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Introduction générale

En France, un test de grossesse peut étre obtenu en pharmacie, sans ordonnance, pour quelques
euros (F1a. [I & gauche). Cet outil d’auto-diagnostic permet & une femme de déterminer si elle est
enceinte ; il repose généralement sur le dosage de I’hormone chorionique gonadotrope (hCG). Ce
systéeme miniaturisé analyse en quelques minutes un échantillon brut, I'urine, et propose une lecture
simple du résultat : symboles +/—, barres colorées ou affichage de texte. Ce test jetable, rapide,
peu coliteux, de manipulation simple, est annoncé fiable & plus de 99% par les fabricants.

Moins répandus, les systemes d’automesure de la glycémie sont utilisés par les diabétiques pour
controler leur niveau de glucose dans le sang (FI1G. [l & droite). Un autopiqueur permet d’obtenir
une goutte de quelques microlitres, déposée sur une bande de test, couplée au systeme de mesure.
En quelques secondes, le taux de glucose est affiché sur ’écran numérique. Le dispositif de mesure
est disponible a partir de douze euros; les bandes jetables cotitent environ soixante-dix centimes
d’euro I'unité et sont vendues par paquets.

F1G. 1 — Exemples de « mini-laboratoires » d’utilisation courante : a gauche, un test de grossesse;
a droite, un dispositif d’automesure de la glycémie.

Ces mini-laboratoires, ou laboratoires sur puce, sont des dispositifs miniaturisés d’analyse bio-
logique. D’utilisation simple, basés sur des échantillons bruts, ne demandant pas de préparation
préliminaire, ils sont destinés a des non-spécialistes. Ils fournissent rapidement, pour un cout raison-
nable, un résultat fiable et immédiatement exploitable. Les marchés ciblés par ce type de dispositifs
d’analyse sont multiples; ainsi, un test de potabilité de 1'eau, accessoire des randonneurs de pays
industrialisés, peut s’avérer extréemement utile aux populations des pays en développement.

De nombreux efforts sont actuellement faits pour développer des systemes similaires ; le principal
domaine d’application est celui de la recherche en biologie et santé. Ces dispositifs permettent par
exemple la manipulation d’objets tels que les protéines ou les cellules. La recherche pharmaceutique
est également tres intéressée par des outils miniaturisés de criblage haut-débit. Ces systemes de



10 INTRODUCTION GENERALE

poche autorisent aussi un diagnostic rapide sur site, notamment dans des pays ne disposant pas
d’instruments hospitaliers modernes.

Les travaux présentés dans ce document s’inserent dans le cadre général des laboratoires sur
puce. Ils concernent plus précisément 1’étude de I'intégration, dans de tels systemes, d'un polymere
aux propriétés originales, le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM). Le premier chapitre présente
les enjeux des laboratoires sur puce, les microsystemes fluidiques et le PNIPAM de fagon approfondie.
Le deuxieme chapitre est dédié au développement d'une technologie d’intégration du PNIPAM dans
des systemes miniaturisés. Le troisieme et dernier chapitre est consacré a deux applications de cette
technologie pour les dispositifs d’analyse.



Chapitre 1

Enjeux des laboratoires sur puce et
problématiques

“If I have seen further, it is by standing on the shoul-
ders of giants.”
Isaac Newton, Lettre a Robert Hooke, 5 février 1676.

1.1 Introduction

Biosanté. Le séquengage du génome humain a été le résultat d’une collaboration scientifique
mondiale impliquant des dizaines de partenaires publics et privés; ce défi a notamment pu étre
accompli grace au perfectionnement des outils d’analyse et a I'automatisation des manipulations.
La publication de la séquence du génome humain n’a cependant pas marqué la fin du criblage
haut-débit : 'ere « post-génomique » est caractérisée par une complexification des systemes étudiés.
La génomique a laissé la place a la transcriptomique, la protéomique [I], la métabolomique, la
cellomiqudT| [2, 3, @] et aux autres sciences en « -omique » (-omics), qui sont les nouveaux défis de
la biologie moléculaire [5]. Les besoins de ces domaines plus complexes rejoignent cependant ceux
de la génomique : criblage haut débit, processus automatisés, analyses chimiques performantes, etc.
Outre la compréhension des phénomenes fondamentaux en biologie systémique, une large part de
ces recherches est dédiée a la recherche de nouveaux traitements et au diagnostic.

Diagnostic et miniaturisation. Le traitement intervient une fois que la maladie a été identifiée.
La tendance actuelle est a la miniaturisation des dispositifs de diagnostic, de facon a les rendre
portables, rapides, jetables et autonomes. La notion sous-jacente est celle de diagnostic en « point
de service »(point-of-care testing, POCT), c’est a dire le plus pres possible du patient. Une fois
I’analyse effectuée, le patient peut éventuellement transmettre automatiquement les résultats a
son médecin par le réseau informatique. Le développement de dispositifs de diagnostic jetables et
faciles d’utilisation n’a pas pour seul objectif de faciliter la vie des patients; une autre priorité est
I’amélioration des soins dans les pays qui ne disposent pas des équipements de diagnostic cotiteux des

ILe transcriptome est ’ensemble des ARN messagers produits dans une cellule ou une population de cellules; le
protéome est I’ensemble des protéines exprimées par un génome ; le métabolome est ’ensemble des petits métabolites
(tels que les hormones) d’un échantillon biologique ; le cellome est I’ensemble des cellules d’un organisme et de leurs
composants.

11



12 CHAPITRE 1. ENJEUX DES LABORATOIRES SUR PUCE

pays les plus riches [6]. La miniaturisation des systémes pour le vivant a fait converger les biologistes,
chimistes, physiciens et technologues vers 1’échelle commune du micro- et nanometre [7), [8, O] ;
nos recherches se situent précisément a cette interface. Dans ce chapitre, j’esquisse tout d’abord
un panorama des développements effectués dans le domaine des microsystemes pour le vivant;
j’aborde les particularités de la réduction des dimensions, notamment en fluidique, avant de présenter
en détail le concept de laboratoire sur puce. Dans une deuxieme partie, je dresse un état des
connaissances actuelles sur le polymere « intelligent » dont I'intégration est le sujet de nos travaux.

1.2 Panorama des microsystéemes pour le vivant

1.2.1 Reéduction des dimensions
1.2.1.1 Intéréts de la miniaturisation

Economie de réactifs et de temps. Les potentialités des dispositifs d’analyse miniaturisés
sont généralement présentées dans la littérature comme une petite révolution [10} 1], 12], 13]. Des
dispositifs miniaturisés impliquent des volumes plus faibles, des distances plus courtes. Ainsi, on
n’utilise que de faibles volumes d’échantillons et de réactifs, qui peuvent étre rares ou couteux [14].
LION et al. passent en revue les implications de la miniaturisation dans le cadre de ’analyse des
protéines ; ils proposent trois principaux indicateurs visant a déterminer si un dispositif miniaturisé
est plus avantageux : les performances, la quantité d’échantillon nécessaire et le temps d’analyse [15] ;
la miniaturisation n’est d’ailleurs pas obligatoirement la meilleure solution dans tous les cas.

Gain en performances. Dans les analyses de séparation, la théorie prévoit une plus grande
efficacité [10], notamment en électrophorese capillaire [I1]. Des canaux miniaturisés réduisent les
distances de diffusions moléculaire et thermique. Le temps de diffusion sur une distance d varie
comme 'inverse du carré de la distance (1/d?) : §’il faut 17 minutes a une espece pour diffuser sur
1 mm, il ne lui faut que 100 ms pour diffuser sur 10 um [16] ; en réduisant le libre parcours moyen
des especes, on favorise également les réactions [13]. A titre d’exemple, 'analyse d’un échantillon de
sérum humain par chromatographie liquide et spectrométrie de masse a été réalisée en puce et en
capillaire par HORVATOVICH et al. : le dispositif sur puce a une résolution double pour un volume
d’échantillon consommé trente fois inférieur [17].

Intégration sur puce et diminution des cotits. La miniaturisation des systemes d’analyse vise
également le regroupement de plusieurs fonctions sur le méme support, voire des chaines completes
d’analyse (§ . En regroupant les fonctions, la connectique est simplifiée, les canaux sont
réduits et les volumes morts minimisés. Les systemes fabriqués, en étant miniaturisés, sont beaucoup
plus portables ; cette caractéristique est particulierement intéressante, que ce soit pour le diagnostic
a domicile ou les urgences sanitaires a grande échelle, dans des zones avec peu d’infrastructures
médicales [6]. Par ailleurs, I'intégration de systémes miniaturisés d’analyse sur puce permet de
profiter des mémes avantages que la fabrication en masse de la micro-électronique (very large scale
integration, VLSI) : la fabrication & grande échelle assure une excellente reproductibilité et des
cotuts limités. La reproductibilité est nécessaire a 'utilisation de dispositifs de facon hautement
parallélisée pour du criblage haut-débit [18]. La baisse des couts de fabrication permet d’envisager
des dispositifs jetables, a utilisation unique, supprimant par la méme occasion les problemes de
contamination croisée.
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1.2.1.2 Défis et verrous

Réduction d’échelle. La miniaturisation des systemes d’analyse chimique et biologique est por-
teuse d’autant de potentialités d’applications que de défis technologiques et scientifiques a relever.
En effet, la réduction d’échelle (downscaling) rend nécessaire la prise en compte de nombreux ef-
fets physiques et chimiques lors de la conception. Il ne suffit pas de réduire homothétiquement les
dimensions des dispositifs macroscopiques [13]. Il est également important de se poser la question
de l'influence de la réduction des dimensions sur les différents modes de détection chimique et
biologique [19].

Prépondérance des surfaces. La miniaturisation des dispositifs d’analyse entraine une forte
augmentation du rapport surface-sur-volume. Elle favorise par exemple ’adsorption des analytes
sur les parois [20] et I’évaporation des liquides, en particuliers des gouttes [19] ; dans le domaine des
biopuces, le glycérol est utilisé pour limiter cet effet. L'influence des surfaces devient prépondérante ;
il est nécessaire de controler précisément les divers phénomenes physiques et chimiques qui s’y
déroulent. La fonctionnalisation chimique de surface a donc une importance cruciale dans la minia-
turisation des systemes d’analyse.

Fluidique. La miniaturisation permet de réduire le temps de diffusion, mais elle entraine également
des écoulements laminaires qui ne favorisent pas le mélange (§ . Il est donc nécessaire de
développer de nouvelles approches pour mélanger les fluides dans les microsystemes. La connexion
du microsysteme avec le monde extérieur est également un défi que je détaillerai plus loin. La
« barriere du microlitre » correspond a l’ensemble des problemes engendrés par la dispense et la
manipulation de volumes de liquides inférieurs au microlitre [I8|, 211, 22].

1.2.1.3 Interdisciplinarité

Perspective historique. Interdisciplinarité et recherche scientifique ont longtemps été liées. Aris-
tote est a l'origine des principales subdivisions de la connaissance ; non seulement il étudie I’ensemble
des disciplines possibles, mais il y participe activement et influence notablement la plupart d’entre
elles [23]. D’autres polymathes marquent ’histoire de la connaissance : Léonard de Vinci, Galilée,
Thomas Young, etc. Ces « hommes d’esprit universels » étudient et excellent dans plusieurs disci-
plines différentes. Cependant, avec 1’évolution des sciences et des techniques, la somme des connais-
sances augmente de facon telle que les scientifiques sont de moins en moins capables de maitriser
autant de domaines de compétences. Au XX° siecle, l'interdisciplinarité n’est plus que rarement
présente dans la recherche scientifique. On ne rencontre alors le concept de fagon réguliere que dans
le domaine de la santé, ou il fait généralement référence aux différentes spécialisations [24) 25]. La
miniaturisation des dispositifs d’analyse a cependant, des les années 1990, incité au rapprochement
des biologistes, chimistes, physiciens et technologues [7].

Terminologie. On entend parfois les termes de multidisciplinarité ou pluridisciplinarité ; ces no-
tions ne sont pas équivalentes a 'interdisciplinarité. Multi et pluri signifient que plusieurs disciplines
sont mises en jeu ; par exemple, le cursus primaire, college et lycée est tres pluridisciplinaire : de nom-
breuses disciplines différentes y sont étudiées. En revanche, interdisciplinaire indique que plusieurs
disciplines sont abordées ensemble. L’interdisciplinarité fait intervenir des disciplines différentes sur
la méme problématique, avec des angles d’approche différents.
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Interdisciplinarité a I’échelle micro et nano. La taille typique d’une cellule est 10 um;
une chaine d’ADN mesure quelques nanometres de large : il est naturel que biologie et micro-
nanotechnologies aient convergé (F1aG. . Les physiciens et chimistes peuvent ainsi aider les bio-
logistes a réaliser de nouveaux outils d’analyse et de manipulation d’échantillons; réciproquement,
les scientifiques peuvent s’inpirer de 1’étude des systemes biologiques micro- et nanométriques pour
améliorer ou créer de nouveaux dispositifs [26] ; la nature est encore un bien meilleur nano-architecte
que ’homme, notamment en ce qui concerne les systemes auto-assemblés [27]. Le travail de recherche
interdisciplinaire n’est pas facile ; les intervenants, physiciens, technologues, chimistes et biologistes,
utilisent notamment des vocabulaires tres différents. Les structures administratives existantes ne
favorisent pas non plus l'interdisciplinarité, du moins en France; peu d’efforts sont d’ailleurs faits
en ce sens, malgré les promesses et les réformes des responsables politiques [28]. Ce sont donc les
chercheurs qui doivent prendre l'initiative, malgré les obstacles institutionnels, administratifs et
budgétaires, de la collaboration interdisciplinaire. C’est grace a cette volonté d’interdisciplinarité
qu’ont pu étre développés les microsystemes pour la biologie et la santé, en particulier les systemes
microfluidiques et les laboratoires sur puce.
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1.2.2 De la microfluidique aux laboratoires sur puce
1.2.2.1 Introduction a la microfluidique

Définition. G.M. WHITESIDES définit la microfluidique comme « la science et la technologie des
systémes qui manipulent de petits volumes de fluides (1072 & 10718 litres), en utilisant des canaux
de quelques dizaines de micrometres » [29]. Selon P. TABELING, « on peut définir la microfluidique
comme [une discipline] portant sur les écoulements de fluides simples ou complexes, mono ou multi-
phasiques, dans des microsystemes artificiels, ¢’est-a-dire fabriqués a I'aide des nouvelles technolo-
giesEl » [30]. La premiere définition fait bien apparaitre la dualité de la microfluidique : en tant que
science, elle englobe I'étude des phénomenes et la physique des fluides a 1’échelle micrométrique ; en
tant que technologie, elle contient également une dimension applicative. Cependant, la définition de
WHITESIDES fait porter le préfixe micro sur la dimension de canauxEl; or, certains systeémes micro-
fluidiques, par exemple les dispositifs d’électromouillage sur diélectrique, fonctionnent en gouttes,
sans canaux [31, B32]. TABELING donne quant & lui une définition d’ingénieur qui, comme il le
souligne lui-méme, exclut ’ensemble des systemes microfluidiques naturels, tels que les capillaires
sanguins ou le transport de seve dans les plantes (F1G. . Je préfere définir la microfluidique de
facon plus large, comme la science et la technologie des systéemes manipulant des fluides et dont au
moins 'une des dimensions caractéristiques est de 1’ordre du micrometre.

Fic. 1.2 — Exemple de réseau microfluidique naturel : structure veineuse d’une feuille d’érable. Le
reste de la feuille a été dissout par gravure pour ne conserver que les veines.

2TABELING précise qu’il entend essentiellement par « nouvelles technologies » les technologies de microfabrication
héritées de la micro-électronique.

3Ce préfixe ne concerne pas les volumes de fluides qui, dans la définition de WHITESIDES, sont compris entre le
nanolitre et 'attolitre.
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Ecoulements des fluides & ’échelle micro- et nanométrique. Aux petites dimensions, les
phénomenes physiques macroscopiques ne subissent pas seulement une diminution linéaire de leurs
effets. Certains phénomenes négligeables deviennent prépondérants, comme la capillarité ; inverse-
ment, d’autres forces telles que la gravité deviennent négligeables [33]. L’utilisation de grandeurs
sans dimension permet d’appréhender plus facilement les caractéristiques d’un systeme microflui-
dique [34]. La plus répandue est probablement le nombre de Reynolds Re, proposé en 1883 [35],
qui caractérise le rapport entre les forces d’inertie et les forces de viscosité (EQ. . Les systemes
microfluidiques sont généralement caractérisés par un petit nombre de Reynolds : les forces de vis-
cosité sont prépondérantes. Ce comportement se traduit par des flux laminaires. On peut également
citer le nombre de Péclet Pe, liant convection et diffusion, et le nombre de Knudsen Kn, permettant
de classifier les milieux continus. SQUIRES et QUAKE décrivent en détail la physique et les nombres
adimensionnels & I’échelle du nanolitre [34].

Re= 2V _ LV (11)
n v
Avec :
— p la masse volumique du fluide (kg.m™3);
¢ la taille caractéristique du systeme (m);
V une vitesse caractéristique (m.s™1);
n la viscosité dynamique du fluide (kg.m~'.s7', Pa.s, ou Pl);
— v la viscosité cinématique du fluide (m?.s71).

Développement. La microfluidique est un domaine de recherche particulierement dynamique,
comme en témoigne une rapide analyse de la production scientifique mondialeﬂ (F1G. . WHITE-
SIDES relie ce dynamisme a quatre thématiques principalesﬂ : la chimie analytique, la biodéfense, la
biologie moléculaire et la micro-électronique [29] ; tout d’abord, le succes des méthodes analytiques
au format capillaire (chromatographie liquide & haute performance, électrophorese) a conduit a
miniaturiser davantage les dispositifs, afin d’améliorer la sensibilité et la résolution des analyses.
Le développement de la microfluidique a également été abondamment subventionné par les agences
militaires, afin de répondre au risque des armes chimiques et biologiques. Par ailleurs, la course
au séquencage du génome humain, rapidement suivi par le protéome et le métabolome, a rendu
nécessaire le developpement d’outils d’analyse haut débit hautement parallélisables. Enfin, la mi-
crofluidique a largement profité des technologies de microfabrication, développées a l'origine pour
la micro-électronique et les microsystemes. On peut néanmoins s’étonner du fait que, malgré ces
facteurs et ce dynamisme, la microfluidique n’ait pas encore envahi notre quotidien, en particulier
dans le domaine de la santé. La raison principale que je vois a cette latence est que la microfluidique
reste une discipline relativement jeune; de treés nombreux dispositifs ont été développés, enrichis-
sant d’autant la boite a outils microfluidique. Cependant, le probleme reste leur intégration, leur
assemblage cohérent et la possibilité d’utilisation du dispositif final par une personne non avertie.
En ce sens, les tests de grossesse jetables, bien que plus simples, sont un exemple a suivre [37]. Je
suis cependant confiant dans I'avenir de la microfluidique, qui a d’ailleurs été choisi en 2001 par la

4Recherche effectuée le 12 juin 2008 sur le mot-clef microfluidics dans la base de données CAplus avec 'outil
SciFinder Scholar. Il faut garder a l'esprit que cette base de données est principalement orientée sur le domaine de la
chimie et la santé; le compte total des publications concernant la microfluidique est donc probablement encore plus
élevé.

5A. van den BERG attribue le développement de la microfluidique aux mémes « origines », mais ne cite pas
Iimpulsion donnée par la recherche en biodéfense [30].
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Technology Review du M.I.T. comme 'une des « dix technologies émergentes qui vont changer le
monde » [38].
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FIG. 1.3 — Evolution annuelle du nombre de références indexées dans CAS concernant la microflui-
dique. L’axe des ordonnées utilise une échelle logarithmique.

Fonctions de base. La technologie microfluidique comporte plusieurs facettes ne se limitant
pas a « I’écoulement des fluides ». On peut identifier plusieurs composantes d’un systeme mi-
crofluidique : les zones d’écoulement, les dispositifs d’actionnement et l'interface avec le monde
extérieur. Les zones d’écoulement sont généralement des microcanaux fabriqués en technologie po-
lymere [39, 40]. Les techniques de micro-électronique fournissent de nombreuses technologies d’usi-
nage de volume et de surface; d’autres technologies, telles que le laminage de films secs, ont été
développées plus spécifiquement pour les systemes microfluidiques [41]. La géométrie et le design
des zones d’écoulement est également a prendre en compte : canaux droits simples, en forme de
T [42] ou méme biomimétiques [26]. Une autre fonction microfluidique de base est I’actionnement
des fluides [43] : ce terme recouvre I'injection, le déplacement controlé et les différentes opérations
effectuées sur le fluide, comme le mélange. Ces fonctions sont implémentées par une variété de
composants microfluidiques élémentaires : pompes [44], 45, [46], valves [47, [4§], mélangeurs [49]. Le
dernier aspect de la technologie microfluidique, et non le moindre, est la connexion entre le systeme
micrométrique et le monde extérieur [30, 50]. La connectique entre le systéeme microfluidique et le
macromonde s’apparente a de la microplomberie ; il s’agit de développer des interfaces, si possible
standardisées [51], entre des systemes d’échelles tres différentes. Tous ces aspects ne recouvrent que
les fonctions de base, que 'on rencontre généralement dans tout systeme microfluidique ; d’autres
fonctions plus évoluées sont souvent ajoutées.
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Eléments magnétiques et optiques intégrés. En plus des fonctions de base, la boite a outils
du technologue en microfluidique est riche de nombreux éléments, notamment magnétiques et op-
tiques. Les bobines et autres éléments magnétiques ont été intégrés a 1’échelle micrométrique lors du
développement des microsystemes électromécaniques (micro-electromechanical systems, MEMS) [52] ;
I’application la plus connue de MEMS magnétiques est probablement les tétes d’enregistrement pour
disques durs, fonctionnant sur le principe de la magnétorésistance géante. En microfluidique, les
¢éléments magnétiques servent principalement a la manipulation d’échantillons : pompes, valves,
mélangeurs, triage, séparation, etc. [53] Les particules magnétiques (notamment les billes) sont
particulierement utilisées comme support solide pour les tests biologiques [54]. Plus rarement,
des fonctions magnétiques peuvent servir a la détection; TRUMBULL et al. ont ainsi intégré sur
puce un systeme de résonance magnétique nucléaire [55]. A Dinverse, les composants optiques sont
généralement utilisés pour la détection et plus rarement pour la manipulation d’échantillons [56, 57,
58] ; 'une des possibilités pour la détection intégrée est le couplage avec une fibre optique [59] 60].
Pour finir, on peut remarquer que, parfois, les roles sont inversés : la microfluidique se met au
service de l'optique; PSALTIS et al. ont ainsi détaillé différentes applications d’« optofluidique »,
faisant ainsi référence aux systemes optiques controlés par des composants microfluidiques [61] ; les
fibres optiques microfluidiques ont d’ailleurs été mises en avant en 2004 par la Technology Review
du M.I.T. comme 'une des « dix technologies émergentes qui vont changer le monde » [62].

1.2.2.2 Microfluidique pour le vivant : yTAS et laboratoires sur puces

Historique et définitions. L’analyse du vivant regroupe trois des quatre raisons majeures,
évoquées précédemment, ayant entrainé le développement de la microfluidique; il est donc na-
turel qu’elle représente une large part des applications. On considere généralement que le premier
dispositif microfluidique d’analyse est celui développé par TERRY et al.; ceux-ci réalisent en 1979
un systeme miniaturisé d’analyse de gaz par chromatographie sur un substrat de silicium [63]. IIs
réduisent les dimensions du dispositif de trois ordres de grandeur, tout en intégrant une colonne
de séparation d’1,5 m de long, capable de séparer des mélanges gazeux hydrocarbonés en moins
de dix secondes. Ce travail est tellement novateur qu’il faut attendre dix ans pour voir émerger
des travaux analogues et la rationalisation du concept : MANZ et al. proposent en 1990 la notion
de « systemes miniaturisés d’analyse chimique compléteﬁ » (miniaturized total chemical analysis
systems), plus tard abrégé en « microTAS » (micro total analysis systems) [10]. Ce terme regroupe
les systemes miniaturisés, possédant généralement une dimension micrométrique, qui integrent la
séquence complete d’analyse d’un échantillon brut jusqu’a la lecture du résultat. Le concept de
« laboratoire sur puce » (lab-on-a-chip, LOC), plus général, a émergé plus tard, quand il s’est avéré
que les technologies de microTAS avaient d’autres applications que I’analyse chimique. La notion de
laboratoire sur puce est moins restrictive que celle de microTAS : un laboratoire sur puce ne contient
pas nécessairement l'intégralité de la chaine d’analyse, alors que c’est la définition d'un microTAS;
les laboratoires sur puce de syntheése chimique ne sont par exemple pas des microTAs [64]. On peut
définir un laboratoire sur puce comme un dispositif intégré rassemblant, sur un substrat miniaturisé,
une ou plusieurs fonctions de laboratoire.

Débuts. Les premiers travaux des années 1990 consistent en la miniaturisation de dispositifs
d’analyse chimique. MANZ et al. utilisent des techniques de photolithographie, d’oxydation et de
gravure pour réaliser des puces d’électrophorese capillaire sur silicium [I1]. L’application de plus
fortes tensions, nécessaire pour rendre ’analyse plus rapide et performante, incite rapidement a se

6Je préfere cette traduction & celle, souvent rencontrée, d’« analyse totale ». Cette derniere, sans réellement étre
un barbarisme, me semble toutefois moins adaptée.
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tourner vers le verre. HARRISON et al. développent ce concept en réalisant, sur une puce en verre,
un systeme intégré d’électrophorese capillaire, comprenant des pompes électro-osmotiques [65], 66].
Ces travaux novateurs démontrent a I’époque les potentialités des systemes d’analyse miniaturisés ;
de nombreuses équipes de recherche décident alors de développer de tels dispositifs, entrainant de
nombreuses avancées technologiques [16].

Développement récent. Les travaux sur les laboratoires sur puce et les microTAS ont rapi-
dement trouvé leur place. Des journaux comme Electrophoresis ou Analytical Chemistry les ont
accueilli a bras ouverts. La conférence internationale annuelle microTAS (International conference
on miniaturized systems for chemistry and life sciences) existe depuis 1994 [36] ; le journal Lab on
a Chip, publié par Rsc Publishing, a été créé en 2001. Les travaux récents dans le domaine des
laboratoires sur puce et des microsystemes d’analyse complete font régulierement 1’objet de revues
de la littérature [12], (67, 68]. L’objectif n’est donc pas ici de réaliser une analyse exhaustive de ces
travaux; il est plutot de proposer un panorama général et représentatif. Le lecteur, s’il souhaite
approfondir ces notions, pourra se rapporter aux références, en prétant un intérét particulier aux
revues de la littérature, signalées dans la bibliographie par la mention [Revue].

