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. Introduction

L'isolement et I'analyse d'une cellule unique sont des opérations intéressantes et courantes
dans de nombreux domaines tels que la biologie cellulaire et la médecine. A ce jour, la majorité
des méthodes sont basées sur des techniques optiques. La technique de tri cellulaire la plus
connue et largement utilisée est le Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS). Les principaux
avantages de ces techniques sont leur court temps de réponse et leur grande sensibilité.
Cependant, ces systemes sont limités par des conditions spécifiques et ne sont pas adaptés aux
milieux sombres ou aux conceptions complexes qui empéchent la transmission et la mesure des
faisceaux lumineux incidents et réfléchis. Par exemple, la distance focale du systéme nécessite
un ajustement avant la mesure afin d'assurer la visibilité et pouvoir mesurer le volume des
gouttelettes. En outre, des marqueurs de fluorescence doivent étre utilisés dans certains cas. Le
recours actuel se dirige vers des méthodes non-optiques, par exemple vers des méthodes
électrochimiques basées sur l'intégration d’électrodes de mesure. Parmi les techniques
disponibles, la technique la plus prometteuse actuellement est basée sur I'utilisation de systemes
microfluidiques a gouttelette. En effet, contrairement aux systemes microfluidiques classiques
qui concernent I'étude d'un fluide continu, la microfluidique a gouttelette consiste a introduire
deux fluides non miscibles, permettant la génération de gouttelettes d'un volume allant de 1fL
a 1 nL a une frequence allant jusqu'a 1 MHz. Chaque gouttelette générée peut étre utilisée
comme un microréacteur individuel permettant I'encapsulation de cellules uniques pour
I'analyse. Il convient de mentionner que les techniques d'analyse de cellules uniques sont
généralement calculées en moyenne sur une population de cellules. Il est donc nécessaire
d'isoler une cellule unique et les gouttelettes utilisées comme microreacteur individuel pour
I'encapsulation des cellules semblent étre bien adaptées. D’autres part, I’intégration des
microélectrodes permet d’appliquer des méthodes électrochimiques spécifiques telles que le
bruit électrochimique ou I’impédance électrochimique afin de caractériser ces gouttelettes par
exemple leur taille, leur forme ou encore leur contenu. L’objectif de ce travail de these est de
développer un microsystéeme microfluidique capable de générer des gouttelettes ou des
bouchons et de les caractériser a 1’aide de techniques électrochimiques. Ce microsystéme est
¢galement constitué d’un module de tri basé sur la diélectrophorése afin de séparer des

gouttelettes selon leur taille.

Le manuscrit est divisé en cing chapitres. Le premier chapitre décrit de maniére breve des

généralités sur la microfluidique, les écoulements diphasiques en particulier I’écoulement a
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gouttelettes. Les forces régissant I’écoulement a gouttelette ainsi que les paramétres mis en jeu
seront décrits en détail. Y seront également décrits les différents domaines d’applications de la
microfluidique a goutte avec quelques exemples illustrant I’importance et 1’utilité de cette
technique mais aussi les inconvénients qu’implique une réduction de 1’échelle a une taille
micrométrique. Enfin, une liste non exhaustive de techniques optique et non optiques de
caractérisation et de détection des particules est donnée dans ce chapitre.

Dans le second chapitre, les techniques de microfabrication mises en ceuvre pour la
fabrication des microsystemes microfluidiques ainsi que les parametres utilisés seront décrits.
Certaines problématiques rencontrées lors de la microfabrication sont également mises en
évidence avec des solutions proposées et développées dans le cadre de cette these. Y seront
également reportés dans ce chapitre les matériaux et les fluides utilisés ainsi que leurs
caractéristiques. Une description détaillée du dispositif expérimental utilisé pour procéder aux
expériences sera donnée a la fin du chapitre.

