation a l'aide des équations de

Fresnel, il sera possible de déduire les changemenphysiques soit le dégagement de

chaleur et la puissance pour la calorimétrie ainsi que le changemeits ET AEAA AA O £
pour la résonance des plasmonge surface SPR pour une hybridation entre les brins

sondes du biorécepteur et les brinscibles du fluide biologique.

Pour les simulatons deux séquences différentes vont étre utiliséese tableau 3.1 montre

ces deux séquences d'ADN.
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Tableau 3.1 Séquences d'ADN utilisées lors de la modélisation

Nom Séquence Nombre de
nucléotides
AL 185 | 5-GCTAATCCAACGCGGGCCAAZBCCTT Sonde 25
5-AAGGATTGGC CCGCGTTGGA-BTAGC | Cible
AL 5-GTGAGCCCAGAGGCABGG Sonde 18
HPAla
5-CCCTGCCTCTGGGGBCAC Cible

3.1.1 Modélisation de I'hybridation pour la SPR
La mesure de I'hybridation par SPR peuse modéliser pour déterminer la réponse
attendue pour les différents états du systeme, soit ADN non hybridé et ADN hybridéa

figure 3.1 montre le systéeme SPR avant et aprés I'hybridation.

PBS PBS
f 5 §: ,§=’¢ Biorécepteur | | 4 & 4 & 4 & 4 Binrécgpi_eur
4 g % 4 85 nm 3 3 . . hybridé
& : r 5 ’ f f f f 5.7nm
Or 48 nm Oor 48 nm
3nm 3nm
Verre Verre
BK7 BK7

(@) (b)

Figure 3.1 Schéma utilisé pour la simulation de I'hybridation SPR et I'analyse calorimétrique

Pour effectuer lasimulation, un programmel4 utilisant la méthode Abeles pour résoudre
les équations de Fresnel pour un systéme a plusieurs infaces fut utilisé. Les parametres
pour les couches d’ADN sordonnéspar Elhadj etal. [95] pour un brin d’ADN de 27 mers
et ils sont résumeésau tableau 3.2. Les caractéristiques des métaux ont égrises dans le

«Handbook of optical constants of soli#496] .

14 Ce programme fut développé par Vincent Chabot et Pierrdean Zermatten
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Tableau 3.2 Paramétres physiques des différentes parties du modéle utilisé pour la simulation SPR (voir

figure 3.1)
Parametre Valeur Référence
Densité des sondes dN 9x10" molecule/cn? [95]
] (1.49 pmole/cm?2)
Epaisseur du film de sonde @N 6.5nm [95]
Indice de réfraction du film de sonde 1.455 + 2107 [95]
Epaisseur du film d'ADhybridé 5.7nm [95]
Indice de réfraction du film dBN hybridé 1.53 + 22104 i [95]
Or Voir les valeurs eannexe h  [97]
Chrome Voir les valeurs eannexeh [96]
PBS 1.334
——ds_DNA —ds_DNA

1.0 ——ss_DNA| —ss _DNA|

0.9 /

0.8+
= 0.7
é’ 0.6
@
S o054
8 o04]
& 03]

0.2+

i 76.2
2; 75.65\ /
60 65 70 75 80 85 90 90
Angle (deg) Longueurd 6 onde
(a) (b)

Figure 3.2 Résultat de la simulation de la résonance SPR pour I'ADN lorsqu'il y a seulement les sondes (courbe
noire , figure 3.1 a)) et une fois que I'hybridation entre les sondes et les cibles ont eu lieu (courbe rouge, figure
3.1 b)). La courbe en a) représente le changement de résonance SPR lorsque la modulation en angle est

utilisée et la courbe en b) représente le changement lorsque la modulation par longueur d'onde est utilisée
Lors d'une hybridation dADNO OO OO A Q16 char@emarnd de@ouplage SPR sa
répercuter par un changement de l'ordre de 0.5° (excitation a 63%Bm) pour une
modulation en angle et d'environ 5nm pour une modulation en longueur d'onde avec un
angle d'attaque de 75°tel que montré a lafigure 3.2. Ce changement correspond a une

sensibilité de 10* RIUS. Les appareils de mesure SPR peuvent arriver aisément a des

15 « Refractive Index Units



























































































































































































































































































































































































