Applications. La chimie analytique et la biologie moléculaire ont fortement participé au dévelop-
pement de la microfluidique et des laboratoires sur puce. La majorité des applications releve donc de
ces domaines. En 2002, AUROUX et al. en proposent une revue assez complete, en particulier concer-
nant les opérations standard d’analyse chimique [69]. Des laboratoires sur puce sont actuellement
développés pour I'étude de la plupart des molécules et macromolécules biologiques : ADN [70, [71],
protéines et peptides [72], [73], cellules [3] [74], anticorps et antigeénes |42} [75], sucres [76], [77]. Les
applications visées en recherche et développement sont le diagnostic clinique (grippe aviaire [78],
cancer [79]), notamment en « point de service », et la recherche pharmaceutique [80] : les tech-
niques miniaturisées permettent de réaliser des criblages parallélisés haut débit pour la découverte
de médicament. Les techniques de surveillance biomédicale en point de service sont également
généralisées a 'analyse alimentaire et environnementale, afin de controler la qualité de la nourriture
ou la pollution des cours d’eau [8I]. Par ailleurs, une part non négligeable des financements de
recherche sur les laboratoires sur puce provient des fonds alloués a la lutte contre le bioterrorisme ;
on voit par exemple apparaitre des dispositifs de détection du gaz Sarin dans le sang [82]. Les
Sandia National Laboratories jouent un role important dans le domaine de la biodéfense. Pour finir,
les laboratoires sur puce ne sont pas limités a l’analyse biologique; ils peuvent également servir
de réacteurs chimiques. Les dimensions réduites des systemes microfluidiques permettent en effet
un meilleur controle et une meilleure détection des réactions chimiques, notamment du mélange de
réactifs [64) [’83].

Protéomique. La recherche protéomique est un domaine de recherche post-génomique tres actif;
de nombreux travaux menés en microfluidique et sur les laboratoires sur puce sont liés a ’analyse
des protéines et de leurs fonctions [73], 84, [85] [86]. La miniaturisation de l’analyse protéomique est
motivée par le gain de performance du « triangle analytique » présenté plus haut [15] (p. . FREIRE
et al. identifient quatre fonctions majeures indispensables a la protéomique sur puce : le traitement
chimique, la préconcentration et le nettoyage, les séparations chimiques et les interfaces avec la
spectrométrie de masse (pour analyse) [87]. Ils rappellent eux aussi 'importance (et la difficulté) de
développer les différents modules et de les intégrer sur un méme support. Les opérations typiques
réalisées sur puce sont la séparation rapide et 'analyse de digests de protéines [88]; des résultats
tres encourageants sont obtenus, notamment par LI et al. : cette équipe a développé une réelle
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plate-forme protéomique d’analyse SPE-CE-MY'| de digests de protéines; la plate-forme, équipée
d’une dispense d’échantillons automatisée, est capable de traiter douze échantillons par heure [89].

Laboratoires sur puce commercialisés. Malgré les nombreux efforts des laboratoires de re-
cherche, les laboratoires sur puce ayant atteint la maturité nécessaire a leur commercialisation sont
rares. STMicroelectronics (http://www.st.com) a développé une plate-forme générique, baptisée
In-Check, basée sur une puce en siliciumﬂ Elle inclut toutes les fonctions nécessaires a l’identifi-
cation de séquences données d’oligonucléotides, y compris la PCR et une biopuce intégrée. ST a
ensuite travaillé avec plusieurs laboratoires spécialisés pour développer des applications particulieres
basées sur In-Check. Ainsi, ST et la société finlandaise Mobidiag ont lancé en septembre 2005 un la-
boratoire sur puce pour le diagnostic rapide de bactéries a 1’origine de la septicémieﬂ En mars 2008,
ST annonce la commercialisation d’une nouvelle application, réalisée en collaboration avec Veredus
LaboratoriesF_UI. La puce, nommée « VereFlu », a pour objectif le diagnostic rapide de la grippe (flu)
en point de service ; elle permet de détecter les principaux types de grippe, y compris la souche H5N1
de la grippe aviaire, en un seul test. La société Agilent Technologies (http://www.agilent.com),
quant a elle, a développé un systeme d’identification de protéines, couplant une puce de chroma-
tographie liquide haute performance & un spectrometre de masse (HPLC-Chip/ MS)B La puce
microfluidique a la dimension d’une lame de microscope et integre un colonne de préconcentration,
une colonne analytique et une pointe d’électronébulisation?]

1.2.2.3 Intégration des briques technologiques en microTAS

Briques technologiques. Les laboratoires sur puce destinés a ’analyse biologique sont des as-
semblages de briques technologiques pouvant étre classées en familles, dont principalement : la
préparation d’échantillon (pouvant inclure la concentration), la manipulation (des fluides et des
analytes, y compris le mélange), la réaction (avec divers réactifs chimiques ou biologiques), la
séparation chimique (chromatographie, électrophorese) et la détection (fluorescence, spectrométrie
de masse). Le principal défi consiste en 1’assemblage final de ces briques technologiques de fagon
homogend™] De nombreux efforts ont ainsi été faits afin d’intégrer les dispositifs de détection sur
puce : la détection représente une étape incontournable et critique dans tout dispositif d’analyse. Les
trois techniques principales de détection utilisées dans les laboratoires sur puce sont les méthodes
optiques, électrochimiques et d’analyse de masse [56], 91]. Les deux premieres peuvent étre intégrées
dans les microsystemes, a I'instar des lasers a cavité verticale émettant par la surface (vertical cavity
surface emitting lasers, VCSEL) développés par THRUSH et al. [92]. Les spectrometres de masse,
quant a eux, ne peuvent pas étre intégrés sur puces; c’est donc principalement l'interfacage qui a
fait 'objet de développements.

"Solid-phase extraction, capillary electrophoresis and mass spectrometry : extraction en phase solide, séparation
en électrophorese capillaire et analyse par spectrométrie de masse.

8http://www.st.com/stonline/products/technologies/labonchip/technolo.htm

9nttp://www.st.com/stonline/press/news/year2005/fra/t1695ffra.htm

Ohttp://www.st.com/stonline/stappl/cms/press/news/year2008/t2277 .htm

11h‘ttp ://www.chem.agilent.com/EN-US/PRODUCTS/INSTRUMENTS/MS/HPLC-CHIPMSPROTEINIDENTIFICATIONSOLUTION/
Pages/default.aspx

Vidéo de présentation : http://www.chem.agilent.com/en-us/products/instruments/lc/
1200serieshplc-chipmssystem/pages/gp15389.aspx

¥Des assemblages complexes ne sont pas toujours nécessaires : JACOBSON et al. ont par exemple réalisé, sur une
puce simple en forme de croix, la séparation électrophorétique d’un échantillon binaire en moins d’une milliseconde ;
cela représente un gain de deux ordres de grandeur par rapport & la méme opération en capillaires [90].
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Intégration. MINC et VIOVY distinguent l'intégration spatiale, au sens de l'intégration a tres
grande échelle rencontrée en micro-électronique (very large scale integration, VLSI), et '« intégration
Verticalﬂ », c’est a dire le regroupement de fonctionnalités différentes [93]. Les puces réalisées par
QUAKE et son équipe, contenant des milliers de valves miniaturisées fonctionnant en parallele,
appartiennent par exemple a la premiere catégorie [47). A Theure actuelle, beaucoup de briques
technologiques de base ont été développées; cependant, ’assemblage de dispositifs completement
intégrés est lent; plusieurs dispositifs « réellement microTAS » ont néanmoins été présentés ces
dernieres années.

MicroTAS d’analyse génomique. LIU et al. ont développé une puce complétement intégrée et
automatisée comprenant mélangeurs, valves, pompes, canaux, chambres et une biopuce a ADN [94].
Ce dispositif permet d’effectuer toutes les étapes, de la préparation d’échantillon brut a la détection
électrochimique, en passant par la PCR. La puce doit néanmoins étre insérée dans un instrument
fournissant 1’énergie électrique, I'interface de lecture, un élément Peltier et un aimant permanent ;
ces fonctions sont cependant, a défaut d’etre embarquées dans la puce, assez légeres pour assurer
la portabilité de I'instrument. La puce est suffisamment bas-cott pour étre jetable : cela permet
a la fois de s’affranchir de tout probleme de contamination croisée et de simplifier son design, par
exemple en utilisant des valves en paraffine a usage unique. L’analyse totale dure moins de trois
heures (dont 90 min de PCR et une heure d’hybridation ADN).

MicroTAS d’analyse protéomique. L’analyse protéomique est plus difficile a miniaturiser dans
son intégralité, car elle comprend souvent une étape finale d’analyse utilisant un gros instrument.
TRUMBULL et al. sont toutefois parvenus a réaliser un véritable microTAs d’analyse protéomique
en intégrant, sur une puce microfluidique, un dispositif d’électrophorese capillaire couplé a une
détection par résonance magnétique nucléaire intégrée [55]. Bien qu'il ait fallu faire des compromis
en terme de sensibilité, ces travaux restent 'un des meilleurs exemples de preuve de concept des
microTAS pour la protéomique. D’autres résultats, tels que ceux de MOON et al., méritent également
d’étre soulignés. Ces derniers ont réalisé une puce utilisant une technique microfluidique discrete
(électromouillage sur diélectrique) [95] ; la puce permet d’effectuer la préparation d’échantillon et
le mélange avec les réactifs. Les données sont ensuite collectées par un spectrometre de masse.

Compatibilité et connectivité. L’assemblage des briques technologiques ne doit pas faire ou-
blier que le dispositif final doit étre connecté au monde extérieur [96]. Les systemes microfluidiques
basés sur la centrifugation cumulent sur ce point plusieurs avantages [97]. Outre les qualités in-
trinseques du dispositif d’analyse (parallélisme, reproductibilité, haut débit) [98], certains « labo-
ratoires sur CD » sont directement utilisables sur des lecteurs CD ou DVD commerciaux : le laser,
habituellement utilisé pour la lecture des données informatiques, sert alors de source d’excitation
de fluorescence [99]. Ces dispositifs constituent un excellent exemple de volonté de compatibilité
des briques technologiques avec un matériel existant et répandu.

Conclusions. Le développement de briques technologiques assemblées ne doit pas faire oublier
que 'une des particularités des microTAS est I’analyse d’échantillons bruts : salive, urine, sang, etc.
Cette caractéristique, destinée a faciliter ’analyse par le manipulateur, implique néanmoins des
étapes de préparation d’échantillons; ces étapes sont nécessaires afin d’extraire du liquide brut les
molécules d’intérét et d’en retirer les éventuelles especes parasites pour 1’analyse.

14Ce terme me parait mal choisi : « intégration verticale » fait davantage penser & un assemblage de plusieurs
briques, empilées pour former un dispositif hybride en volume, qu’a un dispositif planaire intégrant des fonctions
différentes.
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1.2.2.4 Préparation d’échantillons

Echantillons non idéaux. Le maillon faible des systemes de détection microfluidiques reste la
préparation d’échantillon [37]. La nécessité d'intégrer des dispositifs de préparation d’échantillons
découle directement du concept de microTAs. La plupart des laboratoires sur puces sont testés
avec des échantillons idéaux, préparés spécifiquement pour que la caractérisation soit la meilleure
possible. Dans les microTAs, l'analyse est effectuée a partir d’'un échantillon brut; dans le do-
maine de la santé, il peut s’agir de sang, d’urine, de sérum ou de salive. Les échantillons réels,
non idéaux, doivent nécessairement étre traités et préparés pour 'analyse [I00]. Les recherches se
concentrent généralement sur les échantillons sanguins [I01], notamment provenant de sérum ou de
plasma [102]. LIMA et al. ont par exemple étudié I’écoulement et le profil de vitesse d'un échantillon
de sang dans un canal PDMs [103]. CREVILLEN et al. ont publié en 2007 une revue de la littérature
consacrée a ’analyse d’échantillons réels dans des dispositifs microfluidiques d’analyse biochimique,
environnementale et nutritionnelle [104] ; ils insistent notamment sur I'importance de la préparation
des échantillons. Par exemple, certaines conditions biologiques, nécessaires a la manipulation des
échantillons, sont incompatibles avec les limites des instruments ; ainsi, le tampon phosphate salin
(phosphate buffer saline, PBS) est tres utilisé en biologie, mais les sels doivent étre éliminés de la
solution pour analyser les échantillons par spectrométrie de masse.

Familles de techniques. En 2002, LICHTENBERG et al. dressent une revue assez complete sur les
travaux réalisés dans le domaine de la préparation d’échantillon dans des microdispositifs [I00]. Six
ans apres, des progres ont été effectués, mais la lecture en reste intéressante. Les auteurs classifient
les techniques de préparation d’échantillon en quatre grandes familles : la dérivatisation (conjugaison
de molécules ou macromolécules, marquage), les traitements biochimiques (amplification par PCR,
digestion enzymatique), la séparation (dialyse, électrophorese, lyse de cellule) et la préconcentration
(extraction en phase solide, isotachophorese).

Microsystemes de préparation d’échantillons. L’objectif final est I'intégration de fonctions
de préparation d’échantillons dans un dispositif complet d’analyse; L1U et al. ont ainsi réalisé un
microTAS d’analyse ADN comprenant notamment une séquence de capture, préconcentration, puri-
fication, lyse de cellules et PCR [94]. Ces dispositifs complets sont cependant encore peu répandus ;
on rencontre néanmoins des microsystemes entierement dédiés a la préparation d’échantillons [105].
LEGENDRE et al. ont par exemple réalisé I’extraction d’ADN a partir d’un échantillon de sang et son
amplification, sur la méme puce, par PCR [14] ; la détection n’est par contre pas intégrée au dispositif.
Une large part des microsystemes de préparation d’échantillon est dédiée a la préparation et I’am-
plification d’ADN & partir de cellules [I06] ; cependant, avec 'avénement de ’ére post-génomique,
I'identification des protéines (notamment par spectrométrie de masse) a entrainé le développement
de systemes de préparation d’échantillons spécialisés pour la protéomique.

Spectrométrie de masse. L’une des méthodes d’analyse les plus utilisées pour la protéomique
est la spectrométrie de masse [87]; sa sensibilité, notamment aux sels, nécessite cependant plu-
sieurs étapes de préparation d’échantillon (préconcentration, désalage) [107]. LION et al. ont ainsi
développé un élément intégré de désalage et préconcentration de protéines, dont 1'objectif est de
servir d’interface entre une puce d’injection et un spectrometre de masse [108]. Les protéines sont ad-
sorbées sur une membrane, puis éluées directement dans la solution de nébulisation ; elles sont ainsi a
la fois désalées et préconcentrées. Cette approche fonctionne pour de nombreuses molécules (peptides
et protéines) ; la méme équipe a ensuite intégré ce systéme sur une puce microfluidique et a obtenu
une préconcentration encore plus efficace [109]. GUSTAFSSON et al. ont réalisé cette préparation
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sur un disque compact Gyros modifié [110]; cependant, seule la préparation d’échantillon est
réellement effectuée sur le CD ; celui-ci est ensuite découpé pour étre introduit dans un spectrometre
de masse classique. LUQUE-GARCIA et al. identifient trois étapes principales dans la préparation
d’échantillons pour l'identification, par spectrométrie de masse, de marqueurs biologiques{r_gl pro-
venant de sérum ou de plasma [102]. La premiere étape rassemble la collecte de I’échantillon, sa
manipulation et sa conservation. La seconde étape est la réduction de la concentration des protéines
les plus abondantes, dont les dix premieéres constituent pres de 90% en masse du protéome du sérum ;
elles génent ainsi la détection des protéines moins abondantes. La derniere étape est celle qui est
souvent intégrée en dispositif microfluidique : le fractionnement de I’échantillon en sous-ensembles,
notamment en les sélectionnant en fonction de leur affinité avec un support particulier. Il s’agit
généralement d’extraction en phase solide ou de chromatographie en phase liquide.

Extraction en phase solide. La préparation d’échantillon requiert généralement la rétention des
objets biologiques d’intérét sur une phase solide permettant leur extraction. Des protéines peuvent
ainsi étre adsorbées sur une phase solide hydrophobe (matériau poreux, microbilles tassées). Une
fois les molécules extraites, il est nécessaire de les décrocher ; cette étape est par exemple réalisée par
des injections de solvant comme I’acétonitrile. Ces solvants sont cependant susceptibles de dénaturer
les objets biologiques; des méthodes de décrochage doux sont préférables.

1.2.3 Conclusions

Enjeux. L’avenement de I« ere post-génomique » a provoqué la réorientation de tout un domaine
de recherche vers des systemes plus complexes en biologie moléculaire; protéomique, cellomique
et biologie systémique sont les enjeux actuels du vivant; les principales applications concernent
le diagnostic et la recherche pharmaceutique. Tous ces domaines sont demandeurs de technologies
nouvelles permettant d’obtenir plus de résultats, plus fiables, plus facilement, plus vite et moins
cher. Cette demande a entrainé le développement de systémes (notamment d’analyse) miniaturisés,
intégrés, portables et bas-cotit.

Microfluidique. La réduction des dimensions des systemes d’analyse promet des économies de
réactifs, d’échantillons et de temps ; la théorie prédit des systemes plus performants, dont la fabrica-
tion a grande échelle réduit les cotits. La microfluidique a principalement émergé des besoins gran-
dissants en systemes miniaturisés pour le vivant. La réduction d’échelle entraine cependant de nou-
velles prédominances d’effets physiques comme la capillarité, dues notamment a la prépondérance
des surfaces et 'augmentation du rapport surface sur volume. La microfluidique est un domaine de
recherche particulierement dynamique ; les développements technologiques concernent aussi bien les
fonctions fluidiques de base, comme le mélange, que des fonctions plus spécialisées.

Laboratoires sur puce. De la réduction des systemes d’analyse a émergé 1'idée d’intégrer sur
un dispositif miniaturisé « microTAS » I’ensemble de la chaine d’analyse, de 1’échantillon brut au
résultat. Le développement de ces laboratoires complets sur puce est un domaine tres interdiscipli-
naire ; il fait intervenir la conception de briques technologiques individuelles, mais également leur
intégration cohérente sur des substrats miniaturisés. L’une des étapes incontournables des microTAS
est la préparation des échantillons non idéaux, indispensable afin de les rendre préts a étre analysés.
Le développement des briques technologiques passe notamment par I’étude de nouveaux principes
actifs, compatibles avec une intégration facile dans les systemes miniaturisés. C’est dans ce contexte

15Tes marqueurs biologiques, ou biomarqueurs, sont définis par ADKINS et al. comme des « protéines qui subissent
un changement de concentration ou d’état en fonction d’un processus biologique spécifique ou d’une maladie » [TT1].
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que nous avons souhaité explorer les possibilités des polymeres actifs, en particulier le PNIPAM, pour
des applications en laboratoires sur puce.

1.3 Etat des possibilités et applications du PNIPAM

1.3.1 Etat des connaissances sur le PNIPAM
1.3.1.1 Introduction aux polymeres

Polymeres. Un polymere est une macromolécule, en général organique, constituée de molécules
¢lémentaires ayant la méme nature chimique, les monomeres. La réaction de polymérisation conduit
a la formation de macromolécules, ayant une structure tridimensionnelle, par établissement de
liaisons covalentes entre les monomeres. Un polymere actionnable (stimuli-responsive polymer) est
un polymere subissant une modification de ses propriétés physiques sous l'action d'un stimulus
extérieur : pH, température, force ionique, champ électrique, rayonnement lumineux, etc.

1.3.1.2 Poly(N-isopropylacrylamide)

PNIPAM. Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM, FIG. CAS : 25189-55-3) est un po-
lymere subissant une transition macromoléculaire réversible, d'un état hydrophile a un état hydro-
phobe, autour de sa température inférieure critique de solution (lower critical solution temperature,
LCST) [112] ; cette transition est rapide et située entre 30 * C et 35" C [113]. Sous sa LCST, le PNIPAM
est soluble dans I'eau, visqueux et gonflé. Au-dela de sa température de transition, il devient hydro-
phobe et insoluble dans I'eau ; il expulse ’eau et se replie sur lui-méme afin de présenter une surface
minimale a 'eau. Ce changement de conformation le rend opaque, solide et réduit drastiquement

son encombrement stérique [114].
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F1G. 1.4 — Molécule de N-isopropylacrylamide. La structure entre crochets constitue, en se répétant,
le squelette des chaines du polymere.

Production scientifique. En 1991, H. SCHILD dresse une revue extrémement complete des tra-
vaux effectués sur le PNIPAM [115]. Il commence cette revue de 87 pages par un diagramme retragant
le nombre de publications concernant le PNIPAM entre 1955 et aott 1991 (F1G. en insert). Avec
un total d’environ 300 références, il qualifie la croissance du nombre de publications de « plutot
explosive ». En mai 2008, la méme recherche effectuée selon le méme protocoleFE] donne un total de

16ScHILD a effectué sa recherche sur les Chemical Abstracts online Search (CAS) le 7 aofit 1991 ; sa recherche était
basée sur 25189-55-3 (identifiant CAS du polymeére) ou 2210-25-5 (identifiant CAS du monomere) ou [polymer? et
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3645 références et une progression réellement « explosive », comme le montre la F1a. [I.5] Face a
cette littérature prolifique, il est impossible d’étre exhaustif sur les travaux effectués en rapport avec
le PNIPAM ; dans la suite de cette section, je me concentre donc sur les travaux les plus significatifs
et ceux proches du domaine d’application qui intéresse nos travaux.

500 =
45 -
450 40 —
35
400 30 ou (I
25 0
350 20 B
15
10 _
T s l | lull LN
0
£ U | P I P I
() N & A Q > © (o) ) \e) > %2 ™ Q S I
o 250 \947 \9") \94) Q) Q) Q) ‘o /\ /\ ‘\,’\ '\9‘5 ’\9% \9% @Q —
()
o ~
S HEE R
S 200 _
o _
S ~
150 T T AR .
100 HHHHHHHH
50 TR
0 P i P | = e = = == ﬁﬁﬁﬂﬁﬁmﬂmmﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
I L D D D I e e e L e e e O O R B |
IR Sl AR T T C R R P B G A O T O I I U R
R SO S PN MR\ MR AN X NN O R X MR AN M S S S

F1Gc. 1.5 — Evolution annuelle du nombre de références indexées dans CAS concernant le PNIPAM.

Polymérisation. Le N-isopropylacrylamide (NIPAM) est un monomere basé sur 'acrylamide;
il peut étre polymérisé en PNIPAM de nombreuses facons : initiation par des radicaux libres en
solution organique, initiation redox en solution aqueuse, polymérisation ionique, etc. [I15] 116] ; la
polymérisation par plasma est plus récente [I17]. La polymérisation peut étre effectuée en solution ou
sur une surface ; dans ce cas, il est généralement greffé par I'intermédiaire d'une couche de type silane.
Le PNIPAM peut également étre fixé sur du polystyréne, du PET (polyéthyléne téréphtalate) [11§]
et du PEG (polyéthylene glycol) [119]. Je détaille au chapitre [2| les mécanismes et le protocole de
polymérisation que nous avons utilisée.

1.3.1.3 Bascule conformationnelle

Mécanisme réversible. La principale caractéristique du PNIPAM, qui en fait un polymere tres
utilisé, est sa transition d’un état gonflé et hydrophile, sous sa température de transition, a un état
replié et hydrophobe au-dela (F1G. . En 1968, HESKINS et al. attribuent cette « transition de
phase » a un effet entropique, di a la formation de liaisons hydrophobes [112]. GRAZIANO et al.
comparent la transition du PNIPAM a la renaturation a froid des petites protéines globulaires [120],
considérée comme une transition moléculaire du premier ordre. ESTEVE et al. modélisent en 2007 les
mécanismes de transition du PNIPAM ; en utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité (density

N-isopropylacrylamide] sur les bases de données CA et CAOLD. J’ai effectué la recherche avec SciFinder Scholar
le 13 mai 2008 sur la base de données CAplus en utilisant les identifiants CAS du polymeére et du monomere. Les
doublons ont été enlevés automatiquement.
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functional theory, DFT), ils montrent que le phénomene de transition du PNIPAM dépend fortement
des conditions de synthese du polymere, notamment de sa tacticité [121]. La transition du PNIPAM
a été observée par de nombreuses techniques de caractérisation, notamment par microbalance a
quartz (quartz crystal microbalance, QcM) [122], 123, [124), [125].
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F1G. 1.6 — Schéma de la transition du PNIPAM en solution et sur une surface. R, indique le rayon
de giration.

Modification de la LCST. La température de transition du PNIPAM (LCST) dépend fortement
des conditions de polymérisation [126]; PLUNKETT et al. montrent en 2006 l'influence du poids
moléculaire et de la densité de greffage [127]. Des facteurs extérieurs influent également sur la LCST,
comme le pH [128§], la nature du solvant [129] et les sels présents dans la solution [130, [131]. Il est pos-
sible de modifier la température de transition en combinant le PNIPAM a d’autres polymeres comme
l'acrylamide [I32] ; ROLLASON et al. ont ainsi formulé un copolymeére NIPAM/N-t-butylacrylamide
(NTBAM) avec une LCST de 8 ° C [133]. D’autres équipes ont étudié plusieurs copolymeres de NIPAM
et remarqué que leur LCST augmente lorsque la fraction de PNIPAM diminue [134].

Composante thermosensible. La copolymérisation de NIPAM avec d’autres monomeres permet
de synthétiser des gammes de copolymeres thermosensibles ayant des températures de transition
différentes [134]. L’association du NIPAM avec d’autres monomeres est souvent utilisée pour leur
adjoindre un comportement thermosensible [135, [136]; il est ainsi possible de combiner les ca-
ractéristiques de plusieurs polymeres : un copolymere NIPAM-acide methacrylique est sensible a la
fois a la température et au pH [I37]. Cette démarche consistant a greffer le NIPAM sur un micro-
objet pour le rendre thermosensible est aussi utilisée dans les applications biologiques du PNIPAM :
on conjugue par exemple le PNIPAM a des cellules, des protéines ou de I’ADN.

1.3.2 Apercu des applications du PNIPAM
1.3.2.1 Applications en optique

Diffraction. Les propriétés originales du PNIPAM permettent d’envisager son intégration dans des
systemes nécessitant des actionneurs réversibles; ¢’est notamment le cas en optique. WEISSMAN et
al. explorent ainsi I'intégration de PNIPAM dans un réseau colloidal cristallin (crystalline colloidal
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array, CCA). Les particules de PNIPAM gonflé, organisées en réseau cubique centré, n’entrainent
qu’'une faible diffraction de Bragg des rayonnements infrarouge, visible et ultraviolet, tandis qu'un
réseau de PNIPAM replié les diffracte beaucoup plus. Ils étudient d’autre part I'intégration d’'un ccA
de spheres de polystyrene dans un hydrogel de PNIPAM : le changement conformationnel du PNIPAM
entraine un changement de la constante de réseau; la température permet ainsi de controler la
longueur d’onde diffractée sur tout le spectre visible [13§].