Les techniques de mesures électrochimiques utilisées dans ce travail, principalement la
spectroscopie d’impédance et la technique du bruit électrochimique, seront décrites au troisiéme
chapitre. Les bases théoriques régissant chacune de ces deux méthodes seront présentées et les
parametres utilisés lors des expériences seront détaillés ainsi que les problématiques

rencontrées suite a la réduction de I’échelle de mesure.

Dans le chapitre quatre, le modele utilisé pour la simulation numérique basé sur la
méthode des éléments finis sera détaillé en mettant en évidence I’influence de plusieurs
paramétres tels que la géométrie, les matériaux utilisés, la physique et le type d’étude. A 1’aide
de ce modeéle, plusieurs parametres ayant une influence sur la réponse théorique de la variation

de I’impédance sont mis en évidence et discutés.

Enfin, le cinquiéme et dernier chapitre regroupe les résultats expérimentaux obtenus a
partir des mesures d’impédance et de bruit électrochimique. Une comparaison entre les résultats
expérimentaux et théoriques sera présentée et discutée. Le développement d’un dispositif pour
la séparation des particules en fonction de leur taille par diélectrophorése sera décrit en détail

ainsi que les problématiques rencontrées lors de sa mise en ceuvre.
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1. Synthese bibliographique

1.1 La microfluidique

La microfluidique est la science étudiant 1’écoulement de petites quantités de fluide dans
des canaux dont I’une au moins des dimensions est micrométrique [1]. Cette technologie a
connu un essor considérable depuis les années 1980 avec le développement des MEMS
(microelectro-mechanical systems en anglais), puis dix ans plus tard, avec le concept de
laboratoire sur puce (Lab-On-a-Chip) [2,3]. Depuis, les domaines d’applications de la
microfluidique n’ont cessé de s’étendre, que ce soit en biologie, en chimie ou encore en

médecine.

La technologie de laboratoire sur puce est I'une des technologies microfluidiques les plus
intéressantes développées depuis ces vingt dernieres années. Elle permet de miniaturiser des
fonctions au sein d’un dispositif miniature comme 1’analyse, la caractérisation et la séparation,
et offre la possibilité de regrouper plusieurs de ces fonctions au sein d’un seul systéme complet.
Pour ce faire, plusieurs méthodes, optiques ou non optiques peuvent étre intégrées a ce type de

systéme pour aboutir a un systeme complet portable.

Dans la premiere partie de ce chapitre nous allons nous intéresser aux phénomenes
physiques mis en jeu dans le fonctionnement et la mise en ceuvre d’un systéme microfluidique,
les différents types d’écoulements qui peuvent avoir lieu et les différents domaines
d’application de la microfluidique a gouttelette. Dans la seconde partie, les techniques de
caractérisations de micro-objets seront décrites ainsi que leurs avantages, inconvénients et

limites en fonction du domaine d’application.

Dans les systemes microfluidiques, les lois d’écoulement restent inchangées par rapport
a la mécanique des fluides classique. Cependant, certains phénomenes et principes peuvent étre

simplifiés en raison de la réduction de la taille des canaux dans lesquels s’écoulent les fluides.

En tout premier lieu, il est important de définir quel type d’écoulement peuvent avoir lieu
au sein des microcanaux. En mécanique des fluides classique, il existe trois types
d’écoulement qui sont : laminaire, intermédiaire et turbulent. Ces trois régimes sont définis a
partir d’un nombre adimensionnel appelé « nombre de Reynolds », qui représente le rapport

entre les contraintes liées a I’inertie d’un fluide et les contraintes visqueuses (ou frottement) :
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_ pUL, Eq II-1
n

Re

ou U et p représentent respectivement la vitesse moyenne et la masse volumique du fluide, n

sa viscosité dynamique et L. la longueur caractéristique.

Pour des valeurs de Re importantes (Re > 2000), les forces d’inertie régissent
I’écoulement et engendrent un écoulement turbulent. Pour de petites valeurs du nombre de
Reynolds, comme c’est le cas pour les systémes microfluidiques pour lesquels Re < 1, les

forces visqueuses 1I’emportent sur I’inertie ce qui donne lieu & un écoulement laminaire.