Filtrage. Le repliement du PNIPAM lors de sa transition entraine également une modification
optique : il passe d'un état transparent a un état opaque; il est envisageable de développer des
filtres a base de PNIPAM. MIAS et al. ont ainsi étudié la transmission d’un signal a 365 nm a travers
une couche de PNIPAM (FIG. [1.7)); ils observent une atténuation de 38 dB entre le PNIPAM gonflé
et le PNIPAM replié.

365 nm

-38 dB

F1G. 1.7 — Schéma d’interaction entre le PNIPAM et un faisceau optique. Pour T' < LC'ST, le PNIPAM
est transparent et laisse passer la majorité du signal lumineux. A T' > LCST, le PNIPAM se replie
et devient opaque, provoquant une forte atténuation du signal (ordres de grandeur d’apres [139]).

1.3.2.2 Applications biomédicales

Introduction. Le principal domaine d’application du PNIPAM est celui du vivant et de la recherche
biomédicale [140] : les chercheurs ont rapidement réalisé 'intérét que représentait sa transition
réversible, d’autant plus a une température proche de celle du corps humain. Les principaux travaux
concernent les tests immunologiques (notamment la précipitation et la séparation), 'administration
de médicaments (drug delivery), la culture de cellules et la conjugaison avec toutes sortes d’objets
biologiques, tels que des protéines.

Tests immunologiques. En 1987, K. AUDITORE-HARGREAVES, N. MONJI et al. rapportent
'utilisation de PNIPAM comme phase dans un immuno-test [134], [141]. Les anticorps, greffés sur
des chaines de PNIPAM, réagissent avec les antigenes; un deuxieme anticorps fluorescent permet
la visualisation ; en augmentant ensuite la température, la « précipitation thermique » a lieu : des
particules de PNIPAM non soluble se forment et concentrent la fluorescence, qui est proportionnelle
a la quantité d’antigenes en solution (F1aG. . Les anticorps testés n’ont pas d’influence sur la
LesT [134]. Cette technique a ensuite été étendue a un immuno-test sur membrane [142] et la
formulation du polymere a été perfectionnée [143]. L’avantage des tests immunologiques en solution
par rapport aux tests sur supports est qu’il n’y a pas de probléme de limitation de la diffusion [144].
La précipitation par affinité repose sur des bioconjugués thermosensibles [145] [146], [147] ; les objets
biologiques utilisés sont généralement des anticorps, plus rarement des protéines [148]. Une fois la
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réaction spécifique effectuée, le polymere est stimulé afin d’entrainer la précipitation ; il peut s’agit
de PNIPAM ou de copolymeres de NIPAM [149]. Par ailleurs, le PNIPAM est aussi utilisé pour la
concentration de virus [I50] et la purification d’anticorps [151].

] ] Y
'\Ef% anticorps 1 et PNIPAM ° antigénes % anticorps 2 et fluorophore
®
]
]

Fi1G. 1.8 — Schéma d’un immuno-test utilisant la précipitation par affinité basée sur un bioconjugué
de PNIPAM. Des anticorps sont conjugués a du PNIPAM ; lorsqu’ils sont mis en présence d’antigenes
complémentaires, ils s’accrochent spécifiquement. Un autre anticorps complémentaire de ’antigene,
marqué avec un fluorophore, sert a révéler 'interaction. L’augmentation de la température entraine
le repliement du PNIPAM et la concentration de la fluorescence [134].

Administration de médicaments. La transition du PNIPAM autour de 32 ° C permet de piéger
des solutés dans des capsules de PNIPAM, progressivement activées par la température du corps
humain [152], 153, 154], 155]. Des études in vivo d’administration d’héparine, un anticoagulant, sont
réalisées des 1995 [I56]. LIN et al. ont également congu un pansement pour blessures utilisant
le PNIPAM pour I'administration de médicament [I57]. Les résultats prometteurs d’encapsulation
et libération de solutés ont suscité des études sur les effets de I'environnement (éventuellement
physiologique) sur les propriétés du PNIPAM et sa LCST [131] : les sels ont une tendance générale a
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diminuer la LCST ; chaque surfactant a une influence particuliere. La salive et les sécrétions gastro-
intestinales ont probablement un effet limité sur la LCST du PNIPAM, rendant ainsi possible son
utilisation pour l'ingestion orale de médicaments. L’influence des sels sur la LCST a d’ailleurs été
mise a profit pour concevoir un composé incluant des sels qui retardent la distribution de médicament
dans le milieu [158].

Culture de cellules. Les cellules ont une affinité particuliere pour les surfaces hydrophobes;
a l'inverse, les surfaces hydrophiles ont tendance a les repousser. Il est donc intéressant d’utiliser
les surfaces de PNIPAM comme substrat de culture de cellules [I59} [160]. Les conditions environne-
mentales nécessaires a la culture de cellules humaines, notamment la température de 37 ° C, sont
compatibles avec 1’état replié du PNIPAM ; par ailleurs, la couche chimique de PNIPAM sert d’in-
terface souple entre la surface et les cellules. Celles-ci s’accrochent sur le PNIPAM hydrophobe et
y proliferent ; quand la culture arrive a terme, une baisse de la température sous la LCST du PNI-
PAM entraine le décrochage des cellules (F1G. [1.9); cette libération douce permet de s’affranchir
des méthodes de digestion enzymatique a base de trypsine [I61]. Les cellules cultivées sur PNI-
PAM conservent des caractéristiques fonctionnelles tres proches de celles des cellules originales ; elles
peuvent également conserver des phénotypes différenciés [162) [163]; au contraire, I'utilisation de
trypsine peut endommager les cellules ou perturber leur métabolisme [164] [165]. Il est méme pos-
sible de dessiner des motifs pour réaliser une coculture de deux types de cellules [166]. Le NIPAM
peut étre associé a un ou plusieurs autres monomeres pour former des substrats de culture copo-
lymeres [167, [168], parfois recouverts d'une couche intermédiaire de protéines [169]. OKANO et al.
ont par ailleurs démontré que le métabolisme des cellules a une influence sur le détachement des
cellules [170].

Conjugaisons. Le PNIPAM est conjugué avec de multiples objets biologiques, pour leur conférer
un caractere thermosensible. C’est par exemple le cas de ’'ADN [171], dont le conjugué est notamment,
utilisé pour la séparation d’enzymes [172] ; des copolymeres de NIPAM sont également utilisés comme
vecteurs d’ADN [I73, [I74]. Les enzymes comme la trypsine peuvent, elles aussi, étre conjuguées a
du pN1PAM [I75] [176, [I77], tout en conservant une grande partie de leur activité [178]. A Dinverse,
SIGOLAEVA et al. ont montré qu'une enzyme incluse de facon covalente dans la matrice d'un gel de
PNIPAM voit son activité réduite au-dela de la LcsT [179)].

Protéines. Le PNIPAM peut aussi étre conjugué a des protéines, qui n’ont généralement pas
d’influence sur la LcsT [I80]. Le PNIPAM a ainsi été fixé a des macromolécules de streptavidine pres
du site de reconnaissance de la biotine; la reconnaissance a lieu normalement sous la LCST:; au-
dessus de la LCST, le PNIPAM s’effondre et bloque la formation du lien streptavidine-biotine [I81]. La
méme équipe a plus tard réussi a utiliser le PNIPAM pour controler thermiquement 1’accrochage et
le décrochage de biotine sur la streptavidine [I82]. Par ailleurs, le PNIPAM peut étre utilisé comme
support d’adsorption de protéines, de la méme maniere que pour les cellules [119]; cela permet
d’envisager des applications en préparation d’échantillons ou en purification de protéines [183)].
Plusieurs équipes ont étudié I'accrochage de protéines fluorescentes sur du PNIPAM [184), [I85] ou des
copolymeres de NIPAM [I86], y compris sur des surfaces mobiles [187].

Autres usages. Le PNIPAM est utilisé pour des travaux plus originaux, tel que dans le domaine de
la neurochirurgie intravasculaire : le PNIPAM a ainsi été étudié in vivo pour obstruer des vaisseaux
sanguins et générer une embolie [I88]. MATSUBARA et al. ont utilisé ses propriétés thermiques pour
préconcentrer du phosphate et le doser optiquement. La contraction d’un gel de PNIPAM au-dessus de
la LCST permet de bloquer la diffusion d’especes dans ce gel, comme le glucose ou l'insuline [189].
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Fia. 1.9 — Culture et libération douce de cellules sur des couches de PNIPAM.
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Par ailleurs, le PNIPAM a ouvert la voie de la séparation par chromatographie thermosensible,
liquide [190], T91] ou par exclusion de taille [192].

1.3.3 Conclusions

PNIPAM. Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est un polymere thermosensible; il subit,
entre 30 et 35° C, une transition réversible. Sous sa température de transition (LCST), il est hydro-
phile et gonflé en solution aqueuse ; au-dela, il devient hydrophobe et se recroqueville sur lui-méme.
Il est possible d’ajuster la LCST en combinant le NIPAM a d’autres monomeres, en réalisant une
copolymérisation. Le comportement original du PNIPAM en fait un polymere étudié pour de nom-
breuses applications. En optique, on envisage des applications telles que le filtrage et le réglage
de longueur d’onde. Le principal domaine d’application du PNIPAM reste cependant les sciences du
vivant ; le polymere est souvent conjugué a des objets biologiques (anticorps, enzymes, etc.) pour les
rendre thermosensibles ; il est ainsi possible de réaliser des immuno-tests utilisant la précipitation
par affinité basée sur un bioconjugué de PNIPAM. Le PNIPAM est aussi utilisé comme coque autour
de solutés, pour des applications en administration de médicaments. Enfin, les couches de PNI-
PAM, hydrophobes a la température du corps humain, servent de supports de culture de cellules et
permettent une libération douce sans digestion enzymatique.

1.4 Conclusion

Microsystemes pour le vivant. Les sciences du vivant sont demandeuses de technologies mi-
niaturisées, intégrées et bas-cott permettant la manipulation d’échantillons biologiques et biochi-
miques. Des domaines tels que la protéomique nécessitent par exemple des outils de criblage fiables
et haut débit. L’une des missions de la microfluidique est de répondre a ces attentes. La réduction
des dimensions permet de réaliser des analyses plus rapides avec moins de réactifs. Elle entraine
néanmoins des effets secondaires inhabituels tels que la prédominance des forces de viscosité ; ’ac-
tionnement des liquides dans les microcanaux, par exemple leur mélange, reste un domaine de
recherche dynamique. Le développement de briques technologiques est suivi de leur intégration
cohérente sur des dispositifs miniaturisés, les laboratoires sur puce; les microTAS sont des labo-
ratoires sur puce intégrant I’ensemble des étapes de la chaine d’analyse, de 1’échantillon brut au
résultat. La préparation des échantillons bruts est une étape critique de cette chaine. Nos recherches
visent a développer et intégrer certaines des briques technologiques des laboratoires sur puce.

PNIPAM. Le poly(N-isopropylacrylamide) est un polymere thermosensible subissant un chan-
gement conformationnel réversible, d’un état hydrophile et gonflé sous sa température de transition
(LesT ~ 32°C) a un état hydrophobe et replié au-dela. Cette capacité de bascule en fait un po-
lymere tres étudié, essentiellement dans le domaine du vivant. Le PNIPAM est régulierement conjugué
avec des objets biologiques afin de leur conférer une composante thermosensible; il est également
utilisé comme vecteur de solutés médicamenteux. Sa transition hydrophile — hydrophobe est par
ailleurs particulierement intéressante pour ’adsorption et le relarguage d’objets biologiques, comme
des cellules ou des protéines.

Positionnement. La réduction des dimensions dans les laboratoires sur puce augmente con-
sidérablement le rapport surface sur volume; les effets de surface deviennent prépondérants. Il
est donc nécessaire de mieux controler les effets physiques de surface. Les surfaces actuellement
employées dans les systemes microfluidiques sont généralement passives : elles peuvent par exemple
étre hydrophiles, hydrophobes, mais pas permutables d’un état a ’autre. Par ailleurs, ’emploi de ces



1.4. CONCLUSION 33

surfaces passives oblige parfois a utiliser des solvants qui peuvent dénaturer les objets biologiques
durant leur traitement (par exemple, des protéines que l'on cherche & préconcentrer). Le PNIPAM
promet des avancées significatives dans ces domaines.

Problématiques. Malgré 'abondance des travaux réalisés sur le PNIPAM dans le domaine du
vivant, leur intégration dans des laboratoires sur puce est peu explorée; les avantages sont pour-
tant multiples, et les applications prometteuses. Par exemple, un polymere proche du PNIPAM, le
polyacrylamide, est bien connu pour bloquer le flux de liquides actionnés par électro-osmose ; que
se passe-t-il dans le cas du PNIPAM 7 Peut-on controler le flux en actionnant les couches de PNIPAM
avec un stimulus thermique? Les technologies de micro-électronique permettent de miniaturiser
les sources de chaleur, de facon a controler tres localement 1’état du PNIPAM ; peut-on alors créer
des motifs ou des alternances d’état du PNIPAM, créant ainsi des hétérogénéités sur la surface ?
Par ailleurs, plusieurs équipes ont étudié I'adsorption et le relarguage controlé de protéines sur des
surfaces planes de PNIPAM. Comment évolue ce phénomene en microcanaux ? Peut-on le reproduire
sur des phases mobiles 7 Est-il envisageable d’intégrer ce processus dans un systeme de préparation
d’échantillons pour 'analyse de protéines ?

Objectifs. Nos travaux sont la premiere étape du développement d’une nouvelle filiere de mi-
crolaboratoires intelligents, basée sur des surfaces actives. Notre objectif est donc I'exploration des
possibilités de développement et d’intégration de technologies a base de PNIPAM, répondant a cer-
taines problématiques des laboratoires sur puce. Il s’agit notamment d’identifier les technologies
maitrisées, les verrous et les moyens de les contourner. S’agissant de travaux exploratoires, nous
nous limitons volontairement a des technologies simples, facilement adaptables. Dans un premier
volet, je détaille les travaux de développement d'une technologie PNIPAM, qui integre des sources de
chaleur visant & actionner, éventuellement localement, 1’état du PNIPAM (chapitre . Je présente
également de facon approfondie la fonctionnalisation chimique de surface permettant le greffage du
polymere. Le second volet est consacré aux deux applications que nous avons explorées en détail :
le controle de flux électrocinétiques et I’accrochage controlé de protéines en microcanaux (chapitre

3.
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Chapitre 2

Développement et intégration de la
technologie PNIPAM

« Scribitur ad narrandum, non ad probandum. »
Quintilien, Institutio Oratoria, X, 1, XXI.

2.1 Introduction

Contexte. Le chapitre précédent a fait apparaitre la richesse des développements produits dans
le domaine des microsystemes pour le vivant. J’ai également présenté le PNIPAM, un polymere ther-
mosensible dont le comportement original a été abondamment commenté ; ce chapitre présente en
détail les développements technologiques visant a son intégration en microsystemes. Il apparait que
le PNIPAM présente un intéret certain pour les laboratoires sur puce, notamment dans deux domaines
que nous avons identifiés : I’accrochage réversible de protéines et le controle électrocinétique. La
premiere application nécessite un chauffage uniforme dans tout le canal, afin d’optimiser I'efficacité
d’adsorption ; nous nous dirigeons donc vers des lignes chauffantes longues. Au contraire, le controle
électrocinétique, a travers 'implémentation de valves et mélangeurs, repose sur des hétérogénéités
de charges de surface; dans ce cas, il est nécessaire d’actionner 1'état du PNIPAM de fagon tres
locale. Cette application requiert donc des éléments chauffants individuels, adressables et surtout
miniaturisés.

Démarche. La méthode choisie pour la conception du dispositif est la décomposition en éléments
simples, a partir d'une analyse globale de 1'objectif. Dans ce chapitre, je présente tout d’abord la
démarche de conception, basée sur une réflexion sur les matériaux et caractéristiques du systeme. Je
détaille ensuite la conception et la réalisation technologique des deux types d’éléments chauffants :
les lignes chauffantes et les éléments adressables ; tous deux sont caractérisés thermiquement. Enfin,
je rapporte la fonctionnalisation de surface pour le greffage du PNIPAM, via une couche d’accroche
de silane; ces couches sont caractérisées de fagon approfondie par mesure d’angle de contact et
différentes méthodes de spectroscopie.
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2.2 Conception du dispositif

2.2.1 Fonctionnalités souhaitées

Objectif. L’objectif global de ce travail de recherche amont est le développement et 'intégration
d’une technologie PNIPAM pour les laboratoires sur puces. Il s’agit a la fois de démontrer les possi-
bilités de cette technologie, mais aussi d’identifier les verrous et les points bloquants. Le dispositif
souhaité doit pour cela comprendre un ensemble de fonctionnalités et d’éléments listés ci-apres.

Canal. Le contexte d’utilisation étant celui des laboratoires sur puces, il est nécessaire de valider
le dispositif dans un microcanal ; exemples : canal en PDMS, capillaire en silice. Le canal va
dépendre des matériaux choisis (section [2.2.2)) et de Passemblage (section [2.2.3)).

Dispositif chauffant. La température est le stimulus permettant le changement de propriétés
du pNIPAM. Il faut donc intégrer un actionneur thermique ; exemples : résistance chauffante,
dispositif Peltier, étuve. Le développement du dispositif chauffant intégré est décrit dans la

section [2.3]

Surface fonctionnalisée. Notre utilisation du PNIPAM nécessite son greffage sur une surface;
exemples : surfaces planes, parois de canaux, microbilles. Ce sera l'objet de la section [2.4]

2.2.2 Choix des matériaux

Silicium et dérivés. Historiquement, les premiers dispositifs microfluidiques d’analyse chimique
ou biologique ne peuvent renier leur parenté avec les technologies « classiques » de la micro-électroni-
que : ils sont réalisés sur silicium, avec des techniques d’usinage de volume telles que la gravure [193),
194]. L’essor de la micro-électronique a en effet conduit au développement de nombreuses méthodes
de microfabrication, réutilisables pour la réalisation de dispositifs microfluidiques. Cependant, le
silicium fait rapidement place aux matériaux isolants tels que le verre [65], [66] ; 'une des raisons
est la nécessité d’appliquer de forts champs électriques pour les applications en électrophorese. Le
verre présente également ’avantage d’étre transparent dans le domaine du visible et compatible
avec des réactifs qui pourraient corroder le silicium [195]. Le verre et le silicium présentent l'intérét
d’étre solides et robustes, donc de mieux résister a de fortes pressions appliquées dans les dispositifs.
Ils sont disponibles sous forme de wafers et donc adaptés aux technologies micro-électroniques. Ces
matériaux sont cependant peu adaptés a la réalisation du dispositif que nous souhaitons développer ;
ils peuvent par contre servir de substrats ou d’excellents témoins de fonctionnalisation. Par ailleurs,
les capillaires en silice fondue sont un bon choix pour des expériences préliminaires d’accrochage et
de décrochage de protéines sur billes fonctionnalisées avec du PNIPAM.

Polymeres. Le matériau idéal pour la microfluidique est souvent voulu peu couteux, éventuel-
lement jetable, biocompatible, transparent, pouvant étre microfabriqué simplement et pouvant
étre fonctionnalisé chimiquement. Depuis environ une dizaine d’années, les polymeres sont de-
venus les matériaux de choix pour la microfluidique [196], car ils cumulent plusieurs de ces ca-
ractéristiques [197, [198] [40].

PDMS. Le polydiméthylsiloxane (PDMS, CAS : 63148-62-9) est un polymere dont la technolo-
gie est intensivement développée depuis une dizaine d’années, notamment au sein du groupe de
G.M. WHITESIDES [199, 200, 201]. Le premier dispositif intégré en PDMS pour ’électrophorese
capillaire est créé en 1997 [202]. Depuis, le PDMS est devenu 'un des polymeres les plus utilisés
en microfluidique, en particulier pour les microsystemes d’analyse [203] et les laboratoires sur
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puce [204]. La microfluidique est encore un domaine trop jeune pour savoir si le PDMS sera uti-
lisé de facon industrielle a grande échelle ; cependant, ce polymere est un matériau de choix pour les
travaux exploratoires et la réalisation flexible de prototypes [29]. Le PDMS est biocompatible [205],
flexible [206] et transparent [207]. Les techniques de réplication par coulage assurent une bonne
reproductibilité et un cotit bien inférieur aux substrats de type wafers. Les inconvénients du PDMS
sont sa faible résistance aux solvants [208] et sa naturelle hydrophobie [209], qui peut cependant étre
modifiée par fonctionnalisation chimique de surface [210]. Le PDMS est tres utilisé pour les micro-
systemes fluidiques au LAAS. Sa faible résistance aux solvants organiques ne pose pas réellement de
probleme dans notre cas : le dispositif est principalement prévu pour accueillir des molécules biolo-
giques, généralement manipulées en milieu aqueux ; les solvants organiques dénaturent rapidement
les protéines, par exemple.

Résine SU-8. La SU-8 (CAS : 221273-01-4) est une résine photosensible négative. Son utilisation
en microfluidique est plus récente que celle du PDMS, mais néanmoins répandue [211]. Ses principaux
avantages sont son fort rapport d’aspect et sa haute résistance aux solvants organiques; comme le
PDMS, elle est biocompatible [212] et donc adaptée aux laboratoires sur puces. La technologie SU-8
est bien maitrisée au LAAS, notamment les techniques de laminage [198, 41]. Sa mise en ceuvre
est cependant plus cotiteuse et plus lourde que celle du PDMS ; elle nécessite des technologies de
micro-électronique classique (par exemple, une machine d’alignement UV). La technologie PDMS est
plus souple d’utilisation ; I'utilisation de la SU-8 n’est cependant pas a exclure si le besoin d’une
technologie plus robuste émerge.

Conclusion. Si le PDMS apparait comme un meilleur choix pour la réalisation des canaux, la
SU-8 apparait quant a elle comme un bon choix pour réaliser les motifs sur lesquels les canaux
en PDMS seront moulés. Les deux voies PDMS et SU-8 ont été explorées au début de mes travaux;
I’assemblage SU-8 n’a finalement pas été retenu et est donné en annexe. Dans la section suivante,
je présente les travaux concernant leur assemblage et le design global du dispositif.

2.2.3 Assemblage et intégration
2.2.3.1 Assemblage PDMS

Collage réversible. Le PDMS a l'avantage de pouvoir étre assemblé tres facilement avec la plupart
des autres matériaux utilisés pour la fabrication de laboratoires sur puces [199]. Quel que soit le
type de collage que I'on souhaite, il est préférable d’avoir des surfaces propres. Une simple mise en
contact peut suffire pour obtenir un collage réversible entre le PDMS et un autre élément en PDMS,
silicium, verre ou pyrex. L’élasticité du PDMS empéche généralement les fuites de liquides. Cette
technique est adaptée lorsque la pression des fluides circulant n’est pas trop importante (sinon, il
y a décollage). Elle peut par exemple étre intéressante si un élément (jetable) en PDMS doit étre
assemblé avec un autre élément (réutilisable) plus cotteux ou complexe & réaliser.

Collage irréversible. Si 'on souhaite un collage plus robuste, une technique simple, éprouvée
et tres reproductible consiste a procéder a une activation chimique des surfaces a coller au plasma
oxygene. Les parametres utilisés au LAAS sont généralement : flux d’oxygene a 1000 mL/min,
puissance 300 W pendant 30 s, avec cage de Faraday. Les deux faces a coller sont exposées au
plasma, puis mises en contact aussitot apres.
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2.2.3.2 Géométrie et assemblage choisis

Assemblage du substrat. La réalisation des dispositifs chauffants intégrés au dispositif nécessite
l'utilisation de procédés de micro-électronique (voir la section ; 1l est donc préférable d’utiliser
un substrat solide de type wafer comme support, en particulier le pyrex, en raison de sa transparence
et ses propriétés isolantes, électriques et thermiques. Les éléments chauffants sont réalisés par dépot
et structuration d’un couche d’or ; on ne considere ici que les éléments chauffants linéaires. Le dépot
d’une couche de SiO, en pleine plaque (sauf sur les contacts électriques) assure I'isolation électrique
entre la résistance et le canal ; par ailleurs, la silice offre un excellent support de fonctionnalisation
chimique par silanisation. Cette couche est déposée par dépot chimique en phase vapeur assisté par
plasma (plasma-enhanced chemical vapor deposition, PECVD) ; transparente et mesurant seulement
500 nm d’épaisseur, elle ne doit pas entrainer de changements significatifs dans la dynamique de
chauffage. Le substrat est prét a recevoir les canaux.

Assemblage des canaux. Les canaux en PDMS sont coulés [199] sur des moules réutilisables en
SU-8. Les réservoirs sont percés aux extrémités des canaux avec une aiguille calibrée en fonction
de la connectique. L’ensemble des canaux en PDMS est assemblé avec le substrat selon la procédure
détaillée précédemment (section . La connectique entre les microcanaux et le macromonde
est souvent source de nombreux problemes en microfluidique [511, [30, [50]. Notre dispositif n’est pas
destiné a utiliser de fortes pressions, il est donc naturel de choisir une connectique extrémement
simplifiée, que FREDRICKSON et al. qualifient de « primitive », uniquement basée sur 1’élasticité
du PDMS : les réservoirs du PDMS sont percés selon la taille des tuyaux plastiques utilisés pour la
circulation des fluides. L’élasticité du PDMS permet d’insérer les tuyaux dans les réservoirs et as-
sure I’étanchéité du montage. Un dispositif plus complexe, éventuellement commercial (connectique
Upchurch par exemple), peut étre envisagé ensuite selon les besoins.

Surface spécifique. La surface spécifique désigne la zone sur laquelle le polymere est en inter-
action avec les molécules d’intéréet. Pour les applications d’accrochage et décrochage controlé de
protéines (section , p. , il est nécessaire de maximiser la surface possible d’interaction. Plu-
sieurs solutions sont envisageables : utiliser un matériau poreux [213], un réseau de piliers [214],
des microbilles [215, 216] ou une combinaison de ces techniques [217]. La piste des piliers a été
explorée et réalisée par gravure profonde (F1G. [2.1] (a)). Cette technologie est cependant longue,
cotiteuse et lourde en termes d’équipements ; elle est également soumise aux aléas des technologies
de micro-électronique ; enfin, de tels piliers restent fragiles et cassent facilement (Fia. 2.1 (b)). 11
est préférable d’opter pour la technique basée sur les microbilles; en choisissant de plus des billes
en silice, celles-ci sont facilement fonctionnalisables (voir la section [2.4). Il est par contre nécessaire
d’adapter la géométrie du canal afin de pouvoir les piéger.