L’écoulement des fluides newtoniens incompressibles est décrit par 1I’équation de Navier-

Stokes qui s’exprime selon :

ov X Eq 11-2
p<§+ (v.V)v) = —VP+ nVv+ pg

ou p est la masse volumique du fluide (kg/m®), v sa vitesse (m/s), n sa viscosité (Pa.s) et g

I’accélération de la gravité.

Plusieurs hypotheses liées a la miniaturisation peuvent étre appliqués a cette équation.
Tout d’abord, comme le nombre de Reynolds est faible dans les systemes microfluidiques, le
terme convectif «(v.V)v » peut étre négligé devant la prédominance du terme visqueux
«nV2v ». Il en est de méme pour les termes de gravité « pg ». Cependant, un petit nombre de

Reynolds n’implique pas forcément la stationnarité du profil de vitesse, mais il est toutefois
. - : : : P I . .
possible de négliger le terme instationnaire «p a—’: » car les variations de la vitesse dans un instant

« t » se font par diffusion visqueuse sur une distance supérieure a la longueur caractéristique de

I’écoulement au sein du canal [4].

Ces hypotheses ont permis d’aboutir a 1’équation de Stokes. Cette équation relie le terme
visqueux «nAwv» et les forces hydrauliques « VP » et permet de décrit les écoulements a

I’échelle microscopique.

VP = ndv Eq 113
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Un autre nombre adimensionnel qui joue un rdle important est le nombre de Péclet (Pe).
Il permet de comparer le transfert par convection au transfert par diffusion qu’ils soient

massiques ou thermiques.

L.v Eq I1-4
Pe = lc) = Re Sc ‘

ou D représente le coefficient de diffusion massique et Sc le nombre de Schmidt. Le nombre de
Schmidt est aussi un nombre adimensionnel qui intervient dans des systemes ou 1I’écoulement

est lié a la viscosité et au transport de matiére en méme temps. Il est calculé a partie de Eq 11-5

v EqlI-5
Sc= —

‘D
ou v est la viscosité cinematique du fluide (m#s) et D le coefficient de diffusion massique
(m2/s).

Zheng et al. ont démontré¢ que I’écoulement de Poiseuille, décrivant 1’écoulement
laminaire d’un fluide visqueux dans un tube cylindrique, est une bonne approximation pour les
écoulements dans des canaux microfluidiques pour des rapports d’aspects inférieurs a 0,35 [5].
Le rapport d’aspect est déterminé en divisant la hauteur du canal par sa largueur. Le profil de
vitesse caractéristique d’un écoulement de Poiseuille est parabolique associé a un gradient de

pression. L’équation d’Hagen-Poiseuille décrit ce type de profil de vitesse :

AP Eq11-6

T RnQ

ou R, et Q sont respectivement la résistance hydraulique (Pa.s.m) et le débit (m%/s).

L’analogie entre loi d’Hagen-Poiseuille et la loi d’Ohm est claire (AV = RI) : la perte de
charge au sein du microcanal est similaire a la différence de potentiel, le débit auquel le fluide
se déplace est associé au courant passant dans un céble et enfin la résistance hydraulique est

similaire a la résistance électrique [3].

La résistance hydraulique est influencée par plusieurs parameétres. Tout d’abord la
viscosité et la longueur du canal qui, en augmentant, conduiront a une valeur plus élevée de la

résistance. Le diametre hydraulique, étant directement lié a la section du canal (a) et au
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périmetre mouillé de la section du canal (1) (D, = 4a/A), est inversement proportionnelle a la
résistance. En effet, plus la section du canal est petite, plus 1I’écoulement est difficile. La perte
de pression étant proportionnelle a la résistance, les parametres influencgant la résistance vont,
par conséquent, modifier la pression. Le débit d’écoulement du fluide lui aussi a une
répercussion directe sur la vitesse du fluide. Dans ce cas, plus le fluide aura une grande vitesse
d’écoulement, plus les forces de frottements seront importantes et ainsi la perte de pression

augmente.