Géométrie du canal. L’un des principaux outils de manipulation de billes dans les microsystemes
fluidiques est le magnétisme [216] ; on l'utilise pour effectuer du triage [218] ou de I'auto-assemblage
de billes [219]. Cette technologie est en cours de développement au LAAS mais n’est pas encore
disponible. Par ailleurs, manipuler les billes parait prématuré ; ’objectif principal est de s’en servir
comme support d’adsorption et désorption controlée, puis de caractériser ce comportement par
fluorescence. Piéger les billes est donc suffisant. Pour cela, une solution simple est de modifier la
géométrie du canal de maniere a créer un étranglement de taille inférieure au diametre des billes
(F1aG. ; ainsi, les billes sont bloquées avant 1’étranglement, mais les liquides et les especes
biologiques peuvent toujours circuler. Cette géométrie de « géne stérique », héritée des structures
d’étirement de molécules d’ADN [220], a I'inconvénient de limiter les débits applicables dans le
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Fic. 2.1 — (a) Image MEB de piliers réalisés par gravure au fond d’un microcanal (microscopie
électronique a balayage). (b) Image MEB de piliers cassés.

canal ; son avantage reste cependant sa simplicité d’implémentation. Des solutions alternatives, plus
complexes, comme le piégeage par des plots magnétiques, peuvent étre envisagées ultérieurement si

nécessaire [221].
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Fic. 2.2 — Schéma de la géométrie du canal servant a piéger les microbilles.

Dispositif final. Une vue 3D du dispositif final est présentée sur la FiaG. 2.3 Elle comporte
le substrat de pyrex, la résistance linéaire chauffante et le canal en PDMS avec son étranglement
centra]ﬂ La couche de SiO, n’est pas visible car transparente. La FIG. présente 'assemblage
réel de la puce PDMS sur un substrat de verre.

2.3 Conception et réalisation des éléments chauffants

2.3.1 Lignes chauffantes simples

Les sections précédentes sont consacrées aux étapes de la conception globale du dispositif.
Comme il s’agit de travaux exploratoires, aucun cahier des charges strict n’est disponible en ce

ILa partie centrale du canal est non seulement abaissée afin de piéger les billes, mais également élargie, afin de
compenser partiellement la perte de charge induite.



40 CHAPITRE 2. TECHNOLOGIE PNIPAM

réservoir

canal &
piege a billes

puce PDMS section centrale

ligne chauffante

plot de
connexion

substrat pyrex

F1G. 2.3 — Vue d’ensemble 3D du dispositif, réalisée avec Blender.

F1G. 2.4 — Vue d’ensemble du dispositif PDMS sur verre apres fabrication, sans la ligne chauffante.
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qui concerne le dispositif chauffant. Le premier objectif est donc la réalisation d’un dispositif chauf-
fant simple, intégré a la puce microfluidique, destiné a actionner les couches de PNIPAM.

2.3.1.1 Réflexions préliminaires sur la simulation

Flexibilité. La simulation est un excellent outil d’aide a la conception de dispositifs électroniques :
elle permet de prédire le comportement d’un composant, son intégration dans un systeme plus com-
plexe et son interaction avec son environnement. Dans le cas d’un dispositif complexe, une simulation
réalisée a priori permet de réduire le temps et le cotit de réalisation : elle limite les erreurs et tests de
technologie. Dans ce cas, le temps investi dans la modélisation complexe du dispositif est largement
compensé par le gain de temps obtenu lors de la réalisation. Cependant, dans le cas de travaux
exploratoires, il est difficile de savoir quelle sera la forme finale du dispositif. Il est peu avantageux
d’attendre la finalisation d’un modele complet avant de commencer la réalisation du dispositif. Il
est préférable de conserver une certaine flexibilité ; modélisation et réalisation ont donc été menées
en parallele. La construction d’'un modele simple permet de déterminer les ordres de grandeur ca-
ractéristiques et de pouvoir modifier facilement le modele selon 1’évolution du dispositif. En parallele,
la réalisation d'un prototype simple permet d’obtenir rapidement un dispositif chauffant pouvant
étre caractérisé, étalonné et utilisé pour des tests préliminaires du systeme complet.

Modélisation multiphysique par éléments finis. Pour construire un modele simple, une étude
analytique parait la plus appropriée. Cependant, ses résultats seront peu réutilisables lorsqu’il fau-
dra passer a un modele plus complexe. Idéalement, c’est ’ensemble du dispositif qu’il est intéressant
de modéliser : non seulement le dispositif chauffant, mais également le transfert de chaleur dans le
PDMS et le canal, le changement conformationnel du PNIPAM, I'adsorption et le relarguage controlé
de molécules biologiques ou la création de tourbillons pour le micromélange. Méme si 'objectif
des travaux n’est pas la réalisation de ce modele exhaustif, il est important que les briques de
base construites soient réutilisables par d’autres chercheurs. Par ailleurs, ce modele complet com-
porte plusieurs phénomenes physiques interconnectés : chauffage par effet Joule (électro-thermique),
transfert de chaleur (thermique), interaction biologique (couches sensibles et génie chimique), mi-
cromélange (fluidique). Considérant ’ensemble de ces éléments, nous avons choisi de travailler avec
le logiciel CoMsOL Multiphysics; basé sur la modélisation en éléments finis, il est capable de sup-
porter la montée en complexité du modele. Par ailleurs, sa conception réellement multiphysique est
tres adaptée au probleme a résoudre. Il autorise enfin le développement de briques de simulation
séparées et multi-échelles, utiles pour un projet faisant simultanément intervenir des couches minces
et des blocs de PDMS macrométriques.

Objectifs. Dans un premier temps, l'objectif est la construction d’'un modele simple visant a
prédire le comportement électrique et thermique des éléments chauffants. Il s’agit de déterminer les
dimensions caractéristiques et d’évaluer la portée et ’homogénéité du changement de température
(notamment dans le liquide). Il s’agit également d’étudier l'inertie thermique de l’assemblage, la
dynamique de chauffage et le temps de réponse de ’ensemble : en le comparant avec le temps de
réponse du PNIPAM, on peut ainsi déterminer par quel élément est limité le dispositif.

2.3.1.2 Modélisation électro-thermique et transfert de chaleur

Effet Joule et chauffage. Notre premiere approche a été de modéliser 'effet Joule et la dyna-
mique thermique ensemble, sur la méme géométrie 3D. Le modele est constitué d'une ligne chauffante
en or de 5.1072 x 500.107%x 800.107 m sur un substrat de verre (TAB. - la longueur et la largeur
sont de l'ordre de grandeur de celles du canal. Le sous-domaine correspondant a la résistance est
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concerné par la conduction de courant (EQ. et le transfert de chaleur par conduction (EQ. ;
le couplage Joule (EQ. fait le lien entre les deux modeles. Le substrat en verre n’est concerné
que par le modele de transfert de chaleur. Le résultat de la résolution stationnaire pour une tension
de 7 V est présenté sur la F1G. 2.6); on obtient une température maximale de 318 K largement
homogene sur les dimensions du canal a assembler ensuite.

—V-(cVV)=0 (2.1)

pC, aa—T + V- (—=kVT)=Q (2.2)
t

Q= o|VV|? (2.3)

Avec :

~ o la conductivité (S.m1).

— V la tension électrique (V) ;

— p la densité (kg.m™3);

~ C, la capacité calorifique & pression constante (J.kg™'.K™!);
— T la température (K);

— k la conductivité thermique (W.m™'.K™');

— @ la source de chaleur (W.m™3).

TAB. 2.1 — Propriétés des différents matériaux utilisés pour la simulation (d’apres [43] et bi-
bliotheques de COMSOL).

k p C,
verre 1,38 2203 703
or 207 19300 128, 7
unité (Wm™ LK) (kgm™3) (JkgmlK™1

Fic. 2.5 — Maillage du modele de simulation de la ligne chauffante sur verre.
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Frontiére: Température [K] Maxi: 320
[
I

Mini: 300

F1G. 2.6 — Résultat de la simulation de la ligne chauffante sur verre.

Effet Joule — Ligne chauffante seule. Le modele précédent permet d’obtenir une premiere
estimation du comportement du systeme. Il ne donne cependant pas d’information sur la dynamique
thermique dans le canal PDMS ; par ailleurs, ce modele en trois dimensions, avec de forts rapports
d’aspect, demande un temps de calcul conséquent. La dynamique thermique est principalement
limitée par I’échauffement de la veine fluidique ; le probleme peut donc étre scindé en deux parties :
I’échauffement de la ligne chauffante seule, puis le transfert de chaleur dans la canalisation. La
géométrie de la structure permet par ailleurs de se limiter a une simulation en deux dimensions, sans
perdre en qualité de simulation. Les géométries 2D sont plus facilement modifiables et les calculs sont
plus courts, tout en donnant des résultats comparables. Nous avons donc découplé géométriquement
Ieffet Joule dans la résistance et le transfert de chaleur dans la structure. La premiere géométrie
(F1G. [2.7) reprend les dimensions réelles de la résistance (8.1072 x 500.107% x 800.107% m) et les
propriétés du matériau sont celles de 1’01E| c k=207 W LK™, p = 19300 kg.m™? et C, =
128,7 Jkg 1. K~!. La physique en jeu ne change pas : les équations sont les mémes que dans le
cas précédent. Le résultat de la résolution pour une tension de 7 V est présenté sur la FiG. [2.8]
La température est homogene dans la résistance (320 K). En se basant sur ces résultats, on peut
ensuite modéliser le transfert de chaleur dans le reste de 1’assemblage.

Transfert de chaleur — Modele. Afin d’étudier la dynamique et ’extension du chauffage, nous
utilisons le module de transfert de chaleur général de CoMsoOL. La géométrie a deux dimensions
correspond a une coupe transversale du canal (F1G. . Le modele est composé du substrat de verre
(500 pm d’épaisseur), du canal rempli d’eau (50 x 100 ym) et du bloc de PDMS (1 mm d’épaisseur). Le
flux de chaleur principal est di a la conduction ; la contribution de la convection dans le liquide est

2Voir la section [2.3.1.3|sur le choix des matériaux pour la réalisation des lignes chauffantes.
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i

Fia. 2.7 — Maillage du modele de simulation de 'effet Joule dans la ligne chauffante seule.

Sous-Domaine: Température [K] Wlaxd 1 320.334
320

318

308

302

300
Ilini: 300

Fia. 2.8 — Résultat de la simulation de l'effet Joule dans la ligne chauffante seule sous COMSOL.
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négligeable a cette échelldﬂ Les caractéristiques des différents matériaux sont données au TAB. [2.9']
La source de chaleur est placée sous le canal; grace aux variables de couplage, la modélisation de
Peffet Joule détermine la température source. Les conditions aux limites assurent une continuité sur
les bords latéraux, correspondant a ’extension du bloc de PDMS ; les limites supérieure et inférieure
sont en interaction avec ’air ambiant. Le maillage est plus précis autour du canal, qui est la zone
d’intérét principale (F1G. [2.9).

TAB. 2.2 — Propriétés des différents matériaux utilisés pour la simulation (d’apres [43] et bi-
bliotheques de COMSOL).

k p Cp
verre 1,38 2203 703
Si04 1,4 2270 1000
or 207 19300 128, 7
caw  k(T)  p(T)  Cyu(T)
PDMS 0,15 965 1200
unité (Wm™ LK™ (kgm™3) (JkgTl.K™1)

Transfert de chaleur — Parametres et résultats. Les simulations sont effectuées pour diffé-
rentes températures de source. La circulation de I'air ambiant sur les bords supérieur et inférieur
se traduit par un coefficient de transfert de chaleur h = 50 W.m~2.K~!; la température ambiante
est fixée a Ty, = 300 K. La F1G. [2.10] montre la dynamique de chauffage lorsque la source de
température est fixée a 320 K. La F1aG. [2.11] montre 1’évolution de la température en fonction du
temps en deux points : I'un au centre du canal, 'autre au milieu de sa face supérieure. On observe
que la température de transition du PNIPAM (LCST ~ 32" C ~ 305 K) est atteinte dans l'intégralité
du canal en moins de 10 ms. Il faut environ 100 ms pour obtenir une température de 310 K dans
I'intégralité du canal. La température se stabilise apres quelques secondes (F1G. [2.12)).

3Cette approximation est pleinement validée par une comparaison quantitative des résultats donnés par ce modele
et un modele identique prenant en compte la convection : les résultats obtenus sont identiques.

4La fine couche de SiOs, qui ne mesure que 500 nm et a des propriétés trés proches du verre, est négligée en
premiere approximation.
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Fia. 2.9 — Maillage du modele de simulation du transfert de chaleur dans I’assemblage sous COMSOL.
La géométrie correspond a une coupe 2D dans le plan transversal au canal.
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FiGg. 2.11 — Simulation : évolution de la température en deux points du canal pendant la premiere
seconde de chauffage. Courbe supérieure bleue : point au centre; courbe inférieure verte : point
en haut du canal. Le graphe de droite représente les mémes données avec une échelle temporelle
logarithmique.

Conclusions. Les simulations montrent qu’une ligne chauffante simple permet de stabiliser 1'in-
tégralité du canal a une température supérieure a la LCST du PNIPAM en environ 100 ms. La tension
appliquée engendre un régime stationnaire et permet de controler la température. Les modeles sont
suffisamment flexibles pour étre adaptés en fonction des modifications de la technologie.

2.3.1.3 Réalisation technologique

Dessin. Le dessin du masque comporte deux lignes chauffantes paralleles : I'une de 500 ym de
large, I'autre de 100 um. La simulation a montré que des résistances de telles dimensions, du méme
ordre de grandeur que la largeur du canal (100 um), produisent un échauffement correspondant au
stimulus thermique dont nous avons besoin. Les deux lignes, distantes de 2 cm, sont longues de
8 cm et dotées, a chacune de leurs extrémités, d’un plot de 2 x 2 mm visant a faciliter la connexion
électrique. Une géométrie linéaire permet de chauffer I'intégralité du canal ou uniquement une partie,
selon la disposition choisie a I’assemblage : si le canal est placé longitudinalement sur la résistance,
il est chauffé dans son intégralité. Placé perpendiculairement, seule l'intersection entre le canal et
la résistance est chauffée. Cette géométrie permet donc de conserver une certaine flexibilité dans les
expériences.

Matériaux et caractéristiques. Nous réalisons les résistances selon un procédé standard « lift-
off » de dépot par métallisation. Elles sont composées d'une couche de 8000 A d’or déposée sur une
couche d’accroche de 1000 A de titane. L’or n’est pas le matériau idéal pour réaliser une résistance
chauffante ; on lui préfere souvent le silicium polycristallin (ou « polysilicium »), plus résistif. Ce-
pendant, la technique de dépot par métallisation est plus légere qu'un dépot de polysilicium a haute
température (environ 600 ° C pour un dépdt en LPCVD, low pressure chemical vapor deposition). 11
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F1G. 2.12 — Simulation : évolution de la température en deux points du canal pendant le chauffage.
Courbe supérieure bleue : point au centre ; courbe inférieure verte : point en haut du canal. (gauche)
Evolution pendant deux secondes, échelle linéaire; (droite) évolution pendant dix secondes, échelle
logarithmique.

est toujours possible de modifier ce matériau par la suite; le procédé technologique et le modele de
simulation sont facilement adaptables.

2.3.1.4 Caractérisation

Montage. Nous effectuons la caractérisation électrique et thermique avec un générateur et une
caméra infrarouge CEDIP Infrared systems (FIG. . La fenétre maximale de visualisation cor-
respond a une zone de 320 x 240 pixels, couvrant une surface de 5,7 x 4,3 mm. En raison de
la faible émissivité de 'or et de son fort coefficient de réflexion, il est impossible de mesurer la
température directement sur la résistance (voir la F1G. , ou l'or apparait noir). Nous mesurons
donc la température du pyrex jouxtant la résistance (en régime stationnaire, I’approximation est
pertinente), conjointement & une caractérisation électrique.

Caractérisation thermique et électrique. Les résultats pour la résistance de 500 ym sont
présentés sur la F1G. 2.15 On observe que la caractéristique courant—tension est linéaire dans
la gamme considérée; la résistance mesurée est de 8(). La température atteint 45° C pour une
puissance délivrée de 8 W ; ces résultats sont proches de la simulation, qui donne un résultat de
477 C pour 7 W la différence est attribuée aux simplifications du modele. Le chauffage est peu
efficace : ¢’est une conséquence du choix des matériaux utilisés pour fabriquer la résistance, ainsi que
de son design tres simplifié. Ce dispositif permet néanmoins d’obtenir facilement une température
supérieure a la température de transition du PNIPAM. En régime stationnaire (apres stabilisation),
la température est homogene sur plus de 1,5 mm autour de la résistance.
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F1G. 2.13 — Montage de caractérisation par thermographie infrarouge
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FiGc. 2.14 — Visualisation du chauffage par thermographie infrarouge sur la résistance de 500 yum.
(gauche) 0 V, 23°C; (droite) 7 V, 40" C. La résistance apparait noire en raison de la réflexion
infrarouge sur l'or.
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F1a. 2.15 — Caractérisation électrique et thermique des lignes chauffantes. (gauche) Caractéristique
courant—tension dans la gamme de température du dispositif; (droite) échauffement par effet Joule :
évolution de la température en fonction du courant (thermographie infrarouge).

2.3.2 Eléments chauffants adressables
2.3.2.1 Contexte et technologie

Contexte. La section précédente est dédiée au développement de lignes chauffantes simples, visant
a chauffer 'intégralité du canal de facon non discriminée ; cet objectif correspond par exemple a une
application biologique de la technologie PNIPAM : on souhaite que l'interaction avec les molécules bio-
logiques soit homogene. A Dinverse, une application de type fluidique (par exemple, le micromélange)
est basée sur I’hétérogénéité des charges de surface ; on souhaite dans ce cas controler ’état du PNI-
PAM précisément, a 1’échelle micrométrique. Cela implique des zones de chauffage micrométriques,
mais surtout indépendantes les unes des autres, autant au niveau de la commande que de 'influence
mutuelle.

Technologies. Deux voies technologiques ont été mises en ocuvre. La premiere, repose sur un
savoir-faire développé depuis plusieurs années au LAAS, basé sur une technologie polysilicium. Plu-
sieurs theses de doctorat ont été dédiées a ce travail [222] 223 224] 225] ; nous pouvons désormais
réaliser des matrices de microactionneurs ou microcapteurs thermiques adressables indépendamment.
La seconde voie, plus simple, utilise la technologie sur verre mise en place pour la réalisation des
lignes chauffantes. Elle est moins performante que la voie silicium en terme de miniaturisation et
de facilité d’adressage des éléments chauffants individuels; elle présente toutefois ’avantage d’un
assemblage final plus facile et surtout d’une technologie plus simple et moins onéreuse. Les travaux
présentés ci-apres ont été réalisés en collaboration avec Bertrand MARTY et Emmanuel COLLE.

Technologie silicium. Le dispositif d’adressage électrique est basé sur des éléments non linéaires
en polysilicium a seuil symétrique (F1G. [2.16] F1G.[2.17)). Les éléments non linéaires correspondent a
des zones P et NE] réalisées par implantation ionique dans une couche fine de polysilicium (0, 5 pm).
La caractéristique de seuil symétrique correspond a une structure NPN (ou PNP). Le seuil global

5La notion de zone P et N correspond au vocabulaire de la micro-électronique, en particulier au dopage de semi-
conducteur. Voir Physique de l’état solide, C. KITTEL, chapitre 8, « Conductivité due aux impuretés », p.201 [226].
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est modifié en ajustant le dopage ou en assemblant plusieurs structures élémentaires NPN en série.
Pour une présentation plus détaillée de la technologie mise en jeu, le lecteur peut se rapporter
aux publications associées [225], 227]. Bertrand MARTY a procédé a une caractérisation électrique
approfondie de ces éléments [225] ; ces résultats ne relevent pas directement de nos travaux et ne sont
donc pas détaillés ici. La section suivante présente néanmoins, de fagon résumée, la caractérisation
thermique effectuée par Emmanuel COLLE.

métallisation
aluminium
polysilicium P+ PNPNPPrPIr si0,
zone implantée N+ _ spbs:trat
silicium

F1aG. 2.16 — Schéma d’un élément individuel du dispositif chauffant adressable.

IH “ T

Fia. 2.17 — (gauche) Schéma de l'ensemble des éléments chauffants adressables. La zone grisée
représente un canal en PDMS. (droite) Photo du dispositif réalisé.

|

=

2.3.2.2 Caractérisation thermique

Thermographie infrarouge. De la méme maniere que pour les lignes chauffantes, nous ca-
ractérisons les éléments adressables par thermographie infrarouge. L’'un des éléments est mis sous
tension de maniere a dépasser le seuil et produire de la chaleur. La température est mesurée sur
’élément chauffé ansi que sur ses voisins (non alimentés), en fonction de la tension appliquée. Les
résultats sont présentés sur la F1G. On observe tout d’abord qu’il est nécessaire d’appliquer de
fortes tensions pour atteindre la température de transition du PNIPAM : 135 V pour 32 ° C. Cela est
du au design du dispositif, congu comme un détecteur tres sensible aux variations de température.
La caractérisation montre que les proches voisins chauffent également, en raison de la conduction
thermique dans le substrat ; si ’élément sous tension est a 32 ° C, ses plus proches voisins sont a
environ 27" C. On préfére généralement chauffer le PNIPAM au-dela de sa LCST, vers 40 a 50 ° C;
or, des 40 ° C sur I’élément sous tension, ses premiers voisins atteignent 32 ° C. Des efforts doivent
donc étre faits pour mieux isoler les éléments chauffants les uns des autres. On peut par exemple
envisager de réaliser ces dispositifs sur substrats verre ou pyrex, moins conducteurs que le silicium ;
la technologie mise en ceuvre n’est en effet pas dépendante d’un substrat en silicium.
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Fia. 2.18 — Caractérisation d’une série d’éléments chauffants adressables par thermographie infra-
rouge.

2.3.3 Conclusions

Lignes chauffantes. J’ai traité dans cette partie de deux types d’éléments chauffants; chacun
correspond a une application différente du PNIPAM. Le premier dispositif est une ligne chauffante
simple, visant a chauffer 'intégralité du canal sans discrimination. Il fait appel a une technologie
micro-électronique volontairement limitée. La caractérisation de ce systeme montre que, méme non
optimisé, ses performances sont acceptables. Le dispositif chauffant n’est donc pas un point bloquant
dans le développement de la technologie intégrée PNIPAM : le LAAS, en particulier le groupe N2Is,
dispose de la technologie et du savoir-faire pour optimiser ce systeme et pour I'adapter aux autres
éléments du dispositif. De nombreuses améliorations sont envisageables :

Polysilicium. Nous avons utilisé une résistance en couche d’or sur titane en raison de la facilité de
dépot de ces couches. Le silicium polycristallin montre des propriétés électro-thermiques plus
intéressantes, mais implique une technologie 1égerement plus lourde. Il peut étre intéressant
de tester ce matériau.

Transparence. L’application visée du dispositif appartient au domaine des laboratoires sur puces.
Le domaine de la biologie fait souvent appel a la microscopie; 'expérience a montré qu’il est
préférable de concevoir des dispositifs aussi transparents que possible, afin de faciliter leur
utilisation en microscopie. Ainsi, un élément chauffant en métal placé sous le canal interdit
toute utilisation d’un microscope inversé, dans lequel I'objectif est situé sous 1’échantillon.
Dans cette optique, il est intéressant d’explorer la piste de I''TO (indium tin oxyde, oxyde
d’indium-étain) ; ce composé, déja tres utilisé pour 1’électromouillage, a la particularité d’étre
un conducteur électrique transparent.

Design. Enfin, le design proposé est volontairement tres simple. Il faut probablement ’adapter en
fonction des contraintes des autres éléments du dispositif. Par exemple, s’il s’avere impossible
d’utiliser des résistances transparentes en ITO, on peut envisager de modifier le design pour
dédoubler la résistance en deux résistances paralleles, le canal étant aligné entre elles. Ainsi,
I’observation par le dessous devient possible, tout en conservant I’homogénéité de température
dans le canal.
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Eléments adressables. Le second dispositif chauffant n’a pas été développé particulierement
pour notre application ; il a été concu avant tout comme un capteur de température. Son intérét
majeur est de comporter des éléments chauffants miniaturisés adressables individuellement : une
telle fonctionnalité est exactement ce dont nous avons besoin pour réaliser des mélangeurs électroci-
nétiques. Cependant, les dispositifs que nous avons pu tester ne sont pas adaptés a notre application.
D’autres dispositifs ont été réalisés mais ils n’ont pas encore été évalués.

2.4 Fonctionnalisation de surface et greffage du PNIPAM

2.4.1 Chimie de greffage du PNIPAM

2.4.1.1 Couche d’accroche de silane

TMSPM. Nous avons choisi le silane 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate (TmMspMm, CAS :
2530-85-0) en raison de son extrémité méthacrylate, capable de réagir avec le polymere [228] ; il est
aussi appelé y-méthacryloxypropyltriméthoxysilane (MAPTMS). Sa formule est donnée sur la FIG.
2.19] Ce silane est neutre, il ne s’ionise pas en solution. Son extrémité Si-(OCHj)s (triméthoxysilane)
est destinée a s’accrocher sur la surface a fonctionnaliser.

0
\

0 OCH,
— |
HzC { K Si— OCH;
CH3 ‘
OCH;

F1G. 2.19 — Molécule de 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate

Silanisation. Le protocole établi s’inspire du protocole de fonctionnalisation « CEA-2 », développé
au CEA-Léti pour immobiliser des sondes biologiques sur des biopuces [229] 230]. Le protocole établi
pour le greffage du TMSPM comprend les étapes suivantes :

Activation de la surface par un bain de NaOH ou par plasma O,, afin de créer des fonctions
silanol Si-OH. Lavage a I'eau désionisée (EDI).

Neutralisation HCI (si activation NaOH ou Brown) a 0,5 N pour neutraliser la basicité de la
soude, puis lavage a I'EDI.

Lavages a I’éthanol, afin de chasser au maximum les traces d’eau qui pourraient interagir avec
les molécules de silane.

Lavages au solvant de silanisation, s’il est différent de I’éthanol.

Silanisation : le silane est dilué dans un solvant organique, de type éthanol, méthanol, trichlo-
roéthylene ou hexadécane. Les concentrations habituellement utilisées pour la modification
de surface sont de l'ordre de 10~* M. Dans le cas des capillaires et microcanaux, la forte
augmentation du rapport surface sur volume oblige a utiliser des concentrations beaucoup
plus élevées (de I'ordre de 1071 M). Dans le cas contraire, il pourrait y avoir une hétérogénéité
de la silanisation dans le capillaire : la solution s’appauvrit en silane au fur et a mesure de sa
progression dans le canal. La silanisation dure généralement une nuit, a température ambiante.
Lavages au solvant de silanisation et 1’éthanol, puis séchage.
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— Réticulation (éventuelle) afin de stabiliser la couche organique : recuit en étuve pendant trois
heures a 110 ° C.
Des modifications mineures ont lieu selon le support de fonctionnalisation (voir la section
: type d’activation, nombre de lavages, nature du solvant, réticulation. Le protocole général
reste toutefois le méme; il amene a une surface exposant des groupes acryliques préts a réagir avec
le polymere a greffer.