L’analogie entre les notions électrique et la mécanique des fluides ne s’arréte pas la. En
effet, pour un nombre de Reynolds petit, I’écoulement dans une série de canaux de taille
différente implique une valeur de R, propre a chaque canal. La résistance totale est alors la

somme des résistances en série (

Figure I1-1.A). Pour des canaux en paralléle, I’inverse de la résistance hydraulique totale

est égale a la somme de I’inverse des résistances hydrauliques locales (

Figure 11-1.B). L’équation d’Hagen-Poiseuille pour I’écoulement dans deux canaux

s’écrit alors pour les différents cas comme montrée dans la

Figure I1-1.
A. En série B. En parallele
Ap A 1 1\7!
-7 = R+ Ry)Q P _ <_+_) 0
! R, R,
o+Ap @, Py R=R +R, Po+Ap Q P I—‘ . 1 1\!
- RQ, N | QT N (7'x)
I ot ’n—‘— Po Ara= R0, mtar @ 1@ »p
Ap = (R + Ry) Q |
PotApy @ otOp, % w Ap=(t+4)Q

I

Figure I1-1 : Récapitulatif des expressions d'Hagen-Poiseuille pour un écoulement dans deux canaux avec
deux résistances différentes Ry et R,. A. En série. B. En parallele [3]

Bruus a détaillé d’avantage les phénoménes d’écoulements microfluidiques [3]. Il a
démontré que les fluides en écoulement et les canaux ne sont pas completement rigides et
possédent une certaine élasticité provoquant une modification de leurs volumes. Ainsi, le
concept de capacité hydraulique prend tout son sens et peut alors s’exprimer en fonction du

volume par unité de temps par rapport a la chute de pression :
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ar Eq -7

Ch=_%

ou I' est le volume par unité de temps par analogie & la charge g par unité de temps que 1’on

s : s / . d . . .
retrouve pour I’expression d’un condensateur en électrostatique C = ﬁ . Le signe moins traduit

la diminution du volume quand la pression augmente.

D’autre part, il est possible de définir un circuit électrique équivalent qui traduit
I’écoulement dans un canal et ainsi calculer I’impédance de chaque composant. L’impédance
dans un circuit électrique est définie par :

AV Eq11-8
Z=—
Al
La perte de pression et le débit étant respectivement analogue a la différence de potentiel

et au courant (Figure 11-2), I’expression de I’impédance dans le cas d’un systéme hydraulique

devient alors :

AP Eq 119

1”

R hyvd

P+ Ap

i

Figure 11-2 : A. Représentation d'un écoulement piston dans un canal microfluidique pour mettre en évidence
le concept de capacité hydraulique Cnyq. B. Circuit électrique équivalent pour I'écoulement piston [3]

En appliquant les lois de Kirchhoff sur ce type de systeme, on obtient les expressions détaillées

dans le Tableau 11-1 de I’impédance pour chaque composant.

Tableau I1-1 : Expressions de la résistance Ry, la capacité Cn et la conductance hydraulique L obtenues a
partir de lI'analogie avec les systemes électriques

. . . . Conductance
Résistance hydraulique Capacité hydraulique ]
hydraulique
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joC, Z, = jwLy