2.4.1.2 Polymérisation de ’acrylamide et du NIPAM

Contexte. Les polymeres & base d’acrylamide (F1G. [2.20] CAS : 79-06-1) sont trés utilisés en
biochimie, notamment pour 1’électrophorese. Ils sont depuis longtemps utilisés en tant que gel [231] ;
plus récemment, ils ont été utilisés comme revétements de canaux (capillaires ou puces), pour
diminuer le phénomene d’électro-osmose et empécher 1'adsorption de protéines sur les parois [232),
233]. Les mécanismes de polymérisation radicalaire en chaine de l'acrylamide sont maintenant bien
connus [234]. L’acrylamide est particulierement intéressant pour nous, car il est tres proche du
NIPAM. Le polyacrylamide (PAM) est ’équivalent d’un PNIPAM non thermosensible qui resterait
toujours dans l’état hydrophile déplié; il consistue par conséquent un excellent témoin pour nos
expériences. On le substitue également parfois au PNIPAM dans certains tests préliminaires, afin de
supprimer la variable thermosensible.

FiG. 2.20 — Molécule d’acrylamide.

Polymérisation. On distingue deux grandes catégories de réactions de polymérisation : la poly-
mérisation en chaine et la polymérisation par étapes. Une réaction de polymérisation en chaine est
une réaction conduisant a la formation de polymeres par additions successives de monomeres sur
une extrémité active de la chaine macromoléculaire. Si cette extrémité active est un radical, on parle
de polymérisation radicalaire ; les polymérisation d’acrylamide et de NIPAM que nous réalisons sont
des polymérisations en chaine radicalaires. Elles se déroulent en trois phases : ’amorcage, la pro-
pagation et la terminaison. L’amorcage comprend deux sous-étapes. La premiere est la génération
de radicaux primaires a l'aide d’un initiateur (EQ. [2.4). La seconde est I'addition du radical pri-
maire sur une premiere unité monomere pour former le premier « maillon » de la chaine polymere
en croissance (EQ. . C’est, d’'une maniere générale, la premiere réaction qui constitue 1'étape
lente, et gouverne donc la vitesse globale du processus d’amorcage. La propagation est la princi-
pale étape de la polymérisation radicalaire (EQ. . C’est au cours de cette étape que la chaine
macromoléculaire se forme, par additions successives d’unités monomeres sur le « macro-radical »
en croissance. La terminaison correspond a la rencontre d’un polymere ayant un monomere activé
en bout de chaine et d’une espece qui désactive ce monomere. Par exemple, deux macro-radicaux
peuvent, lors d’une réaction de recombinaison, reformer une liaison covalente.
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Protocole. Le protocole est adapté de celui proposé par S. HIERTEN [228| 235]. On prépare une
solution aqueuse d’acrylamide a 5% (w/v), dans lequel bulle de 'azote pendant 3 heures : il s’agit
de chasser le dioxygene O, susceptible d’inhiber la polymérisation en réduisant les radicaux libres.
Puis, on ajoute l'initiateur (persulfate d’ammonium, (NHy)2S2Og, CAS : 7727-54-0) et un catalyseur,
le TEMED (N,N,N’,N'-tetraméthyléthylenediamine, CAS : 110-18-9) ; leurs concentrations finales
sont respectivement de 5 mg/mL et de 1 pL./mL. Aussitot la solution préte, elle est introduite dans
le canal a fonctionnaliser, dont les surfaces ont été préalablement greffées de silane TMSPM. Au bout
d’une heure, le canal est abondamment rincé a ’eau désionisée, afin de ne laisser que les chaines
d’acrylamide chimisorbées sur la surface. Ce protocole amene a un greffage épars du polymere et
des chaines longues.

Polymérisation du NIPAM. J’ai présenté en détail le poly(/N-isopropylacrylamide) a la section
[1.3] Les mécanismes de polymérisation sont trés proches de ceux mis en jeu pour acrylamide; le
protocole de greffage est identique.

2.4.1.3 Supports de fonctionnalisation

Subtrats de silicium ou silice. Avec notre protocole, le PNIPAM peut étre greffé sur toute
surface modifiable avec le TMSPM. Le TMSPM est un silane, donc facilement greffable sur toute
surface de silicium ou de silice. Nous réalisons la fonctionnalisation selon ce protocole sur des wafers
de silicium (avec oxyde SiOy natif ou oxydation thermique), des substrats de verre (par exemple,
des lames de microscope), des couches d’oxyde SiOs PECVDE] et des microbilles de silice. Sur ces
supports, le greffage fonctionne de fagon efficace et tres reproductible. Quelques aménagements du
protocole sont nécessaires selon les substrats : par exemple, pour fonctionnaliser les microbilles de
silice (diametre 5 & 10 ym), nous utilisons un mélangeur et une centrifugeuse, afin de manipuler
les billes et les solutions. Cependant, ces modifications sont mineures et n’aboutissent pas a des
résultats différents.

Autres substrats. L’application visée incite a augmenter autant que possible la surface fonction-
nalisée, afin d’augmenter la surface d’interaction avec les molécules biologiques. Il est donc tentant
de fonctionnaliser les surfaces de PDMS, qui constituent trois des quatre murs des canaux de notre
dispositif (le quatrieme étant une couche de SiOs). Je détaille ces travaux dans la section [2.4.3.1]

2.4.2 Caractérisation chimique de la fonctionnalisation

Techniques. Nous avons mis en ceuvre différentes techniques de caractérisation des couches chi-
miques greffées lors de la fonctionnalisation. La mesure d’angle de contact de goutte d’eau est une
mesure de routine tres répandue, mais qui ne fournit qu’une information limitée. Les spectroscopies
Raman et infrarouge classiques se sont révélées incapables de détecter nos couches [236]. Il faut donc
se tourner vers des techniques plus poussées : la spectroscopie infrarouge a réflexions internes mul-
tiples, et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en transmission. Toutes ces techniques
servent a vérifier le bon déroulement des différentes étapes et la présence des fonctions chimiques
greffées.

6 Plasma-enhanced chemical vapor deposition : méthode de dépot de couches minces utilisé en micro-électronique.
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2.4.2.1 Angle de contact

Théorie et principe. Dans le domaine de la fonctionnalisation de surface, la mesure d’angle de
contact est régulierement employée pour vérifier le bon déroulement des diférentes étapes. Les ordres
de grandeur d’hydrophilie et d’hydrophobie peuvent, en effet, étre associés aux fonctions chimiques
que l'on s’attend a trouver sur la surface. Elle consiste a déposer, sur la surface a caractériser,
une goutte d’un liquide choisi. Le mouillage entre les deux phases est défini par les interactions
cohésives entre la surface et le liquide a 1’échelle moléculaire. Selon 'affinité entre la surface et le
liquide, la goutte s’étale plus ou moins (F1G. [2.21). Thomas YOUNG a établi en 1805 la relation
entre I’angle de contact 0. de la goutte et les énergies interfaciales v définissant 1’équilibre mécanique
de la ligne triple de contact liquide — solide — gaz (EQ. [237]. Pour plus de détails sur la notion
de mouillage, le lecteur peut se rapporter aux travaux de P.-G. DE GENNES [238, 239].

YsG — VSL (2.7)
VLG

cosf,. =

F1G. 2.21 — Représentation schématique d’une goutte de liquide en mouillage partiel sur une surface
solide. S signifie solide, L liquide et G gaz.

Utilisation en routine. Nous utilisons la mesure d’angle de contact comme méthode de carac-
térisation de routine afin de vérifier le bon déroulement des étapes de fonctionnalisation. Ainsi, la
premiere étape de la silanisation (activation a la soude ou au plasma) crée de nombreuses fonctions
silanol (Si-OH), qui rendent la surface tres hydrophile. Cela correspond & un étalement prononcé
de la goutte, donc a un angle de contact faible (~ 20" ). Apres silanisation, on obtient un angle
compris entre 70 “et 80 °, selon I'état de stabilisation de la couche. L’acrylamide, quant a lui, est
un polymere connu pour son hydrophilie.

Mesures dynamiques. La mesure d’angle de contact est encore plus intéressante pour le cas
du PNIPAM, puisque la mouillabilité de la surface change dynamiquement avec la température. Une
surface de PNIPAM « froid » (T' < LCST) montre les propriétés d’une surface hydrophile; a I'in-
verse, une surface de PNIPAM « chaud » (T' > LCST') se comporte comme une surface hydrophobe.
L’expérience a montré qu’il est délicat d’effectuer des mesures statiques, car cela implique la ther-
malisation de tous les éléments de la chaine : le réservoir d’eau, le circuit d’eau amenant la goutte,
la chambre de mesure, le substrat, etc. Une mesure statique porte sur ’état figé de la goutte apres
une durée déterminée. La technique dynamique consiste a faire varier, avec la seringue, le volume
de la goutte en continu, en étudiant la variation de I'angle de contact [240]. Lorsqu’on augmente
le volume de la goutte, sa base s’élargit et progresse sur la surface; on obtient ainsi un angle de
contact d’avancement (F1G. . Inversement, en diminuant le volume de la goutte, le liquide est
aspiré, la base de la goutte rétrécit, donnant un angle de contact de recul. Nous avons donc opté
pour des mesures dynamiques, plus riches en information.
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\ 6

(a) (b)

F1G. 2.22 — Schéma de mesures dynamiques d’angle de contact. (a) Augmentation du volume de la
goutte et mesure de 'angle d’avancement 6, ; (b) diminution du volume de la goutte et mesure de
I’angle de recul 6,

Mesures dynamiques sur PNIPAM. La FiG. montre I’évolution, en fonction de la tempé-
rature, de 'angle de contact d’avancement sur une surface fonctionnalisée avec du PNIPAM. L’angle
de contact sur une surface de silane (TMSPM) est donné pour référence. On constate que l'angle
d’avancement sur PNIPAM croit de fagon significative (~ 68" a 83 "), en particulier autour de la
température de transition (LCST ~ 32°); l'angle de contact d’avancement sur surface de TM-
SPM reste constant autour de 74 °sur toute la gamme de température testée. Ces résultats sur
PNIPAM sont & rapprocher de ceux de HUBER et al. [I84], qui observent un comportement simi-
laire sur des couches de PNIPAM d’environ 7,5 nm. PLUNKETT et al. [127] rapportent également
ce phénomene sur des couches de PNIPAM de 19,5 nm. Nos protocoles de silanisation et de po-
lymérisation sont différents; ils débouchent probablement sur des couches ayant une densité de
greffage et une épaisseur différentes. Cependant, la ressemblance du comportement est un premier
argument confirmant la présence de PNIPAM sur nos substrats.

&1 A
80 1

75 1

70 4

Advancing Contact Angle (°)

65 . . . . .
25 30 35 40 45 50
Temperature (°C)

Fia. 2.23 - Evolution, en fonction de la température, de ’angle de contact d’avancement d’une
goutte d’eau sur une surface de PNIPAM ( ) et sur une surface de silane TMSPM (4 ).
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Hystérésis sur PNIPAM. La FiG. [2.24] montre ’évolution, en fonction de la température, de
I'hystérésis entre I'angle de contact d’avancement et 1’angle de contact de recul sur une surface
fonctionnalisée avec du PNIPAM. On constate que la valeur de I'hystérésis augmente également
avec la température, en particulier autour de la LCST; I'hystérésis sur le silane reste constant.
L’hystérésis sur PNIPAM suit le comportement de ’angle de contact d’avancement, ce qui signifie
que l'angle de contact de recul est peu sensible a la température : une partie des molécules de PNIPAM
présente a la solution aqueuse les mémes groupes chimiques indépendamment de la température de
transition. Un tel comportement a déja été rapporté dans la littérature [241], 127]. Récemment, nos
collegues spécialistes en modélisation a 1’échelle atomique ont découvert que cet hystérésis pouvait
étre expliqué par la présence de monomeres de NIPAM sous forme syndiotactiqued| dans les chaines
de pNIPAM [121]. Dans les monomeres de NIPAM syndiotactique, les groupes polaires amide ne sont
pas saturés par les interactions intramoléculaires dans ’état replié, comme c’est le cas pour la forme
isotactique. Ces groupes sont alors libres d’interagir avec les molécules d’eau de la solution.
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Fic. 2.24 - Evolution, en fonction de la température, de I’hystérésis entre ’angle de contact d’avan-
cement et de recul d’une goutte d’eau sur une surface de PNIPAM ( ®) et sur une surface de silane

TMSPM (A).

Conclusion. La mesure d’angle de contact est une méthode rapide, simple et peu cotteuse. Elle
permet d’obtenir des informations simples, mais toutefois limitées, sur la surface et les molécules
chimiques qui y sont greffées. Nous I’avons utilisée comme méthode de routine pour vérifier les étapes
de fonctionnalisation. Elle a également permis d’identifier des surfaces dont le comportement est
cohérent avec la présence de PNIPAM. Cependant, il est nécessaire de mettre en ceuvre des méthodes
plus poussées pour réellement valider la présence de silane et de PNIPAM sur nos surfaces. Ces
méthodes et leurs résultats font I'objet des deux sections suivantes.

2.4.2.2 Spectroscopie infrarouge a réflexions internes multiples

Principe. La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique d’identification et de caractérisation
chimique, basée sur I’absorption du rayonnement infrarouge par les liaisons chimiques de 1’échantillon.

"Une macromolécule ou un polymere syndiotactique est principalement constitué dunités élémentaires
régulierement alternées. Au contraire, dans une macromolécule isotactique, ces composants élémentaires sont tous
organisés de la méme fagon.
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La technique ATR (attenuated total reflection, réflexion totale atténuée), également appelée MIR
(multiple internal reflection, réflexion multiple interne) utilise une propriété de la réflexion to-
tale appelée onde évanescente. Cette méthode a I'avantage de permettre une analyse directe d'un
échantillon solide ou liquide sans préparation particuliere. Dans un montage ATR classique, un fais-
ceau infrarouge est envoyé a travers un cristal positionné précisément en contact avec I’échantillon
a analyser (voir la F1G. . L’ensemble est positionné de fagon a ce que le faisceau se reflete
au moins une fois sur la surface du cristal en contact avec 1’échantillon a analyser. Cette réflexion
crée une onde évanescente qui se propage sur 1’échantillon sur quelques micrometres; ce rayon-
nement infrarouge est absorbé de facon caractéristique par les liaisons chimiques de 1’échantillon.
Un détecteur placé a l'autre extrémité du cristal collecte le faisceau modifié. Pour une approche
plus approfondie de cette technique, le lecteur peut se rapporter a 'ouvrage de référence Internal
Reflection Spectroscopy de N.J. HARRICK [242].

échantillon

cristal

détecteur
source IR

F1G. 2.25 — Schéma d’un montage de spectroscopie infrarouge ATR.

Montage expérimental. La technique ATR/MIR est particulierement utile pour 'analyse de
solides (tels que des poudres) et de liquides. Cependant, pour caractériser des échantillons fonction-
nalisés, des adaptations sont nécessaires. Une solution couiteuse est de fonctionnaliser directement le
cristal ATR : I’onde évanescente parcourt ainsi la zone fonctionnalisée. Une autre solution, développée
au CEA-Léti, permet la caractérisation directe d’échantillons de silicium fonctionnalisés [243]. Elle
fait appel a un montage comprenant deux prismes de silicium servant d’entrée et de sortie au
faisceau infrarouge dans la plaque de silicium fonctionnalisée (voir la FIG. . Cette technique a
déja été appliquée a I’analyse de couches chimiques servant a I’accrochage d’espece biologiques [244].
Les travaux présentés ci-apres ont été réalisés en collaboration avec Névine ROCHAT et Guillaume
DELAPIERRE, du CEA-Léti, Grenoble, France.

Echantillons. Nous découpons les échantillons a partir d’un wafer de silicium de 4 pouces, dopé
P et doublement poli. L’épaisseur mesurée est de 530 pum et la résistivité de 20 Q2.cm. Apres une
activation de la surface plasma Ogﬂ, les échantillons sont plongés dans une solution de silane a
10 % en méthanol aussitot apres, selon le protocole habituel décrit au paragraphe[2.4.1.1 L'un des
échantillons est réservé, tandis que l'autre subit ensuite le greffage de PNIPAM tel que décrit au

paragraphe [2.4.1.2]

Résultats et discussion — Silane. Le lecteur peut se rapporter aux formules du silane TMSPM
(p- et du NIPAM (p. pour comparer les fonctions chimiques identifiées sur les spectres IR-ATR.
Le spectre obtenu sur 1’échantillon de silane est donné a la FIG. . Le groupe acrylate (ester)
est bien identifié autour de 1700 cm™!, notamment & 1722 cm™!; on observe aussi le stretching

81000 mL/min O & 800 W sans cage pendant 5 min.
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mécanisme
de blocage
échantillon Si pointe SiO,
-/
prisme Si
source IR détecteur

Fi1G. 2.26 — Schéma du montage de spectroscopie infrarouge MIR a deux prismes développé au
CEA-Léti (d’apres [243)]).

(étirement) de -C=CHj & 1639 cm ™. Les contributions des groupes aliphatiques sont visibles autour
de 1900 cm™~!. La contribution au-dela de 3100 cm™! est attribuée & I’eau résiduelle.

Résultats et discussion — PNIPAM. Le spectre obtenu sur I’échantillon de PNIPAM (greffé
via une couche de silane) est donné a la F1G. . Le pic acrylate provenant du silane est toujours
visible & 1722 cm™!. Le pic & 1646 cm™! correspond au mode stretching de C=0 (amide I); le
pic & 1531 cm™! est affecté au mode bending (pliage) de NH (amide II), avec les modes stretching
correspondants autour de 3300 cm™!. La succession de pics autour de 2900 cm™! correspond au
mode stretching de C—H aliphatique.
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F1G. 2.27 — Spectre IR-ATR d'un échantillon de silicium doublement poli fonctionnalisé avec le silane
TMSPM.
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Fi1G. 2.28 — Spectre IR-ATR d’un échantillon de silicium doublement poli fonctionnalisé avec le
PNIPAM via une couche d’accroche de silane.

Conclusion. Les bandes d’absorption caractéristiques acrylate, amide I et amide II confirment
la présence de ces groupements, présents dans le TMSPM et le PNIPAM. Les spectres obtenus sont
donc cohérents avec la présence de silane et de PNIPAM sur les échantillons analysés. Ces résultats
sont encourageants, mais incomplets : d'une part, la présence d’eau résiduelle géne une partie des
mesures autour de 3300 cm™!. Par ailleurs, la limite inférieure de la gamme de mesure (1400 cm™!)
ne donne pas acces a une partie du proche infrarouge. Nous avons eu 'opportunité de collaborer
avec une autre équipe spécialisée en spectroscopie infrarouge afin de consolider ces résultats; ces
travaux font 'objet de la section suivante.

2.4.2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en transmission

Principe. Le principe général est le méme que dans la section précédente : I’échantillon a analyser
est soumis a un rayonnement infrarouge dont I’absorption est caractéristique des liaisons chimiques
présentes dans 1’échantillon. En spectroscopie infrarouge classique (dispersive), on utilise un mo-
nochromateur pour faire varier la fréquence du faisceau infrarouge; on mesure alors pour chaque
fréquence 'énergie absorbée par les liaisons chimiques. En spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (Fourier transform infrared, FTIR), on remplace le monochromateur par un interférometre,
afin de mesurer une gamme complete de fréquences simultanément ; la transformée de Fourier du
signal mesuré donne acces a un spectre caractéristique du composé analysé. Pour plus de détails
sur cette technique, le lecteur peut consulter 'ouvrage complet de Brian C. SmiTH [245].

Protocole expérimental. Les travaux présentés dans cette section ont été réalisés en collabora-
tion avec Meng L1 et Yves J. CHABAL, du Laboratory for Surface Modification, Rutgers University,
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Piscataway, NJ, USA. Les échantillons sont identiques a ceux décrits dans la section précédente.
Les mesures sont effectuées en transmission, selon deux angles. La mesure selon ’angle d’incidence
de Brewster est sensible a la fois aux composantes normales et tangentielles des modes de vibration
des liaisons chimiques. La mesure selon l'incidence quasi-normale, en revanche, n’est sensible qu’a
la composante tangentielle (parallele a la surface). La combinaison des deux mesures permet, une
fois I'affectation des pics effectuée, de déterminer 'orientation des molécules sur la surface.

Résultats et discussion — Silane. Le spectre obtenu sur I’échantillon de silane est donné a
la F1a. [2.29] L’assignation des pics aux liaisons chimiques est effectuée par les spécialistes de la
spectroscopie infrarouge. Le lecteur peut se rapporter a la représentation du silane TMSPM p.
pour comparer les fonctions chimiques identifiées sur le spectre FTIR. L’assignation des pics permet
notamment d’identifier des bandes d’absorption caractéristiques des fonctions acrylate entre 1600 et
1700 em ™. Les pics a 1720 et 1702 cm ™! sont assignés aux vibrations de stretching de la liaison C=0
dans le groupe -C=C-C(=0). Les pics a 1640 et 877 cm™! sont assignés aux modes stretching de
la liaison C=C et au bending C—H hors-plan du groupe -C=CH, ([246] pp.163, 104, 106). La région
1000 — 1300 cm ™! est plus complexe; elle contient des modes provenant de différentes bandes. Elle
inclut les modes stretching asymétrique (1250 — 1300 ecm™!) et symétrique (1050 — 1200 cm™!) de
C-O-C ([246] p.177). Elle contient également les modes de phonong’| optiques longitudinaux (LO) et
transverses (TO) de complexes Si—O-Si, formés soit entre molécules de silane réticulées, soit a partir
de la chimisorption sur la surface de silicum oxydée (mode TO dans la gamme 1040 — 1060 cm ™,
mode LO dans la gamme 1150 — 1200 cm™!). Une particularité importante du mode de phonon
LO est son absence sur le spectre obtenu en incidence quasi-normale (F1G. [2.29| (b)) ; cela signifie
qu’il est polarisé normalement a la surface. Deux autres contributions possibles dans la région
1000 — 1300 cm ™! sont le mode stretching de Si—-O-C & 1100 cm™ et le mode rocking (balancement)
de CH3 & 1190 em ™! ; ces deux contributions peuvent étre dues a une hydrolyse incompleéte du silane

(Si-O-CH).

Résultats et discussion — PNIPAM. Le spectre obtenu sur 1’échantillon comprenant la couche
d’accroche de silane et le PNIPAM est donné a la F1a. 2.30] L’analyse FTIR révele la présence de
bandes d’absorption caractéristiques des groupes amide I et amide II entre 1500 et 1700 cm™!.
On observe également des bandes d’absorption autour de 3000 cm™!, correspondant au groupe
isopropyl (se rapporter a la représentation du PNIPAM p. [25]). Plus précisément, les pics entre 1500
et 1700 cm™! sont attribués a plusieurs modes stretching de CH (~CHs et —CHy) ; le pic & 1656 cm ™!
correspond au mode stretching de C=0 (amide I); le pic & 1535 cm™! est affecté au mode bending
de NH (amide II), avec les modes stretching correspondants autour de 3300 cm™'. Les bandes
A 1460 cm™! et 1377 cm™! correspondent respectivement aux modes de bending asymétrique et
symétrique de CHjs; la bande d’absorption & 1460 cm ™! peut également contenir une contribution
des modes scissoring (cisaillement) de ~CHs, qui chevauchent le mode bending de —~CHs.

Conclusion. Les spectres et leur analyse confirment la présence de TMSPM et de chaines de
PNIPAM sur les substrats de silicium. Les mesures ont été effectuées sur des échantillons nettoyés
de fagon rigoureuse a l’eau et en bain ultrasons, pour décrocher les éventuelles chaines de PNIPAM
physisorbées sur la surface. On peut donc en conclure que ces chaines sont chimisorbées sur la
surface : notre chimie est efficace.

9Un phonon est un quantum de vibration dans un solide cristallin. Les branches optiques apparaissent & partir
de plusieurs atomes par maille primitive. Charles KITTEL présente ces notions de fagon approfondie dans Physique
de état solide [226], chap. 4.
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2.4.3 Modifications du protocole
2.4.3.1 Fonctionnalisation du PDMS

Motivation. L’application biologique visée incite a augmenter la surface d’interaction entre le
PNIPAM et les molécules biologiques. Il est tentant d’essayer de fonctionnaliser les surfaces de PDMS,
qui constituent trois des quatre murs des canaux de notre prototype. Il s’agit dans cette section de
déterminer si notre chimie est facilement transférable au support PDMS.

Résistance du PDMS aux solvants organiques. Le PDMS est généralement peu compatible
avec la majorité des solvants organiques, qui le font gonfler [208]. Afin de préparer des tests de
fonctionnalisation du PDMS, nous effectuons un test élémentaire de résistance de notre PDMS aux
habituels solvants utilisés pour la silanisation : le tricholoroéthylene, I’hexadécane, le méthanol et le
toluene. Trois morceaux de PDMS séjournent pendant 24 heures dans ces solvants, puis nous compa-
rons leur masse; les résultats sont présentés dans le TAB. [2.3] On observe que le trichloroéthylene et
le toluene imbibent completement le PDMS et doivent donc étre écartés. Dans ce test, le méthanol ne
semble pas affecter le PDMS. L’hexadécane entraine une hausse de masse qui n’est pas redhibitoire.
Une observation supplémentaire, qui n’apparait pas dans ce tableau, est que les échantillons ayant
séjourné dans le méthanol ou ’hexadécane ont conservé une certaine élasticité, contrairement aux
deux autres échantillons qui sont devenus cassants. Nous testons donc la fonctionnalisation du PDMS
dans le méthanol et ’hexadécane.

TAB. 2.3 — Comparaison de I’augmentation de masse d’échantillons de PDMS ayant séjourné pendant
24 heures dans différents solvants organiques.

solvant trichloroéthylene hexadécane méthanol toluene
masse initiale 451 mg 570 mg 497 mg 507 mg
masse finale 1170 mg 774 mg 503 mg 954 mg
augmentation (%) 159 % 36 % 1,3 % 88 %

Protocole. Nous préparons des échantillons de PDMS, soumis & une activation au plasma O4[} afin
de procéder a différents tests de fonctionnalisation : dans l’hexadécaneEL dans le méthanol (aveciT_Z] et
sanﬁ catalyse par acide acétique) et dans le silane pur. Les témoins correspondent a des substrats
subissant le méme traitement, mais sans le silane. Une étape de greffage de polyacrylamide (5 %
(m/v)) simule accrochage d’une couche de PNIPAMM| Des substrats de verre servent de référence
pour la caractérisation par mesure d’angle de contact de goutte d’eau.

Témoins. Les résultats sont présentés sur la Fia. [2.31] Les résultats obtenus sur lame de verre
indiquent le comportement recherché : 'angle de contact de goutte d’eau obtenu apres silanisa-
tion sur lame de verre est entre 70 “ et 80~ selon le solvant, ce qui est cohérent avec nos résultats

107000 mL/min O & 200 W avec cage pendant 30 s.
1190 % hexadécane, 10 % silane. Cette haute concentration en silane, non nécessaire ici, est héritée du protocole

de silanisation en capillaires (voir le paragraphe [2.4.1.1)).
1290 % méthanol, 8 % EDI, 2 % silane, quelques gouttes d’acide acétique.

1390 % méthanol, 8 % EDI, 2 % silane.
141] arrive souvent que 1’on remplace le PNIPAM par du polyacrylamide, un polymeére non thermosensible trés proche

du PNIPAM. Voir la section [2.4.1.2
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F1a. 2.31 — Caractérisation de la fonctionnalisation du PDMS (silane et acrylamide) par mesure de
I’angle de contact d’une goutte d’eau. PAAm signifie polyacrylamide.

précédents [247]. Cet angle décroit ensuite entre 20 et 30 “ apres greffage du polyacrylamide, bien
connu pour étre hydrophile [248].

Résultats. Les résultats obtenus sur PDMS pour le silane ne sont pas concluants. L’angle de
contact apres silanisation reste proche de l'angle de contact mesuré sur les témoins, autour de
100 . Ces valeurs sont a rapprocher du comportement natif du PDMS, qui est hydrophobe. C’est
d’ailleurs également le comportement observé sur ces échantillons apres ’étape de polymérisation de
Iacrylamide, a l'exception d'un. L’échantillon de PDMS fonctionnalisé par le protocole « méthanol
+ acide acétique » montre une surface hydrophile (~ 40 °) apres polymérisation d’acrylamide. Ce
résultat encourageant n’a néanmoins pas pu étre reproduit lors d’expériences complémentaires de
vérification.

Conclusion. Notre protocole bien établi fonctionne de fagon reproductible sur les supports de
fonctionnalisation usuels a base de silice : capillaires, SiO,, verre, pyrex. Les expériences menées sur
le PDMS visent a établir si ce protocole est facilement transférable sur support PDMS. Les résultats
montrent que la fonctionnalisation du PDMS se heurte a de sérieuses difficultés, qui nécessitent des
compétences pointues en chimie des surfaces; nous décidons donc de ne pas continuer sur cette
voie et de choisir comme méthode alternative I'utilisation de microbilles de silice, qui augmentent
la surface possible d’interaction.

2.4.3.2 Modification du protocole

Densité de greffage. Lors des expériences d’accrochage et décrochage de protéines (voir le cha-
pitre suivant), nous observons une désorption incomplete des molécules biologiques. Il est possible
que ce probleme vienne d’'une adsorption non spécifique des protéines sur des zones non recouvertes
de PNIPAM ; il est donc souhaitable d’augmenter la densité de greffage de silane et de PNIPAM sur
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les substrats. Par ailleurs, BUNKER et al. ont également remarqué que ’adsorption réversible de
protéines est meilleure avec des films de polymeres sous forme de brosse, ayant une haute densité
de greffage [249].

Modifications du protocole. La silanisation se déroule de facon identique, a la différence du
silane ; on utilise le (3-mercaptopropyl)triméthoxysilane (MpTMS, F1a.[2.32] CAS : 4420-74-0) au lieu
du T™MSPM. La polymérisation du NIPAM, en revanche, est effectuée selon un tout autre protocole.
On prépare une solution contenant a 25% (m/v) de PNIPAM en dioxane. L’initiateur utilisé est
’azobisisobutyronitrile (AIBN, CAS : 78-67-1) a raison de 20 mg/mL. L’ensemble est chauffé 4 80 ° C
pendant deux heures pour activer la polymérisation. Cette chimie modifiée n’a pas été caractérisée de
facon aussi approfondie que la chimie initiale. Les résultats obtenus avec cette chimie sont détaillés
au chapitre suivant.

HS OCHj;

|
Si— OCHj

OCH;

F1a. 2.32 — Molécule de (3-mercaptopropyl)triméthoxysilane

2.4.4 Conclusions

Fonctionnalisation et caractérisation. J’ai détaillé dans cette section nos travaux concernant
la fonctionnalisation chimique de surface, en particulier la chimie de greffage du PNIPAM via une
couche d’accroche de silane TMSPM. Le protocole de silanisation est dérivé du protocole CEA-2 sur le-
quel j’ai travaillé précédemment au Léti; le protocole de polymérisation est adapté de la littérature.
La caractérisation par mesure d’angle de contact de goutte d’eau sert de mesure de routine; elle
permet d’identifier un comportement cohérent avec la présence de PNIPAM sur les substrats ana-
lysés. De plus, deux techniques différentes de spectroscopie valident la présence de couches de silane
et de PNIPAM sur nos échantillons. Ces expériences confirment donc que notre chimie de greffage
fonctionne et est reproductible; les résultats obtenus peuvent par ailleurs étre réutilisés comme
référence pour l'analyse infrarouge du TMSPM et du PNIPAM. En revanche, le protocole de fonction-
nalisation ne peut pas étre facilement au support PDMS ; la fonctionnalisation du PDMS est un sujet
de recherche a part entiere et nous préférons nous tourner vers I'utilisation de microbilles en silice
afin d’augmenter la surface spécifique. Enfin, un protocole modifié¢ a été testé afin d’augmenter la
densité de greffage de PNIPAM et ainsi améliorer la réversibilité de I'adsorption. Pour des raisons
de temps, nous ne pouvons pas caractériser cette chimie modifiée de fagon aussi approfondie que
le protocole initial ; les résultats obtenus en accrochage — décrochage avec ce protocole adapté sont
présentés au chapitre suivant.

2.5 Conclusion

Démarche et conception générale. Dans ce chapitre, j’ai présenté de facon approfondie le
développement des briques fonctionnelles du dispositif. Nous avons tout d’abord mené une réflexion
sur les fonctionnalités souhaitées afin de déterminer les objectifs. Nous avons ensuite procédé au
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choix des matériaux en comparant leurs caractéristiques et en nous aidant de la littérature; nous
avons finalement opté pour un canal réalisé en PDMS moulé a partir de motifs en SU-8. Par ailleurs,
j’ai détaillé les procédés d’assemblage testés et validés au cours de nos travaux, en décrivant no-
tamment la géométrie du canal et les moyens choisis pour augmenter la surface spécifique : des
microbilles piégées par un étranglement du canal en PDMS.

Dispositifs chauffants. J’ai ensuite présenté les développements technologiques visant a activer
la transition du PNIPAM. Apres des réflexions préliminaires, nous avons orienté notre choix vers une
technologie simplifiée utilisant une géométrie sous forme de ligne résistive chauffante. Nous avons
réalisé un modele utilisant la méthode des éléments finis pour simuler le chauffage par effet Joule et le
transfert de chaleur dans I’assemblage verre — canal — PDMS. Les résultats de simulation ont montré
un chauffage homogene dans le canal et une constante de temps acceptable au regard des dynamiques
mises en jeu. Nous avons procédé a la réalisation technologique de ces lignes chauffantes par un
procédé standard de lift-off et caractérisé électriquement et thermiquement ce dispositif. Méme
non optimisé, il permet de chauffer de fagon homogene le canal (45° C pour 8 W). Des éléments
chauffants adressables, développés en collaboration avec d’autres chercheurs du groupe, permettent
un controle de la température a plus petite échelle; ils ont été caractérisés afin d’envisager une
application au mélange microfluidique. Enfin, j'ai proposé un ensemble de pistes a suivre pour
optimiser et améliorer le dispositif.

Fonctionnalisation chimique. J’ai détaillé le protocole de fonctionnalisation chimique visant
a greffer le PNIPAM sur des surfaces a base de silice ou silicium. La caractérisation par angle de
contact et spectrocopie infrarouge confirme la présence de ces couches et permet de conclure que
la chimie est efficace et reproductible. La transposition du protocole de greffage sur substrat PDMS
n’a pas abouti et demande des travaux plus poussés. Une modification du protocole a été effectuée
pour obtenir des couches plus denses et ainsi améliorer les performances de désorption.

Application et intégration. J’ai présenté dans ce chapitre le développement de la technologie
PNIPAM et la caractérisation individuelle de chaque élément de base. Dans le chapitre suivant, je
me concentre sur les applications de cette technologie dans le domaine des laboratoires sur puce.
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Chapitre 3

Controle électrocinétique et accrochage
de protéines

“If I'd asked my customers what they wanted, they
would have told me ‘A faster horse’.”
Henry Ford, (attribué)

3.1 Introduction

Motivations. L’objectif général des travaux présentés dans cette these est de mettre en place
les premieres bases d'une nouvelle filiere technologique des laboratoires sur puce, basée sur les
propriétés originales du PNIPAM. Au chapitre[l] j’ai tout d’abord présenté le contexte des systemes
miniaturisés d’analyse, afin d’identifier les enjeux actuels. Au chapitre [2 j’ai détaillé les travaux de
développement de la technologie PNIPAM ; son intégration dans les laboratoires sur puce ne semble
pas poser de problemes majeurs. Dans ce chapitre, je présente deux applications particulieres de la
technologie PNIPAM dans le domaine des laboratoires sur puce. La premiere consiste a tirer avantage
du changement de conformation du PNIPAM pour modifier a volonté les phénomenes électriques a
I'interface liquide — solide dans les canaux; il s’agit d’étudier les possibilités de controle du flux
électrocinétique par le PNIPAM, avec pour objectif final le développement de mélangeurs. La seconde
application repose sur la transition entre les états hydrophobe et hydrophile du PNIPAM : il s’agit
de déterminer si des couches de PNIPAM peuvent étre utilisées comme piege a objets biologiques ;
un dispositif d’accrochage et décrochage controlé de protéines serait par exemple tres utile dans le
cadre de la préparation d’échantillons pour la protéomique.

3.2 Controle électrocinétique

3.2.1 Contexte et principe
3.2.1.1 Mélangeurs électrocinétiques

Micromélange. La fluidique a bas nombre de Reynolds, caractéristique des laboratoires sur
puce, engendre nativement des flux laminaires et stables [250]. Par conséquent, le mélange de li-
quides, reposant uniquement sur la diffusion, est beaucoup plus long qu’aux échelles macrométriques

71
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(F1ac. . Le développement de mélangeurs plus performants fait donc ’objet de recherches inten-
sives [251], 252] 253), [49]. On distingue généralement deux types de micromélangeurs ; les mélangeurs
passifs ne requiérent pas de source d’énergie externe [254] ; c’est par exemple le cas de ceux basés sur
la géométrie des canaux ou sur des microstructures [255], 256]. Les mélangeurs actifs, par exemple
électrocinétiques, sont actionnés par une source d’énergie externe.

-

F1G. 3.1 — Schéma illustrant la lenteur du mélange reposant sur la seule diffusion de deux liquides.

Mélange électrocinétique L’application d’un champ électrique sur un liquide électrolytique,
aux abords d’une surface chargée, entraine le mouvement d’ensemble du liquide. Si la surface est
chargée de fagon hétérogene, ce phénomene d’« électro-osmose » est accompagné de recirculations
de liquide pouvant créer des rouleaux convectifs [257]; les mélangeurs électrocinétiques reposent
sur ce principe. STROOCK et al. ont vérifié expérimentalement I'influence de motifs de charges de
surface sur le flux électro-osmotique [258] : on observe effectivement des flux de recirculation sous
I'action d’'un champ électrique stationnaire [259]. Notre démarche consiste a utiliser le PNIPAM pour
controler dynamiquement le flux a l'interface solide — liquide, au voisinage de la « double couche
électrique ». L’objectif a terme est le développement de mélangeurs reposant sur le dessin dynamique
de motifs de charge de surface, grace au controle local de I’état du polymere. Je détaille ci-apres les
notions de double couche électrique et d’électro-osmose (F1G. [3.2).

3.2.1.2 Double couche électrique

Définition. La double couche électrique est un modele décrivant la variation du potentiel électri-
que dans un électrolyte aux abords d’une surface. Ainsi, lorsqu’un liquide non acide est au contact
d’une surface de silice, celle-ci se charge a cause de la dissociation des molécules de surface. Une
surface de silice contenant des groupements silanol SIOH laisse place a des especes SiO~ et libere
des protons H'. Les ions positifs présents dans la solution sont attirés vers la surface chargée
négativement et forment une premiere couche en regard de la surface. Cette couche dense (< 1 nm)
de contre-ions, appelée couche de Stern, écrante les charges négatives de surface. Une seconde
couche, plus diffuse (~ 10 nm), se forme ensuite : la couche de Gouy-Chapman. Les ions présents
dans cette seconde couche sont libres de diffuser dans le liquide (F1G. [3.3). Au-dela de la couche
diffuse, le liquide est neutre [260].
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F1c. 3.2 — Principe d’un mélangeur électrocinétique a technologie PNIPAM. L’activation de motifs de
surface de charges définis par la conformation du PNIPAM doit permettre de créer des recirculations
de liquide. L’état du PNIPAM est controlé par des éléments chauffants adressables miniaturisés.

F1a. 3.3 — Schéma illustrant un modele de la double couche électrique. La couche de Stern (1) est
dense et localisée pres de la surface. La couche de Gouy-Chapman (2) est plus diffuse. Les deux
couches ont une épaisseur comprise entre 1 et 10 nm [261].
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Historique. Plusieurs théories ont été développées concernant la répartition des charges électri-
ques au voisinage des surfaces. En 1879, HELMHOLTZ ne considere dans la solution qu’une distribu-
tion de charge opposée [262]. Gouy et CHAPMAN approfondissent cette théorie en introduisant le
principe de couche diffuse liée a I'agitation thermique ; ils proposent un modele ot le potentiel décroit
exponentiellement & cause des contre-ions [263], 264]. Puis, STERN propose un modele dans lequel
la couche diffuse commence & une distance finie de la paroi [265]. D’autres théories plus complexes
ont été développées (triple couche électrique, par exemple), ayant pour but une compréhension plus
intime des phénomeénes qui entrent en jeu [266].

Potentiel (. Le potentiel ¢ (zéta) est la différence de potentiel entre la couche dense de Stern et
le liquide. Il caractérise la répartition des charges électriques sur la surface. C’est un parametre clef
dans les laboratoires sur puce, en particulier ceux utilisant des effets électrocinétiques. KIRBY et al.
ont récemment publié une étude complete sur le potentiel ( dans les microsystemes fluidiques, avec
une attention particuliere pour les puces de séparation [267, 268].

3.2.1.3 Electro-osmose

Définition. L’électro-osmose est le mouvement d’ensemble d'un fluide provoqué par I'applica-
tion d’un champ électrique tangentiel dans la couche diffuse de la double couche électrique. Le
mouvement des ions de la couche diffuse entraine d'un bloc le liquide tel une gaine (F1G. [3.4) [269].
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F1G. 3.4 — Illustration schématique d’un flux électro-osmotique dans un canal. k~! représente

I’épaisseur de la double couche électrique, vgo la vitesse électro-osmotique et 1.D. le diametre
interne du capillaire.

Grandeurs caractéristiques. La vitesse électro-osmotique vgo est proportionnelle a l'intensité
1 et au potentiel électrocinétique ¢ de la paroi; elle est inversement proportionnelle a la conductivité
o et & la viscosité n de la solution (EQ.[3.1). La mobilité électro-osmotique pgo de I'électrolyte dans
le canal est donnée par la relation EQ. olt E est le champ électrique appliqué (V.em™), L la
longueur du canal (cm) et ¢ le temps que met le liquide pour parcourir la distance L. L’électro-osmose
est un moyen d’actionnement tres répandu en analyse, ce qui explique les recherches poussées visant
a sa caractérisation [270] et explorant ses applications [271]. Plusieurs groupes travaillent également
a sa simulation numérique [272] et a des techniques de visualisation [273].

iC ¢
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Parametres. Le pH de la solution est un parametre important de 1’électro-osmose ; en modifiant
les constantes de dissociation des groupements chimiques, il fixe leur degré d’ionisation et donc le
potentiel ¢ [274]. Le pH est en général fixé par le manipulateur, mais des variations non désirées
peuvent avoir lieu par des phénomenes d’électrolyse [275]. D’autre part, la répartition des contre-
ions dans la double couche électrique est fonction de la force ionique de la solution, donc de la
concentration des différentes especes [276]. Enfin, certains tampons contiennent des couples acide
— base dont le pKa est sensible a la température, modifiant ainsi le pH. La température influe
également sur la viscosité dynamique de 1'eau, qui varie de 1,79 cP a 0,28 cP entre 0 et 100" C,
provoquant ainsi une augmentation de la mobilité électro-osmotique.

Masquage des charges de surface par un polymere. Pour réduire de facon significative
I’électro-osmose, il est courant d’utiliser un revétement polymere greffé sur la surface des ca-
naux. Les polymeres a base d’acrylamide sont utilisés en électrophorese capillaire pour supprimer
le flux électro-osmotique, parfois génant [277]. La capacité de bascule conformationnelle du PNI-
PAM est particulierement intéressante dans cette situation : elle permet d’envisager de controler les
phénomenes électrocinétiques a 'interface solide — liquide. Le phénomene d’électro-osmose est basé
sur la répartition des charges de surface ; une altération de la répartition des charges électriques de
surface modifie localement la viscosité du liquide sur la paroi. La Fia. montre les deux états
gonflé et replié du polymere selon la température. Dans 1’état gonflé, le PNIPAM empéche le glis-
sement du liquide; en revanche, dans 1’état replié, la force électrique générée par le potentiel de
polarisation s’applique sur les charges de la double couche électrique, entrainant un glissement du
liquide sur la surface.
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Fic. 3.5 — Masquage de la double couche électrique par le poly(NIPAM) selon sa conformation,
dépendante de la température. x=! est I’épaisseur de la double couche électrique.

3.2.2 Mesure et modification du flux électro-osmotique
3.2.2.1 Meéthode de ’observation du courant

Principe de la mesure. HUANG et al. proposent en 1988 une méthode de mesure du flux
électro-osmotique par observation du courant (current monitoring) [278]. Le capillaire dans lequel
on souhaite mesurer la vitesse électro-osmotique est rempli d’'un tampon de concentration Cf;
ses deux extrémités sont plongées dans des réservoirs (FI1G. contenant le méme tampon, I'un
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de concentration C}, l'autre de concentration légerement différente, par exemple Cy = 0,9 x Cf.
L’application d'un champ électrique entre les réservoirs provoque le déplacement électro-osmotique
du tampon C} dans le capillaire et son remplacement progressif par le tampon C5. Ce changement
de concentration provoque une modification des especes ioniques dans le capillaire qui se traduit
par une diminution progressive du courant électrique. Lorsque tout le contenu du capillaire a été
remplacé, le courant atteint un palier. La Fi1G. montre une courbe type obtenue sur I'un de
nos capillaires. Le flux électro-osmotique dépend de I'état des charges présentes sur la surface et
de leur éventuel masquage par des couches chimiques; le temps nécessaire au remplacement du
contenu du capillaire donne donc une information directe sur la mobilité électro-osmotique (EQ.
. Cette méthode simple est régulierement utilisée pour caractériser le flux électro-osmotique
dans les systemes microfluidiques [279].

High Voltage

power supply
R
C
Chart
recorder
1 2

FiGc. 3.6 — Diagramme schématique de la mesure de courant pour déterminer la vitesse électro-
osmotique. 1 et 2 représentent les réservoirs d’électrolyte, reliés par le capillaire C [278].

Parametres. Outre les parametres de ’électro-osmose, cette expérience est sensible a la différence
de concentration entre les deux tampons C et Cy. La différence minimale est de 5 % selon HUANG
et al.; une différence de concentration trop faible nivele les différences de résistivité du capillaire
et rend la mesure difficile. Pour cette raison, il est tentant d’utiliser une différence importante (par
exemple une différence de 50 %) pour faciliter la mesure. Cependant, une différence importante de
concentration est couplée a une différence de force ionique qui modifie la répartition des contre-ions
dans la double couche électrique, modifiant ainsi 1’expérience.

Montage expérimental. Le montage expérimenta]ﬂ permet de mesurer le courant circulant dans
le circuit (F1G. . Deux tubes eppendorf servant de réservoirs sont remplis avec des concentrations
différentes (typiquement 0,5x et 0, 45><)E| d’'un méme tampon de pH basique (TBE), et placés
dans une étuve (Memmert UNE 200), permettant de faire varier la température environnante. Le
capillaire a étudier est rempli avec le tampon 0, 5x et ses extrémités sont plongées dans les réservoirs.

IL’expérience de mesure de la vitesse électro-osmotique a été mise en place dans le cadre des travaux de doctorat
de Patrick ABGRALL.

2TBE 1x : 0,45 M Tris Borate, 0,01 M EDTA. On peut noter que le TBE contient du Tris, dont le pKa change
avec la température. Par ailleurs, nous avons utilisé des tampons de 1x et 0,5x quand la mesure était difficile.
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F1G. 3.7 — Courbe typique de mesure d’électro-osmose (6 courbes superposées). Courbes obtenues
dans un capillaire nu. Champ positif de 400 V/cm, tampons de TBE de 1x et 0,5X.

Une alimentation haute-tension LabSmith HVS448 3000 V, reliée a deux électrodes, sert a appliquer
le champ électrique ; elle est pilotée par une carte d’instrumentation National Instruments, également
chargée de mesurer l'intensité du courant dans le circuit. L’ensemble est connecté a un ordinateur
qui permet de piloter I'expérience.

alimentation
haute-tension

carte d’acquisition et PC
1x

sonde de
température

0,5x 1x

F1G. 3.8 — Expérience de mesure du flux électro-osmotique.

3.2.2.2 Modification du flux électro-osmotique

Modification des charges de surface par le silane. La présence de silane seul sur les parois
du canal masque en partie les charges de surface de la méme facon qu’un polymere ; I’électro-osmose



78 CHAPITRE 3. APPLICATIONS

reste cependant non négligeable. A température ambiante (~ 25°C), la mobilité électro-osmotique
dans les capillaires non silaniséﬁ est d’environ 4,3.10™* ¢cm?/V.s. Pour un capillaire silanisé, elle
est de 2,06.107* cm?/V.s, soit moitié moindre.

3.2.3 Controle du flux électro-osmotique par le PNIPAM
3.2.3.1 Expérience préliminaire

Polyacrylamide. En électrophorese capillaire, I’acrylamide est régulierement utilisé pour suppri-
mer le phénomene indésirable d’électro-osmose. Nous caractérisons des capillaires revétus d’acryla-
mide afin d’obtenir un modele auquel comparer le comportement du PNIPAM sous la LCST. L’électro-
osmose est considérablement réduite par la présence d’acrylamide, mais n’est pas completement sup-
primée (FIG. : ppo = 0,25.107% cm?/V.s dans le capillaire avec acrylamide, soit une réduction
de 94 % environ par rapport a la mobilité dans le capillaire nu : pgo = 3,85.107* cm?/V.s.
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Fia. 3.9 — Comparaison du flux électro-osmotique dans un capillaire nu (témoin, courbe bleue, a
gauche et dilatée en insert) et un capillaire avec un revétement d’acrylamide (courbe principale, en
orange). Champ positif de 400 V/cm, tampons TBE 1x et 0,5X.

3.2.3.2 Influence du PNIPAM sur la mobilité électro-osmotique

PNIPAM a température ambiante. A température ambiante, sous la LCST, le polymere est
dans 1’état hydrophile et gonflé, équivalent a un revétement d’acrylamide. Comme prévu, le flux
électro-osmotique mesuré est extrémement faible, a tel point qu’il est difficile d’extraire de la courbe

3Cette valeur et les suivantes ont été obtenues dans les mémes conditions : champ positif de 400 V/cm, tampons
TBE 1x et 0,5X.
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la mobilité électro-osmotique (F1a. [3.10); on estime celle-ci & environ 0,03.107* em?/V.{] Il y a
environ deux ordres de grandeur entre cette valeur et celle de la mobilité dans le capillaire silanisé
(2,33.107% cm?/V.s).
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Fic. 3.10 — Comparaison du flux électro-osmotique dans un capillaire silanisé (témoin, courbe
bleue a gauche et dilatée en insert) et un capillaire avec PNIPAM (courbe principale, en orange), a
température ambiante inférieure a la LCST du polymere. Champ positif de 400 V/cm, tampons TBE
1x et 0,5x%.

Fonctionnement par cycles. Les premieres expériences d’étude en température (F1G. font
apparaitre un changement d’état du polymere a partir de 32 ° C. On observe une augmentation si-
gnificative de la mobilité électro-osmotique au-dessus de cette température critique. Cependant,
les nuages de points obtenus sont imprécis. Ces problemes de reproductibilité sont en majeure
partie attribuables a la nécessité de remplacer le tampon présent dans le capillaire entre chaque
expérience : cette « remise a zéro » nécessite 'ouverture de I’enceinte thermostatée et par conséquent
la stabilisation de la température. Pendant le retour a température du systeme, des phénomenes hy-
drodynamiques provoquent le déplacement du liquide dans le capillaire, faussant ainsi les résultats.
Afin de contourner ce probléme, nous avons procédé par cycles : une fois le capillaire mis en place et
I’étuve fermée, on procede a l’expérience en appliquant le champ désiré ; on recommence ensuite la
méme expérience avec un champ électrique opposé : le remplacement du liquide a lieu dans I'autre
sens. En enchainant ainsi plusieurs cycles, on obtient des données plus fiables et des résultats re-
productibles . L’inconvénient de cette technique est I’éventuel mélange des solutions stagnant
pres des extrémités du capillaire.

PNIPAM selon la température. La majorité des expériences précédentes a été réalisée avec
des tampons de 1x et 0,5x, car le manque de reproductibilité empéchait d’obtenir des courbes

4Cette valeur est & considérer comme une limite supérieure de la valeur réelle de la mobilité, car le palier final
n’est pas atteint.
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FIG. 3.11 - Evolution de la mobilité électro-osmotique pupo avec la température 7' dans un capillaire
avec PNIPAM (en bleu). 54 expériences, champ positif de 400 V/cm, tampons TBE 1x et 0,5X.
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FIG. 3.12 - Evolution du courant électrique au cours de plusieurs cycles dans un capillaire silanisé.
Champ positif et négatif de £400 V/cm, tampons TBE 1x et 0,5x.
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correctes : en augmentant la différence de concentration entre les tampons, on réduit I'influence du
bruit sur le signal obtenu. Une approche plus rigoureuse, limitant le changement de force ionique,
est d’utiliser une différence de concentration de 10 % seulement. La F1aG. présente 1’évolution
de la mobilité électro-osmotique selon la température, dans un capillaire avec revétement de PNI-
PAM, mesurée avec des solutions de 0,5x et 0,45x. Les résultats sont semblables a ceux obtenus
précédemment avec des tampons de 1x et 0,5x. La transition a lieu entre 30 °C et 35° C et un
réel palier est atteint vers 40 ° C, avec une valeur comprise entre 2.107% et 2,5.10™* cm?/V.s. Cette
valeur est environ d’un ordre de grandeur supérieure & celle relevée a 25°C (0,13.107* cm?/V.s).
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FIG. 3.13 — Evolution de la mobilité électro-osmotique dans un capillaire avec revétement de
poly(NIPAM). 146 expériences, champ positif de 400 V/cm, tampons TBE 0,5x et 0,45X.