Comme mentionné précédemment, le nombre de Reynold est faible dans des systémes
microfluidiques, le régime y est donc majoritairement laminaire et le mélange entre les fluides
dans les microcanaux devient alors un véritable défi. Dans ce cas, méme si le nombre de Péclet
(Pe) est élevé (signe d’une convection dominante), I’écoulement laminaire est un frein pour le
mélange convectif entre les fluides, le mélange se fait alors par diffusion. Dans certains cas ou
le mélange doit se faire rapidement, a cause d’une cinétique de réaction rapide, une convection
forcée peut étre réalisée. Plusieurs methodes ont été développées, des méthodes passives basees
sur des géométries intelligentes telles que le mélangeur a chevrons [6] (Figure 11-3.A), des
mélangeurs a canaux en serpentins [7], torsadés ou en X [8] (Figure 11-3.B) et bien d’autres
encore [9]. Bordbar et al. ont utilisé un écoulement & bouchons pour forcer le mélange entre
deux fluides [10]. Il existe également des méthodes dites actives en appliquant une énergie
extérieure au systeme, par exemple une commande acoustique [11] (Figure 11-3.C), magnétique
[12], I’éléctromouillage [13], etc. Il également possible d’obtenir un bon mélange pour des

temps plus courts en variant les debits des deux phases.
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Figure 11-3 : A. Représentation d’'un mélangeur a chevron et ses conséquences sur la formation de vortex
pour le mélange des fluides dans un systeme microfluidique [6]. B. Schéma d’'un mélangeur avec un tube en X
pour le mélange de trois fluides [8]. C. Mélangeur acoustique a [’aide de transducteurs intégrés [11]

En ce qui concerne la diffusion, elle peut &tre un avantage en fonction des applications.
Par exemple, la diffusion lente permet de déplacer des plus petites particules d’un fluide vers
un autre en les séparant des particules plus grandes qui mettront plus de temps a migrer étant
donné que leur rayon est plus important (Figure 11-4) [14]. Qin et al. ont exploité cette diffusion
pour des extractions liquide-liquide et les applications sont encore nombreuses [15].

Fluide

Petites particules

Grandes particules

Figure I1-4 : Séparation par diffusion des particules en fonction du rayon dans un systeme
microfluidique[14]

Le principal avantage de la microfluidique est le fait d’utiliser un systeéme de plus petite
dimension, ce qui se traduit par des volumes réactionnels plus faibles et par conséquent des
déchets générés moins importants. D’autre part, la prédominance des phénoménes de surface
par rapport aux forces de gravité peut simplifier des opérations sur I’analyse des cellules. A
contrario, lorsque les produits s’adsorbent de manieére importante a la surface interne des

canaux, on peut alors étre confronté a un probleme de pollution.

La miniaturisation est également un atout en matiére de transport de chaleur. Dans le cas
d’un dégagement de chaleur, cette derniére va s’évacuer plus rapidement dans un systéme a
petite dimensions. Asthana et al. ont mis en évidence une augmentation du nombre de Nusselt
(traduisant le transfert thermique entre un fluide et une paroi) pour des écoulements diphasiques

dans des microcanaux de 100 um [16]. En effet, plus le nombre de Nusselt sera élevé plus la
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convection thermique sera efficace ce qui permet d’obtenir des systémes de refroidissement

plus performants par exemple en microélectronique.

Les phénomenes de transport de matiere décrits précédemment peuvent s’avérer étre a la
fois un avantage et un inconvénient en fonction de la taille du systeme miniaturisé, de son
application et du résultat recherché. Cependant, méme si les avantages de systemes miniaturisés
sont nombreux, ils présentent également certains inconvénients. Les procédés de
microfabrication d’une puce impliquent l’utilisation des appareils souvent codteux et
volumineux et des étapes de microfabrication en salle blanche. Les dimensions micrométriques
des canaux impliquent qu’ils sont trés sensibles aux petites particules donc un bouchage de
canal qui se traduit par une puce qui devient a usage unique pour une opération donnée, le

nettoyage des canaux étant fastidieux voire impossible.

Les systemes microfluidiques, avec leurs avantages et leurs faiblesses, font 1’objet de
nombreuses applications en chimie, biologie, médecine ou encore physique. Bon nombre de
ces systemes font intervenir deux phases en écoulement dans des microcanaux. Une description
détaillée de la physique, des différents types d’écoulement et des méthodes pour les obtenir est

détaillée dans la suite.