3.2.4 Conclusions

Controle électrocinétique. Nous avons mis en évidence l'influence du PNIPAM sur le flux
électro-osmotique par son action sur la double couche électrique. Sous la température inférieure
critique de solution (LCST, ~ 32° C), le polymere est gonflé : & la manieére du polyacrylamide, il
masque les charges de surface et augmente la viscosité, diminuant ainsi considérablement le flux
électro-osmotique. Au-dela de la LCST, le polymere se recroqueville et rend possible le phénomene
d’électro-osmose. La mobilité électro-osmotique augmente d’un ordre de grandeur (de 0,13.107* &
2,05.107* cm?/V.s environ) entre 25 ° C et 40 ° C. Ces résultats permettent d’envisager le dévelop-
pement de mélangeurs électrocinétiques, basés sur des motifs de charges de surface, dessinés par
du PNIPAM actionné localement ; cette tache a été confiée & Emmanuel COLLE dans le cadre d'un
contrat post-doctoral. Je me suis pour ma part intéressé a une autre application de la technolo-
gie PNIPAM pour les laboratoires sur puce : 'accrochage et le décrochage controlé de molécules
biologiques.
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3.3 Accrochage et décrochage controlé de protéines

3.3.1 Contexte et expériences préliminaires
3.3.1.1 Rappel du contexte et des objectifs

Préparation d’échantillons. J’ai rappelé au chapitre[T]les enjeux de la préparation d’échantillons
pour les laboratoires sur puces [37]. La transition réversible hydrophile — hydrophobe du PNIPAM
le rend particulierement intéressant pour des applications d’accrochage et décrochage controlé de
molécules biologiques, telles que des cellules. HUBER et al. rapportent en 2003 des résultats notables
dans le domaine particulier de 1'accrochage de protéines (F1G. [3.14) : ils observent le décrochage
de protéines fluorescentes adsorbées sur du PNIPAM ; cette expérience a lieu sur un substrat plan,
sur lequel sont intégrées des électrodes chauffantes en or [I184]. Notre objectif est de déterminer
dans quelle mesure ce type de manipulation peut étre intégré dans un laboratoire sur puce, dans la
vision plus générale de la préparation d’échantillons. Nous utilisons comme support des microbilles
dont la surface est fonctionnalisée avec du PNIPAM [75] ; nous étudions les billes dans deux types
de canaux : tout d’abord, dans des capillaires en silice fondue, qui sont des supports modeles de
caractérisation microfluidique, puis dans les puces en PDMS présentées au chapitre [2] Une partie
des travaux présentés dans cette section a été réalisée avec Deka MOUSSA RAGUEH dans le cadre
de son stage de fin d’étude.

Fi1c. 3.14 — Schéma d’interaction entre le PNIPAM et des molécules biologiques telles que des
protéines. Pour 7' > LC'ST, le PNIPAM est replié et hydrophobe (en vert) : les protéines s’y ad-
sorbent (en orange). A T < LCST, le PNIPAM se déplie (en mauve), devient hydrophile et libére
les protéines qu’il a piégées.

3.3.1.2 Méthode de caractérisation

Microscopie a fluorescence. De nombreuses molécules biologiques peuvent étre conjuguées avec
un fluorophore, une molécule capable d’absorber de 1’énergie lumineuse a une certaine longueur
d’onde et de la restituer rapidement (< 10 ns) sous forme de lumiere fluorescente, a une longueur
d’onde plus grande. Cette conjugaison, dans notre cas protéine — fluorophore, permet de visualiser
la présence et les dynamiques des protéines par fluorescence. Le déplacement de Stokes du spectre
d’émission vers des longueurs d’onde plus élevées permet d’utiliser la fluorescence comme moyen
de détection ; un miroir dichroique sépare I'excitation lumineuse et le signal spécifique émis par le
fluorophore. Notre groupe est équipé d’un microscope optique a épifluorescence Olympus BX 51,
pourvu de plusieurs jeux de filtres correspondant aux fluorophores les plus utilisés. Une lampe a
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vapeur de mercure produit le faisceau lumineux. Chaque jeu de filtres contient un filtre d’excita-
tion, un miroir dichroique et un filtre d’émission. Les images sont transmises a une caméra haute
sensibilité Andor. Il est également possible d’observer des échantillons de facon classique en lumiere
blanche. Le montage complet est montré sur la F1G.

FiG. 3.15 — Vue du montage complet de caractérisation par microscopie a fluorescence, incluant :
(a gauche) le générateur de la lampe a vapeur de mercure, (en haut) la caméra haute sensibilité,
(au centre) le microscope a fluorescence, sur la platine duquel est fixé le montage Peltier.

Régulation de la température. Les premieres étapes de validation sont réalisées en capillaire
de verre et sur dispositif PDMS simple ; 'objectif est de dissocier les éventuels problemes thermiques,
liés a un chauffage localisé, des caractéristiques d’adsorption — désorption intrinseques au PNIPAM.
Nous utilisons deux types de sources thermiques : I'un est un élément Peltier, capable de chauffer
et refroidir dans la gamme 5 — 100 ° C; adapté pour les puces, il 'est moins pour les capillaires,
en raison de la surface limitée d’échange de chaleur; les transitions thermiques sont par ailleurs
assez lentes. La seconde source thermique utilisée est un souffleur d’air chaud, qui permet de passer
tres rapidement de la température ambiante a plusieurs centaines de degrés; il ne dispose pas de
systeme de refroidissement. Quelle que soit la source thermique, le dispositif (capillaire ou puce)
est généralement chauffé autour de 50 ° C, un bon compromis entre la température de transition du
PNIPAM (~ 32" C) et une température modérée visant a éviter la dénaturation des protéines.
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Molécules et réactifs. Trois especes sont nécessaires aux expériences : des molécules biologiques
capables de s’adsorber sur le PNIPAM, un fluorophore permettant la visualisation et des microbilles
pouvant étre fonctionnalisées avec du PNIPAM. L’albumine de sérum est la plus abondante des
protéines sanguines chez les humains et les autres mammiferes ; 'albumine de sérum bovin (bovine
serum albumine, BSA, CAS : 9048-46-8), en particulier, est souvent utilisée comme protéine modele
en biologie. Stable, de taille moyenne (~ 66 kDa), elle est produite a grande échelle, donc & bas cott,
par purification de sang bovin dérivé de l'industrie animale. Nous avons donc choisi de travailler
principalement avec des solutions de conjugués albumine — fluorescéine, disponible commerciale-
ment aupres de Sigma Aldrich (A 9771). La fluorescéine (CAS : 2321-07-5) est un fluorophore tres
répandu, excité autour de 495 nm et émettant vers 521 nm; son dérivé isothiocyanate (fluores-
cein isothiocyanate, FITC, CAS : 27072-45-3), particulierement réactif avec les groupes amine des
protéines, est utilisé pour réaliser des conjugaisons de molécules biologiques. Les microbilles uti-
lisées sont des billes de silice de 5um de diametre, obtenues aupres de Restek. Les expériences
sont généralement réalisées avec une concentration finale de 50 mg/mL en billes et en albumine —
fluorescéine. Nous avons testé des variations de ce rapport selon les besoins de la visualisation, tout
en restant dans les mémes ordres de grandeur. Les protéines et les billes sont en solution de tampon
phosphate dilué.

Traitement des données. Les dynamiques d’adsorption et désorption sont enregistrées par la
caméra sous forme de vidéos; les images sont ensuite ajustées et analysées avec 'outil ImagelJ. Les
opérations les plus courantes sont la correction de la luminosité, du contraste et de ’alignement
des images ; la fonction de suivi des particules permet de mesurer 'intensité lumineuse sur un jeu
de billes. Le bruit de fond de fluorescence est soustrait a l'intensité lumineuse de chaque bille;
celle-ci est ensuite normalisée par rapport a 'intensité lumineuse de tout le canal a chaque instant,
afin de s’afranchir, par exemple, de l'effet d’épuisement de fluorescence (photobleaching). Enfin,
I’évolution de la fluorescence au cours du temps est normalisée par rapport au maximum d’intensité
de I'expérience, afin de faciliter la comparaison des différents cas.

Manipulation. Le dispositif expérimental rend difficile la connexion des capillaires avec un sys-
teme fluidique a plusieurs circuits. Les expériences en capillaires sont donc réalisées en fluidique
statique : une solution mixte de protéines fluorescentes et de microbilles fonctionnalisées avec du
PNIPAM est introduite dans le capillaire. Celui-ci est immobilisé sur le support du microscope et
aligné sous 'objectif (F1aG. . Nous procédons de fagon identique pour les puces en PDMS sur
verre, a cause de I'encombrement stérique de 'objectif du microscope (F1G. . Dans les deux
cas, la visualisation du canal en lumiere blanche permet de vérifier la présence des billes (F1G. [3.19
& Fia. . La fluorescence diffuse de la solution dans le canal assure la présence des protéines
fluorescentes.

3.3.1.3 Comportement des billes dans les microcanaux

Capillaires. L’utilisation de capillaires en microfluidique est principalement héritée des tech-
niques d’analyse telle que 1’électrophorese. Lors du développement de systemes microfluidiques
d’analyse, le capillaire reste souvent le support témoin auquel on compare le dispositif miniatu-
risé [107]. Les capillaires sont des canaux simples, réguliers, sans connectique complexe et facilement
fonctionnalisables. Nous utilisons des capillaires en silice fondue, de 75 um de diametre interne. La
gaine protectrice est otée par endroits afin d’obtenir des fenétres de visualisation ; nous limitons le
nombre de fenétres, car elles fragilisent le capillaire. La FIG. montre un exemple du principal
probleme de l'utilisation de billes dans les capillaires : leur tendance a s’adsorber sur la surface
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Fi1G. 3.16 — Vue d’un capillaire pendant une expérience, placé sur un dispositif Peltier et sous
I’objectif du microscope a fluorescence.

Fi1G. 3.17 — Vue d’une puce PDMS pendant une expérience, placée sur un dispositif Peltier et sous
I’objectif du microscope a fluorescence. L’objectif est ici relevé pour faciliter la visualisation de la
puce; lors des expériences, il est beaucoup plus proche.
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interne du canal. Ce comportement géne la visualisation et diminue 1’accessibilité de la surface des
billes. Une facon simple de remédier a ce probléeme est de fonctionnaliser la paroi interne du ca-
pillaire avec un revétement hydrophile. Comme le capillaire est en silice, nos protocoles classiques
de silanisation fonctionnent bien ; nous greffons donc une couche de polyacrylamide sur la paroi in-
terne. Ce revétement inverse la tendance des billes a ’adsorption ; celles-ci restent majoritairement
au centre du canal (F1a. |3.19)).

F1G. 3.18 — Accumulation de microbilles sur la paroi d’un capillaire non fonctionnalisé.

FiG. 3.19 — Microbilles dans un capillaire dont la paroi interne est fonctionnalisée avec du polyacry-
lamide empéchant leur adsorption.

Puces PDMS. L’objectif principal de nos travaux est l'intégration de la technologie PNIPAM
dans les laboratoires sur puce; par conséquent, il est indispensable d’étudier le comportement des
billes et les phénomenes d’adsorption — désorption dans des systemes de ce type. Nous utilisons
pour cela les puces en PDMS décrites au chapitre [2| plus proches des laboratoires sur puces que
les capillaires. La F1G. [3.20| montre le piege a billes dans la zone centrale du dispositif. Malgré le
caractere hydrophobe du PDMS, 'adsorption des billes sur les murs du canal semble négligeable.
L’expérience montre cependant que ces puces ont d’autres limitations. Par exemple, le dispositif
en PDMS doit avoir une épaisseur suffisante pour assurer la solidité des canaux, éviter qu’ils ne se
déforment et maintenir les tubes de connectique; cependant, cette méme épaisseur empéche, aux
forts grossissements, la mise au point lors de I'observation au microscope. Par ailleurs, la faible
longueur du canal réduit considérablement 1’espace disponible pour déplacer 'objectif.
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F1c. 3.20 — Accumulation de microbilles dans le piege central d’une puce. Image réalisée en lumiere
blanche.

3.3.2 Adsorption et désorption de protéines fluorescentes
3.3.2.1 Expériences en capillaires

Adsorption. Le systeme est chauffé pendant quelques secondes ; la visualisation de la fluorescence
en temps réel permet d’observer 'augmentation de la fluorescence des billes (F1aG. . Le chauffage
est ensuite arrété et le systeme revient a température ambiante ; lorsque la température des billes
devient inférieure a la LCST du PNIPAM, les protéines fluorescentes sont relarguées en solution. Le
profil typique de fluorescence d’une bille durant une expérience est présenté a la FIG. On
observe toutefois que le niveau de fluorescence de la bille ne rejoint pas son niveau initial : la bille
conserve environ 40 % de la fluorescence adsorbée.

Analyse de la saturation. Le protocole expérimental précédent consiste a chauffer le systeme
de fagon a dépasser la LCST du PNIPAM, puis a cesser le chauffage et laisser le systeme revenir a
I’équilibre. Le chauffage est arrété apres quelques secondes, lorsque les billes sont devenues fluores-
centes, pour observer la désorption. Il est néanmoins important de déterminer le temps qu’il faut
aux billes pour étre saturées en protéines fluorescentes; c’est 'objectif de 'expérience suivante. Au
lieu de cesser le chauffage, nous le maintenons et observons I’évolution de la fluorescence de deux
billes. Les résultats sont donnés sur la F1a. [3.23] On observe qu'un palier de fluorescence est atteint
apres environ trois minutes de chauffage ; les fluctuations apparaissant ensuite restent minimes et
sont probablement dues a des fluctuations globales de la chaine de mesure : elles sont identiques sur
les deux billes. On observe également une dérive de la source de chaleur (dans ce cas, le souffleur
d’air chaud).

Désorption. Le profil de fluorescence montré sur la FiG. indique clairement que la désorption
de protéines fluorescentes est incomplete. Les billes conservent environ 40 % de la fluorescence totale
qu’elles ont adsorbée. Cette fluorescence résiduelle est due a des protéines fluorescentes adsorbées
qui ne sont pas relarguées : une expérience témoin a confirmé que, sans chauffage, nos protéines fluo-
rescentes ne s’adsorbent pas sur le PNIPAM hydrophile des billes. L’hypothese la plus probable pour
expliquer ce piégeage irréversible est I’adsorption de complexes albumine — fluorescéine directement
sur la surface des billes et non sur les couches de PNIPAM. Notre protocole de fonctionnalisation
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100 pm

FiG. 3.21 — Visualisation de I’adsorption et désorption de protéines fluorescentes sur des microbilles
fonctionnalisées avec du PNIPAM dans un capillaire.
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F1G. 3.22 — Profil typique de I’évolution de la fluorescence d’une microbille fonctionnalisée avec du
PNIPAM, au cours de I’adsorption et de la désorption de protéines fluorescentes selon la température.
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F1G. 3.23 — Evolution de la fluorescence de deux billes lors d’une analyse de saturation en protéines.

Le chauffage est prolongé afin d’observer le comportement du systeme et de déterminer un palier
de saturation.

chimique favorise en effet la synthese de chaines longues et dispersées de polymere; le PNIPAM
n’assure qu’'un recouvrement incomplet de la surface et autorise une adsorption non spécifique des
protéines fluorescentes sur la surface des billes. Ce probleme, souvent rencontré en biologie, par
exemple dans le domaine des biopuces, peut étre résolu par plusieurs moyens. Il est possible de
saturer la surface non couverte de PNIPAM en utilisant d’autres macromolécules biologiques aux-
quelles on ne s’intéresse pas dans I'expérience. Cependant, dans I'optique générale de la préparation
d’échantillons, cette solution peut éventuellement entrainer des problemes de contamination de
I’analyte. Il est donc préférable de se tourner vers une autre solution, par exemple la modification
du protocole de polymérisation pour synthétiser une couche de PNIPAM plus dense [249].

Couches denses de PNIPAM. Nous avons modifié le protocole de polymérisation de fagon a
obtenir des couches de PNIPAM de plus haute densité (§ , p. @ ; la surface externe des billes
est ainsi davantage couverte, ce qui doit réduire les sites d’adsorption non spécifique. Les premiers
tests effectués avec ces billes ne montrent cependant pas de meilleurs résultats qu’avec le protocole
précédent de fonctionnalisation (F1G. [3.24]) ; une hypothese avancée est que le protocole chimique
n’a pas d’influence si I'on utilise de grosses protéines. L’amélioration des conditions de manipulation

a cependant permis d’obtenir un taux de désorption de 80% pour les deux protocoles, au lieu de
60% précédemment.

3.3.2.2 Expériences en puces PDMS

Adsorption. Nous avons réalisé en puces PDMS les mémes expériences d’adsorption — désorption
qu’en capillaires. La caractérisation est plus difficile, car I’épaisseur de PDMS géne la mise au point
du microscope aux forts grossissements. Nous avons néanmoins pu observer I’adsorption de protéines
fluorescentes sur des billes fonctionnalisées avec du PNIPAM, comme en capillaires ; la quantification
n’a toutefois pas été possible. La F1G. [3.25| montre une concentration de fluorescence sur les billes.
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F1G. 3.24 — Evolution de la fluorescence d’une bille lors de I’adsorption et la désorption partielle de
complexes albumine — fluorescéine sur des couches de TMSPM et de MPTMS.

FiGc. 3.25 — Adsorption
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de protéines fluorescentes sur des microbilles immobilisées dans la partie

centrale d’'une puce PDMS. La fluorescence est légerement visible dans le canal (50 um de large) a
cause des protéines fluorescentes en solution ; elle se concentre sur les billes recouvertes de PNIPAM.

Couleurs inversées pour

faciliter la visualisation.
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Désorption. Les expériences menées en puces PDMS ne montrent aucune désorption. La situation
est plus défavorable qu’en capillaires, ou les billes sont relativement libres en solution. Dans les
canaux PDMS, les billes sont piégées et tassées au niveau de l’étranglement central; I’hypothese
avancée est que les éventuelles protéines désorbées stagnent autour des billes. Un ringage permettrait
de faciliter la circulation des protéines désorbées, mais I’encombrement stérique du a 1’objectif du
microscope empéche la connexion de tubes.

3.3.2.3 Accrochage de streptavidine

Streptavidine. L’utilisation du dispositif pour la préparation d’échantillons implique que le PNI-
PAM soit en interaction avec de nombreuses especes différentes. Il est indispensable d’étudier son
comportement vis a vis, par exemple, de protéines différentes de I’albumine testée jusqu’a présent.
Le dispositif fonctionne-t-il aussi bien avec d’autres protéines ? Nous avons effectué des expériences
préliminaires afin de nous en assurer. Nous avons pour cela utilisé une autre protéine tres répandue,
la streptavidine, légerement plus petite que I'albumine (~ 53 KDa contre 66 KDa), conjuguée a
un fluorophore de type Alexa. L’évolution de la fluorescence d’une bille est donnée sur la FIG.
[3.26] On observe que le comportement est similaire a celui de I’albumine. Ce résultat doit étre
considéré comme préliminaire, car d’autres parametres ont variéﬂ, mais il est encourageant et incite
a poursuivre des expériences plus poussées.
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F1a. 3.26 — Evolution de la fluorescence d’une bille lors de I’adsorption et la désorption partielle de
complexes streptavidine — Alexa.

5Les billes ont été fonctionnalisées avec le protocole modifié ; par ailleurs, les fluorophores ont des efficacités tres
différentes.
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3.3.3 Conclusions

Adsorption et désorption de protéines. Nous avons exploré la possibilité d’utiliser des couches
de PNIPAM pour accrocher réversiblement des protéines; ’application visée est la préparation
d’échantillons biologiques avant analyse. Nous avons accroché avec succes des complexes albumine
— fluorescéine sur des microbilles de silice, fonctionnalisées avec du PNIPAM ; ces expériences ont
été menées en capillaires, en puces PDMS — verre et caractérisées par fluorescence. Le relarguage
des protéines adsorbées est toutefois incomplet : en capillaires, environ 20 % des protéines sont
adsorbées irréversiblement. Attribuant ce phénomene a de ’adsorption non spécifique sur des zones
non recouvertes de PNIPAM, nous avons modifié le protocole de fonctionnalisation pour obtenir des
couches plus denses. Les résultats de désorption obtenus avec le nouveau protocole sont inconclusifs.
Dans les puces PDMS, 'absence de désorption est attribuée en partie au tassement des billes dans
la zone servant a les piéger. Dans ces deux types de canaux, des travaux plus poussés, incluant
notamment une étape de ringage doux, sont nécessaires. Enfin, nous avons également adsorbé des
molécules de streptavidine sur le PNIPAM, démontrant ainsi que d’autres protéines que ’albumine
peuvent étre capturées.

Améliorations. L’un des problemes majeurs que nous avons rencontrés a été la manipulation des
billes ; en capillaires, nous n’avions aucun moyen de les bloquer afin d’observer I’évolution de la fluo-
rescence ; en puces, la méthode choisie (piege stérique) s’est finalement révélée plus génante qu’utile.
Si des travaux complémentaires sont engagés, I'une des premieres pistes a explorer est 'utilisation
de billes magnétiques piégeables par actionnement magnétique. On peut par exemple envisager de
les immobiliser grace a des microbobines intégrées, telles que celles actuellement développées au
LaAAs. Par ailleurs, en puces, la faible longueur des canaux et 1’épaisseur du PDMS ont géné la visua-
lisation au microscope. Une solution est d’adapter les supports de caractérisation de telle maniere
qu’ils puissent étre utilisés sur un microscope inversé. A moyen terme, il faudrait également intégrer
des circuits fluidiques multiples, correspondant aux différents réactifs et étapes, afin de faciliter les
étapes de ringage. Enfin, afin de valider cette technique, il est indispensable de faire varier les condi-
tions expérimentales. Des tests menés a pH acide ou avec la streptavidine, une protéine légerement
plus petite que 'albumine (53 KDa contre 65 KDa), sont en cours.

3.4 Conclusion

Controle électrocinétique. Dans ce chapitre, j’ai présenté deux applications possible de la tech-
nologie PNIPAM pour les laboratoires sur puce. La premiere repose sur le controle du phénomene
d’électro-osmose; le greffage de PNIPAM sur les surfaces internes d’un canal permet de controler
I'influence de la double couche électrique : il est possible de bloquer ou autoriser le déplacement
électrocinétique d’'un liquide. Sur des surfaces fonctionnalisées avec du PNIPAM, la mobilité électro-
osmotique augmente d’un ordre de grandeur entre 25 ° C et 40 ° C. En combinant ce comportement
avec les éléments chauffants adressables présentés au chapitre [2], il est possible de permuter lo-
calement 1'état du PNIPAM; les hétérogénéités de charge ainsi créées permettent d’envisager le
développement de mélangeurs électrocinétiques basés sur le PNIPAM.

Accrochage de protéines. La seconde application consiste en I'accrochage réversible d’espéces
biologiques sur des couches de PNIPAM. Ce polymere est déja utilisé comme substrat de culture
de cellules : sa température de transition, proche de celle du corps humain, permet d’utiliser le
PNIPAM replié comme support de culture, puis de relarguer les cellules en abaissant la température.
De fagon analogue, nous avons montré que des billes couvertes de PNIPAM peuvent accrocher et
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décrocher des protéines; la désorption est toutefois incomplete. Ces résultats encouragent néanmoins
le développement de systemes de préparation d’échantillon utilisant le PNIPAM comme piege a

molécules biologiques.
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Conclusion générale

Enjeux des laboratoires sur puce. Les laboratoires sur puce sont des dispositifs intégrés ras-
semblant, sur un subtrat miniaturisé, une ou plusieurs fonctions de laboratoire ; ils sont généralement
dédiés a la manipulation d’échantillons chimiques ou biologiques. Ce sont souvent des systemes mi-
crofluidiques, a faible nombre de Reynolds; la réduction des dimensions entraine des comportements
particuliers des liquides, tels que la prédominance de flux laminaires; pour cette raison, I'action-
nement des liquides dans les microcanaux, notamment leur mélange, est un enjeu qui a retenu
notre attention. Les microTAS sont un sous-ensemble des laboratoires sur puce ; ce terme rassemble
les systemes miniaturisés, possédant généralement une dimension micrométrique, qui integrent la
séquence complete d’analyse d’un échantillon brut jusqu’a la lecture du résultat. Par définition,
les microTAS doivent manipuler des prélevements non idéaux; il est nécessaire de traiter de tels
échantillons avant ’analyse, par exemple pour les concentrer ou les séparer d’especes parasites. La
préparation d’échantillon est le second enjeu qui a retenu notre attention.

PNIPAM. Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est un polymeére thermosensible subissant
un changement conformationnel réversible, d’'un état hydrophile et gonflé sous sa température de
transition (LCST ~ 32° C) a un état hydrophobe et replié au-dela. Les caractéristiques du PNIPAM
permettent d’envisager des applications intéressantes en ce qui concerne les deux enjeux que nous
avons identifiés : hydrophobe, il est capable de piéger des objets biologiques tels que des cellules
ou des protéines; hydrophile, il peut les libérer sur demande, sur un simple stimulus thermique,
une fois que la solution a été débarrassée d’especes indésirables. Il est donc intéressant d’étudier
dans quelle mesure le PNIPAM peut contribuer a la préparation d’échantillons biologiques dans
les laboratoires sur puce. Par ailleurs, un contréle local de 1'état du PNIPAM permet de dessiner
des motifs ou des alternances de PNIPAM gonflé — hydrophile et replié — hydrophobe; il est ainsi
possible de créer des hétérogénéités de charges de surface, dont il est prédit qu’elles entrainent des
recirculations de flux électrocinétique. Le PNIPAM est donc susceptible d’étre a la base de mélangeurs
électrocinétiques. Il existe par conséquent au moins deux applications possible du PNIPAM répondant
a des demandes technologiques des laboratoires sur puce. L’objectif de nos travaux a été d’explorer
les possibilités de développement et d’intégration de technologies a base de PNIPAM, répondant a
ces deux problématiques.