1.2 Les écoulements diphasiques

Nombreux sont les procédés qui font appel a des écoulements diphasiques ou
multiphasiques. La synthése chimique, I’analyse de micro-objets en passant par 1’émulsion ou
encore 1’extraction font toutes appel a une phase dispersée (liquide ou gazeuse) circulant dans

une phase continue (liquide).

Dans le cas de deux fluides immiscibles, comme dans le cas que nous étudierons par la
suite, ¢’est-a-dire un melange liquide ionique et PBS (ou azote), ces écoulements donnent lieu

a deux principaux régimes d’écoulement :

1/ L’écoulement stratifié : les deux phases sont en contact mais circulent de maniere
paralléle 1’une a 1’autre (Figure 11-5.A). L’espace occupé par chacun des deux fluides va
dépendre du rapport des débits, des propriétés physico-chimiques des fluides ainsi que des
nombres adimensionnels (Re , Pe, Sc ) qui décrivent les phénomeénes physiques au sein des

microcanaux. Dans certain cas, un écoulement dit annulaire est observé pour lequel 1’une des
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phases circule au milieu du canal entouré du second fluide qui lui circule prés des parois (Figure
11-5.B).

Lorsque deux fluides s’écoulent de fagon laminaire, le transport de matiere entre les deux
phases est régi par la diffusion. Il est possible alors d’utiliser ce type d’écoulement dans
beaucoup d’applications. Comme il a été cité précédemment, il possible de séparer des
particules en fonction de leurs tailles. Bamgbopa et al. ont mis en évidence I’utilité de ce type
d’écoulement dans une batterie redox-flow sans membrane. L’écoulement des deux fluides
immiscibles permet le transfert des espéces actives sans avoir recours & une membrane
séparatrice entre eux [17]. Yoon et al. ont utilisé quant a eux un flux tri-laminaire pour la
séparation chirale selective. Le systeme était composé d'un milieu d'alimentation pour
I'estérification enzymatique sélective, d'une couche aqueuse acide pour I'nydrolyse ; ces deux
milieux sont séparés par une membrane liquide ionique comme couche intermédiaire [18]. Le
rendement de séparation en utilisant cette méthode fut de 92,5 % pour une épaisseur de la

membrane (liquide ionique) de 100 pum.

A

B » - e g——

Figure 11-5 : Ecoulement diphasique (eau et kéroséne) dans un microcanal : A. Ecoulement stratifié. B.
Ecoulement annulaire [19]

2/ L’écoulement a gouttelette : les gouttelettes (ou les bulles pour une phase dispersée
gazeuse) de la phase dispersée se forment quand la phase continue cisaille la phase dispersée
de maniére a former une gouttelette. La aussi, en fonction du rapport des débits et des propriétés

des fluides, il est possible d’obtenir des gouttelettes de taille supérieure a celle du canal dit
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bouchons (Figure 11-6.A) ou des gouttelettes de taille inférieure a celle du canal (Figure 11-6.B-
E).

Figure I1-6 : A. Formation de bouchons avec un jonction en T [19]. B-E. Variation de la taille des
gouttelettes formées dans un écoulement focalisé par variation du rapport des débits des deux phases [20]

Dans le paragraphe suivant, 1’écoulement a gouttelette et ses applications seront
développés plus en détail puisque ce sont les écoulements a gouttelette pour un laboratoire sur

puce qui font I’objet de cette thése.