Technologie PNIPAM. Nous avons développé une technologie d’intégration du PNIPAM dans les
microsystemes qui comprend deux volets : d’'une part, l'intégration d’éléments chauffants, sources
des stimuli thermiques permettant de controler I’état du polymere; d’autre part, un protocole de
fonctionnalisation chimique pour greffer le PNIPAM sur des surfaces. Nous avons réalisé deux types
d’éléments chauffants : le premier consiste en des lignes chauffantes simples, longues, permettant
un chauffage homogene de microcanaux, adapté a l’accrochage de molécules biologiques. Le se-
cond, plus complexe, est constitué d’un ensemble d’éléments chauffants miniaturisés, individuels et
adressables ; ils sont destinés au controle local de ’état du PNIPAM, dans 'objectif de mélangeurs
électrocinétiques. Nos résultats indiquent que l'intégration de ces sources thermiques n’est pas un
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point bloquant : ces technologies sont bien maitrisées au LAAS. Par ailleurs, notre protocole de gref-
fage chimique a été caractérisé de fagon approfondie ; plusieurs techniques confirment la présence de
groupes chimiques spécifiques du PNIPAM. Nous avons greffé le PNIPAM avec succes, via une couche
de silane, sur plusieurs types de surfaces : substrats plans de silicium et de verre, capillaires en si-
lice fondue et microbilles en silicium. L’intégration de technologies PNIPAM dans les microsystemes
semble donc possible sans nécessiter de lourds développements spécifiques.

Applications. Les deux applications visées sont le mélange électrocinétique et 1'accrochage ré-
versible d’objets biologiques. Afin de déterminer 'influence du PNIPAM sur le flux électrocinétique,
nous avons réalisé une étude complete en température. Nous avons ainsi montré que le controle
thermique du PNIPAM permet de moduler le flux électro-osmotique ; la mobilité électro-osmotique
sur PNIPAM augmente d’un ordre de grandeur entre 25° C et 40 ° C. Ces résultats encouragent la
poursuite de travaux plus poussés dans cette voie. Par ailleurs, nous avons piégé avec succes des
protéines sur des billes fonctionnalisées avec du PNIPAM. Leur libération n’est toutefois que partielle,
a hauteur de 60 % ; ce décrochage incomplet est attribué a une adsorption non spécifique qui peut
probablement étre limitée.

Perspectives. Les briques de base de cette nouvelle approche sont en place ; de nombreux travaux
restent cependant a réaliser pour la rendre totalement opérationnelle. Il est notamment nécessaire de
définir les caractéristiques optimales et les protocoles d’utilisation des dispositifs. L’étape suivante
est le test en fonctionnement de ces microlaboratoires de prétraitement d’échantillons, par exemple
sur des protéines d’intérét pharmaceutique. Une comparaison quantitative avec les protocoles utilisés
actuellement, faite sur des échantillons réels, permettra finalement de jauger 'efficacité et ’avenir
de cette nouvelle filiere.
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Annexe B

Assemblage SU-8

Il existe différentes techniques d’assemblage de la résine SU-8, a choisir selon les caractéristiques
voulues du dispositif final. Ainsi, pour un dispositif souple et multiniveaux, on préférera la techno-
logie de laminage couche-a-couche, développée au LAAS dans le cadre des travaux de doctorat de
Patrick ABGRALL [198], éventuellement suivie d’une libération totale du dispositif. Dans d’autres
cas, on souhaite un dispositif robuste comprenant des éléments en SU-8 et d’autres en matériaux
solides tels que du silicum ou pyrex. Cette piste a été explorée mais non retenue. Les résultats sont
néanmoins rapportés ci-apres pour mémoire.

Bonding Silicium/SU-8//SU-8/Pyrex. Dans le cadre de travaux annexes nécessitant 1’ap-
plication de pressions importantes dans les canaux, 1'objectif est 1’assemblage de deux wafers de
silicium et pyrex par leurs faces comprenant chacune une épaisseur de SU-8 (FIG. . Le wafer
inférieur en silicium possede une couche de SU-8 de quelques dizaines de microns avec des mo-
tifs dessinant des canaux de 7 cm de long et 100 um de large. Le wafer supérieur en pyrex 7740
est percé de trous correspondant aux extrémités des canaux; il est recouvert d’une fine couche de
SU-8 (~ 10 pm) servant a effectuer le collage. L’assemblage est effectué sur une machine de type
wafer-bonder permettant 'alignement des wafers, le chauffage et le controle de la force appliquée.

—— pyrex

——— SU-8 (fine couche)

——— SU-8 avec motifs

—— silicium

F1a. B.1 — Schéma de I’assemblage Silicium/SU-8//SU-8/Pyrex.

Conclusions. Différents tests ont permis de tirer les conclusions suivantes :
— Si les deux couches sont completement réticulées, le collage n’a pas lieu. Il est préférable de
n’effectuer que le soft bake sur I'une des deux couches, qui dans notre cas est la couche fine.
La couche épaisse contient en effet des motifs et doit donc subir le PEB (post-exposure bake ﬂ

lconditions expérimentales : activation au plasma O 1000 mL/min & 600 W sans cage pendant 2 min; force
appliquée : 1 kN ; sous vide (pression : ~ 1,18.10~% mbar) ; Température : 75° C (plaque supérieure), 85 ° C (plaque
inférieure) ; durée : 20 min.
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— Le plasma d’activation effectué sur les couches avant ’assemblage peut entrainer une réticu-
lation partielle d’une couche non réticulédﬂ

— Le chauffage des substrats, qui facilite le collage, est fait par lampe halogene. Par défaut, le
chauffage est effectué avant la mise en contact des couches de SU-8, ce qui risque de réticuler
partiellement ou totalement la fine couche. Il est préférable de d’abord mettre en contact les
couches, puis de chauffer progressivementﬂ

2conditions expérimentales : idem cas précédent ; la couche fine (supérieure) n’a subi auparavant qu'un soft bake
et n’est pas réticulée.

3conditions expérimentales : couche fine non réticulée ; pas de plasma; force appliquée : 1 kN ; sous vide (pression :
~1,78.10~* mbar) ; Température : 75 ° C (plaque supérieure), 85 ° C (plaque inférieure) ; durée : 20 min.
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Notes de droit d’auteur

C.1 Droits régissant ce document

L’auteur, Guillaume PAUMIER, place ’ensemble du texte de ce document sous les termes de la
licence de documentation libre GNU (GNU free documentation license — GFDL) version 1.2 ou toute
version ultérieure publiée par la Free Software Foundation (http://www.gnu.org/licenses/fdl.
html). Les termes complets de la licence GFDL sont donnés p. [103]

L’ensemble des documents multimedia (schémas, images, graphiques) est placé sous double li-
cence GFDL (version 1.2 ou ultérieure) et Creative Commons Attribution ShareAlike 3.0 (http://
creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/). Afin de faciliter leur réutilisation, tous les schémas
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librement modifiables et agrandissables sans perte de qualité. Leur liste, comprenant leur emplace-
ment immuable sur Internet, sera donnée dans la version finale de ce document.

C.2 Crédits

Certaines images utilisées dans ce document n’ont pas été réalisées par I'auteur; elles ont
néanmoins toutes été préalablement placées sous une licence autorisant explicitement leur réuti-
lisation libre. Le TAB. liste les auteurs respectifs et les conditions de réutilisation de ces images.
Ces conditions font parfois référence a des textes légaux disponibles aux adresses suivantes :

— Creative Commons Attribution ShareAlike 2.0 France :

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/fr/

— Creative Commons Attribution ShareAlike 2.5 :

http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/

— GNU free documentation license (GFDL) 1.2 or later :

http://www.gnu.org/licenses/fdl.html
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TaAB. C.1 — Crédits et conditions de réutilisation des images.
page Image Informations
Auteur : |Ceridwen
@ Tests de Sources : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Test_de_grossesse_ouvert.jpg
grossesse http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Test_de_grossesse_ferm/,C3%A9. jpg
Termes : Creative Commons Attribution ShareAlike 2.0 France
Auteur : David-i98
OneTouch
@ Ultra2 Source : http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Blood_Glucose_Testing.JPG
ra
Termes : GFDL 1.2 or later
, Auteur : Philip Ronan
Molécule P
& Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Water_molecule.svg
eau - -
Termes : Domaine public
Auteur : NIH
Chromosome Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Chromosom.svg
Termes : Domaine public
Auteur : Artur Jan Fijatkowski
Anticorps Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Antibody_scheme.svg
Termes : Creative Commons Attribution ShareAlike 2.5
Auteur : Jerome Walker
Ribosome Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Ribosme_symbol.svg
ermes : Creative Commons ribution ShareAlike 2.
T Creat C Attribut ShareAlike 2.5
Auteur : Michael David Jones
Phage Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Tevenphage.svg
ermes : Creative Commons ribution ShareAlike 2.
T Creat C Attribut ShareAlike 2.5
Auteur : Tyler Heal
Virus Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Virus_Replication.svg
ermes : Creative Commons ribution ShareAlike 2.
T Creat C Attribut ShareAlike 2.5
Auteur : Mariana Ruiz
Bactérie Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Average_prokaryote_cell-_en.svg
Termes : Domaine public
Globule Auteur : Mariana Ruiz
u
Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:0Osmotic_pressure_on_blood_cells_
rouge
& diagram.svg
Termes : Domaine public
Cellule Auteur : Science Primer (National Center for Biotechnology Information)
animale Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Celltypes.svg
nim : .
Termes : Domaine public
Auteur : Arne Nordmann
MOSFET Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Scheme_of_metal_oxide_semiconductor_
field-effect_transistor.svg
Termes : Creative Commons Attribution ShareAlike 2.5
Roue Auteur : The Tango! Desktop Project
u
dentée Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Applications-system.svg
Termes : Creative Commons Attribution ShareAlike 2.5
Feuille Auteur : Steve Jurvetson
ui
d’érable Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Maple_leaf_structure.jpg
Termes : Creative Commons Attribution ShareAlike 2.0
Auteur : Joris Gillis
Angle de
contact Source : http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Contact_angle.svg

Termes : Domaine public


http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Ceridwen
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http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Test_de_grossesse_ferm%C3%A9.jpg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/fr/
http://en.wikipedia.org/wiki/User:David-i98
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Blood_Glucose_Testing.JPG
http://www.gnu.org/licenses/fdl.html
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Sakurambo
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Water_molecule.svg
http://www.nih.gov
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Chromosom.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:WarX
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Antibody_scheme.svg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/
http://en.wikipedia.org/wiki/User:GAThrawn22
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Ribosme_symbol.svg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/
http://en.wikipedia.org/wiki/User:Adenosine
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Tevenphage.svg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:YK_Times
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Virus_Replication.svg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:LadyofHats
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Average_prokaryote_cell-_en.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:LadyofHats
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Osmotic_pressure_on_blood_cells_diagram.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Osmotic_pressure_on_blood_cells_diagram.svg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Celltypes.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Norro
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Scheme_of_metal_oxide_semiconductor_field-effect_transistor.svg
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http://tango.freedesktop.org/Tango_Desktop_Project
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Applications-system.svg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/
http://www.flickr.com/photos/jurvetson/
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Maple_leaf_structure.jpg
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.0/
http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Joris_Gillis
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Contact_angle.svg
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C.3 GNU Free Documentation License

Version 1.2, November 2002
Copyright (©) 2000,2001,2002 Free Software Foundation, Inc.

51 Franklin St, Fifth Floor, Boston, MA 02110-1301 USA

Everyone is permitted to copy and distribute verbatim copies of this license document, but
changing it is not allowed.

Preamble

The purpose of this License is to make a manual, textbook, or other functional and useful
document “free” in the sense of freedom : to assure everyone the effective freedom to copy and
redistribute it, with or without modifying it, either commercially or noncommercially. Secondarily,
this License preserves for the author and publisher a way to get credit for their work, while not
being considered responsible for modifications made by others.

This License is a kind of “copyleft”, which means that derivative works of the document must
themselves be free in the same sense. It complements the GNU General Public License, which is a
copyleft license designed for free software.

We have designed this License in order to use it for manuals for free software, because free
software needs free documentation : a free program should come with manuals providing the same
freedoms that the software does. But this License is not limited to software manuals ; it can be used
for any textual work, regardless of subject matter or whether it is published as a printed book. We
recommend this License principally for works whose purpose is instruction or reference.

1. Applicability and definitions

This License applies to any manual or other work, in any medium, that contains a notice placed
by the copyright holder saying it can be distributed under the terms of this License. Such a notice
grants a world-wide, royalty-free license, unlimited in duration, to use that work under the conditions
stated herein. The “Document”, below, refers to any such manual or work. Any member of the
public is a licensee, and is addressed as “you”. You accept the license if you copy, modify or
distribute the work in a way requiring permission under copyright law.

A “Modified Version” of the Document means any work containing the Document or a portion
of it, either copied verbatim, or with modifications and/or translated into another language.

A “Secondary Section” is a named appendix or a front-matter section of the Document that
deals exclusively with the relationship of the publishers or authors of the Document to the Docu-
ment’s overall subject (or to related matters) and contains nothing that could fall directly within
that overall subject. (Thus, if the Document is in part a textbook of mathematics, a Secondary Sec-
tion may not explain any mathematics.) The relationship could be a matter of historical connection
with the subject or with related matters, or of legal, commercial, philosophical, ethical or political
position regarding them.

The “Invariant Sections” are certain Secondary Sections whose titles are designated, as being
those of Invariant Sections, in the notice that says that the Document is released under this License.
If a section does not fit the above definition of Secondary then it is not allowed to be designated as
Invariant. The Document may contain zero Invariant Sections. If the Document does not identify
any Invariant Sections then there are none.
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The “Cover Texts” are certain short passages of text that are listed, as Front-Cover Texts
or Back-Cover Texts, in the notice that says that the Document is released under this License. A
Front-Cover Text may be at most 5 words, and a Back-Cover Text may be at most 25 words.

A “Transparent” copy of the Document means a machine-readable copy, represented in a for-
mat whose specification is available to the general public, that is suitable for revising the document
straightforwardly with generic text editors or (for images composed of pixels) generic paint pro-
grams or (for drawings) some widely available drawing editor, and that is suitable for input to text
formatters or for automatic translation to a variety of formats suitable for input to text formatters.
A copy made in an otherwise Transparent file format whose markup, or absence of markup, has
been arranged to thwart or discourage subsequent modification by readers is not Transparent. An
image format is not Transparent if used for any substantial amount of text. A copy that is not
“Transparent” is called “Opaque”.

Examples of suitable formats for Transparent copies include plain ASCII without markup,
Texinfo input format, LaTeX input format, SGML or XML using a publicly available DTD, and
standard-conforming simple HTML, PostScript or PDF designed for human modification. Examples
of transparent image formats include PNG, XCF and JPG. Opaque formats include proprietary for-
mats that can be read and edited only by proprietary word processors, SGML or XML for which
the DTD and/or processing tools are not generally available, and the machine-generated HTML,
PostScript or PDF produced by some word processors for output purposes only.

The “Title Page” means, for a printed book, the title page itself, plus such following pages as
are needed to hold, legibly, the material this License requires to appear in the title page. For works
in formats which do not have any title page as such, “Title Page” means the text near the most
prominent appearance of the work’s title, preceding the beginning of the body of the text.

A section “Entitled XYZ” means a named subunit of the Document whose title either is pre-
cisely XYZ or contains XYZ in parentheses following text that translates XYZ in another language.
(Here XYZ stands for a specific section name mentioned below, such as “Acknowledgements”,
“Dedications”, “Endorsements”, or “History”.) To “Preserve the Title” of such a section
when you modify the Document means that it remains a section “Entitled XYZ” according to this
definition.

The Document may include Warranty Disclaimers next to the notice which states that this
License applies to the Document. These Warranty Disclaimers are considered to be included by
reference in this License, but only as regards disclaiming warranties : any other implication that
these Warranty Disclaimers may have is void and has no effect on the meaning of this License.

2. Verbatim copying

You may copy and distribute the Document in any medium, either commercially or noncommer-
cially, provided that this License, the copyright notices, and the license notice saying this License
applies to the Document are reproduced in all copies, and that you add no other conditions whatsoe-
ver to those of this License. You may not use technical measures to obstruct or control the reading
or further copying of the copies you make or distribute. However, you may accept compensation
in exchange for copies. If you distribute a large enough number of copies you must also follow the
conditions in section 3.

You may also lend copies, under the same conditions stated above, and you may publicly display
copies.
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3. Copying in quantity

If you publish printed copies (or copies in media that commonly have printed covers) of the
Document, numbering more than 100, and the Document’s license notice requires Cover Texts, you
must enclose the copies in covers that carry, clearly and legibly, all these Cover Texts : Front-Cover
Texts on the front cover, and Back-Cover Texts on the back cover. Both covers must also clearly
and legibly identify you as the publisher of these copies. The front cover must present the full title
with all words of the title equally prominent and visible. You may add other material on the covers
in addition. Copying with changes limited to the covers, as long as they preserve the title of the
Document and satisfy these conditions, can be treated as verbatim copying in other respects.

If the required texts for either cover are too voluminous to fit legibly, you should put the first
ones listed (as many as fit reasonably) on the actual cover, and continue the rest onto adjacent
pages.

If you publish or distribute Opaque copies of the Document numbering more than 100, you must
either include a machine-readable Transparent copy along with each Opaque copy, or state in or
with each Opaque copy a computer-network location from which the general network-using public
has access to download using public-standard network protocols a complete Transparent copy of the
Document, free of added material. If you use the latter option, you must take reasonably prudent
steps, when you begin distribution of Opaque copies in quantity, to ensure that this Transparent
copy will remain thus accessible at the stated location until at least one year after the last time
you distribute an Opaque copy (directly or through your agents or retailers) of that edition to the
public.

It is requested, but not required, that you contact the authors of the Document well before
redistributing any large number of copies, to give them a chance to provide you with an updated
version of the Document.

4. Modifications

You may copy and distribute a Modified Version of the Document under the conditions of sections
2 and 3 above, provided that you release the Modified Version under precisely this License, with
the Modified Version filling the role of the Document, thus licensing distribution and modification
of the Modified Version to whoever possesses a copy of it. In addition, you must do these things in
the Modified Version :

A. Use in the Title Page (and on the covers, if any) a title distinct from that of the Document,
and from those of previous versions (which should, if there were any, be listed in the History
section of the Document). You may use the same title as a previous version if the original
publisher of that version gives permission.

B. List on the Title Page, as authors, one or more persons or entities responsible for authorship
of the modifications in the Modified Version, together with at least five of the principal authors
of the Document (all of its principal authors, if it has fewer than five), unless they release you
from this requirement.

C. State on the Title page the name of the publisher of the Modified Version, as the publisher.

D. Preserve all the copyright notices of the Document.

E. Add an appropriate copyright notice for your modifications adjacent to the other copyright
notices.

F. Include, immediately after the copyright notices, a license notice giving the public permis-
sion to use the Modified Version under the terms of this License, in the form shown in the

Addendum below.
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G. Preserve in that license notice the full lists of Invariant Sections and required Cover Texts
given in the Document’s license notice.

H. Include an unaltered copy of this License.

I. Preserve the section Entitled “History”, Preserve its Title, and add to it an item stating at
least the title, year, new authors, and publisher of the Modified Version as given on the Title
Page. If there is no section Entitled “History” in the Document, create one stating the title,
year, authors, and publisher of the Document as given on its Title Page, then add an item
describing the Modified Version as stated in the previous sentence.

J. Preserve the network location, if any, given in the Document for public access to a Transparent
copy of the Document, and likewise the network locations given in the Document for previous
versions it was based on. These may be placed in the “History” section. You may omit a
network location for a work that was published at least four years before the Document itself,
or if the original publisher of the version it refers to gives permission.

K. For any section Entitled “Acknowledgements” or “Dedications”, Preserve the Title of the
section, and preserve in the section all the substance and tone of each of the contributor
acknowledgements and/or dedications given therein.

L. Preserve all the Invariant Sections of the Document, unaltered in their text and in their titles.
Section numbers or the equivalent are not considered part of the section titles.

M. Delete any section Entitled “Endorsements”. Such a section may not be included in the
Modified Version.

N. Do not retitle any existing section to be Entitled “Endorsements” or to conflict in title with
any Invariant Section.

O. Preserve any Warranty Disclaimers.

If the Modified Version includes new front-matter sections or appendices that qualify as Secon-
dary Sections and contain no material copied from the Document, you may at your option designate
some or all of these sections as invariant. To do this, add their titles to the list of Invariant Sections
in the Modified Version’s license notice. These titles must be distinct from any other section titles.

You may add a section Entitled “Endorsements”, provided it contains nothing but endorsements
of your Modified Version by various parties—for example, statements of peer review or that the text
has been approved by an organization as the authoritative definition of a standard.

You may add a passage of up to five words as a Front-Cover Text, and a passage of up to
25 words as a Back-Cover Text, to the end of the list of Cover Texts in the Modified Version.
Only one passage of Front-Cover Text and one of Back-Cover Text may be added by (or through
arrangements made by) any one entity. If the Document already includes a cover text for the same
cover, previously added by you or by arrangement made by the same entity you are acting on behalf
of, you may not add another; but you may replace the old one, on explicit permission from the
previous publisher that added the old one.

The author(s) and publisher(s) of the Document do not by this License give permission to use
their names for publicity for or to assert or imply endorsement of any Modified Version.

5. Combining documents

You may combine the Document with other documents released under this License, under the
terms defined in section 4 above for modified versions, provided that you include in the combination
all of the Invariant Sections of all of the original documents, unmodified, and list them all as
Invariant Sections of your combined work in its license notice, and that you preserve all their
Warranty Disclaimers.
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The combined work need only contain one copy of this License, and multiple identical Invariant
Sections may be replaced with a single copy. If there are multiple Invariant Sections with the same
name but different contents, make the title of each such section unique by adding at the end of
it, in parentheses, the name of the original author or publisher of that section if known, or else a
unique number. Make the same adjustment to the section titles in the list of Invariant Sections in
the license notice of the combined work.

In the combination, you must combine any sections Entitled “History” in the various original
documents, forming one section Entitled “History” ; likewise combine any sections Entitled “Ack-
nowledgements”, and any sections Entitled “Dedications”. You must delete all sections Entitled
“Endorsements”.

6. Collections of documents

You may make a collection consisting of the Document and other documents released under this
License, and replace the individual copies of this License in the various documents with a single
copy that is included in the collection, provided that you follow the rules of this License for verbatim
copying of each of the documents in all other respects.

You may extract a single document from such a collection, and distribute it individually under
this License, provided you insert a copy of this License into the extracted document, and follow this
License in all other respects regarding verbatim copying of that document.

7. Aggregation with independent works

A compilation of the Document or its derivatives with other separate and independent documents
or works, in or on a volume of a storage or distribution medium, is called an “aggregate” if the
copyright resulting from the compilation is not used to limit the legal rights of the compilation’s
users beyond what the individual works permit. When the Document is included in an aggregate,
this License does not apply to the other works in the aggregate which are not themselves derivative
works of the Document.

If the Cover Text requirement of section 3 is applicable to these copies of the Document, then
if the Document is less than one half of the entire aggregate, the Document’s Cover Texts may be
placed on covers that bracket the Document within the aggregate, or the electronic equivalent of
covers if the Document is in electronic form. Otherwise they must appear on printed covers that
bracket the whole aggregate.

8. Translation

Translation is considered a kind of modification, so you may distribute translations of the Do-
cument under the terms of section 4. Replacing Invariant Sections with translations requires special
permission from their copyright holders, but you may include translations of some or all Invariant
Sections in addition to the original versions of these Invariant Sections. You may include a trans-
lation of this License, and all the license notices in the Document, and any Warranty Disclaimers,
provided that you also include the original English version of this License and the original versions
of those notices and disclaimers. In case of a disagreement between the translation and the original
version of this License or a notice or disclaimer, the original version will prevail.

If a section in the Document is Entitled “Acknowledgements”, “Dedications”, or “History”, the
requirement (section 4) to Preserve its Title (section 1) will typically require changing the actual
title.
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9. Termination

You may not copy, modify, sublicense, or distribute the Document except as expressly provided
for under this License. Any other attempt to copy, modify, sublicense or distribute the Document
is void, and will automatically terminate your rights under this License. However, parties who have
received copies, or rights, from you under this License will not have their licenses terminated so
long as such parties remain in full compliance.

10. Future revisions of this license

The Free Software Foundation may publish new, revised versions of the GNU Free Documenta-
tion License from time to time. Such new versions will be similar in spirit to the present version,
but may differ in detail to address new problems or concerns. See http ://www.gnu.org/copyleft/.

Each version of the License is given a distinguishing version number. If the Document specifies
that a particular numbered version of this License “or any later version” applies to it, you have the
option of following the terms and conditions either of that specified version or of any later version
that has been published (not as a draft) by the Free Software Foundation. If the Document does
not specify a version number of this License, you may choose any version ever published (not as a
draft) by the Free Software Foundation.
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Résumé

Technologies PNIPAM pour les laboratoires sur puce

Les laboratoires sur puce sont des dispositifs intégrés rassemblant, sur un substrat miniaturisé,
une ou plusieurs fonctions de laboratoire, généralement dédiées a la manipulation d’échantillons
chimiques ou biologiques. L’objectif de ces travaux est I'intégration dans les microsystemes d’un
polymere intelligent, le poly(/N-isopropylacrylamide) (PNIPAM), afin de développer une nouvelle
filiere technologique pour les laboratoires sur puce.

Le PNIPAM est un polymere thermosensible subissant un changement réversible, d’un état hy-
drophile et gonflé sous sa température de transition (LCST ~ 32 ° C) a un état hydrophobe et replié
au-dela. La technologie développée repose sur des éléments chauffants et un protocole de greffage
du PNIPAM sur des surfaces.

Nos travaux montrent que le controle thermique du PNIPAM permet de moduler le flux électro-
osmotique, ouvrant ainsi la voie au développement de mélangeurs électrocinétiques. Ce controle
permet également ’accrochage, partiellement réversible, de protéines sur des billes fonctionnalisées,
pour des applications dans le domaine de la préparation d’échantillon.

Mots-clés : Laboratoire sur puce, NIPAM, microfluidique, polymere thermosensible.

PNIPAM technologies for labs on chips

Labs on chips are miniaturized devices integrating one or several laboratory functions, usually
dedicated to the handling of chemical and biological samples. Our work aimed at integrating a
smart polymer called poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) in microsystems, in order to develop
a new technological process for labs on chips.

PNIPAM is a thermosensitive polymer that undergoes a reversible state transition; it switches
from a hydrophilic, swollen state below its temperature of transition (LCST ~ 32° C), to a hydro-
phobic, collapsed state above it. The technology we developed is based on heating elements and a
surface functionalization process to graft the PNIPAM layer.

Our results show that the electro-osmotic flow can be modulated by thermally controlling the
PNIPAM, thus paving the way to electrokinetic mixers. This thermal control also enables the ad-
sorption (and partial desorption) of proteins on fonctionalized beads, the main application being
sample preparation.

Keywords : Lab on a chip, NIPAM, microfluidics, thermosensitive polymer.
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