11.2.1 L’écoulement a gouttelettes dans un systeme microfluidique

La microfluidique a gouttelettes représente une partie tres importante de la
microfluidique. Ses applications sont nombreuses dans I’analyse, 1’encapsulation ou encore la
synthése de composés chimiques (Figure I1-7). Le volume des gouttelettes formées est de

quelques picolitres et leur fréquence de production peut atteindre MHz [21].
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Figure I1-7 : Differentes manipulations possibles de gouttelettes. A. Le mélange ou la fusion. B. La scission.
C. Lerelargage. D. L encapsulation ou l’incubation. E. La détection. F. La separation [22]

Pour obtenir un écoulement a gouttelette, la phase continue vient cisailler la phase
dispersée ce qui va augmenter 1’aire de I’interface formée par les deux phases pour créer une
gouttelette. Les nombres adimensionnels permettant de décrire les équilibres entres les forces,

rendant le détachement de la gouttelette possible, seront décrits dans le paragraphe suivant.

I1.2.1.a La physique de la génération des gouttelettes
La génération de gouttelettes est due a une concurrence entre les forces interfaciales et
les forces visqueuses. La relation entre ces forces se traduit par le nombre capillaire (Ca), qui

est un nombre adimensionnel et s’exprime selon :

v -
Cq = nv Eq 11-10
14
ou n représente la viscosité du fluide (Pa.s), v sa vitesse (m/s) et y sa tension superficielle
(N/m).

Pour des systemes microfluidiques, ce nombre est inférieur a ’unité, ce qui veut dire
qu'une gouttelette circulant dans une phase continue va étre peu déformée car les forces
interfaciales dominent. Chacune des deux phases, circulant dans le dispositif, posséde son

propre nombre capillaire, Ca, pour la phase dispersée et, Ca. pour la phase continue.

Le phénomene de génération d’une goutte se produisant a 1’interface, il semble donc
logique de faire appel a un nombre adimensionnel comparant les forces d’inertie aux forces

interfaciales. Ce nombre est le nombre de Weber (We) :

p vz LC Eq 11-11
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ou p est la masse volumique (kg/m®), v la vitesse (m/s), L. la longueur caractéristique (m) et

y la tension superficielle (N/m).

Comme pour le nombre capillaire, ses valeurs en microfluidique sont inférieures a 1 et

chacune des deux phases se voit attribuer un nombre de Weber qui lui est propre.

Pour finir, le nombre adimensionnel ¢, représentant le rapport des débits entre phase

dispersée et phase continue est donné par :

Q4 Eq I1-12
0 =—
Qc

ou Q représente le débit de la phase dispersée et Q. le débit de la phase continue.

Les phénomenes entrant en jeu pour expliquer la formation de gouttelettes peuvent étre

décomposés en deux théories.

La premiére a été proposée par 1’équipe de Ismagilov, qui, a partir de la synthese de
nanoparticules de sulfure de cadmium, a mis en évidence la corrélation entre la taille des
gouttelettes formées et le nombre capillaire d’un systéme diphasique ou les viscosités des deux

fluides sont comparables [23].

Garstecky et al., quant a eux, ont associé le phénoméne de génération d’une gouttelette a
la chute de pression dans le canal secondaire pour des systéemes a faible nombre capillaire,
comme c’est le cas dans les systémes microfluidiques. En effet, le passage d’une quantité de
phase dispersée dans le canal principal engendre une chute de pression dans le canal secondaire
et le gradient de pression dans le canal principal tend a créer une rupture entre les deux phases

et ainsi a former une gouttelette [24]

Ces deux théories semblent complémentaires. En effet, les recherches menées par Dreyfus
et al. ont montré I’impact a la fois de la mouillabilité compléte ou partielle des fluides mais
également le rapport de tailles entre les canaux de chacune des deux phases [25]. Dans le cas
ou le canal secondaire est plus petit que le canal principal, ou si la phase dispersée mouille en
partie la paroi, alors le détachement de la gouttelette est probablement di a la compétition entre
les forces visqueuses et celles de la tension de surface. De plus, la taille des gouttelettes
obtenues peut étre inférieure au diametre du canal principal comme le montrent les recherches
de Nisisako et al. [26] (Figure 11-8.B). En revanche, dans le cas ou les canaux sont de méme
taille et que la phase continue mouille totalement le canal, alors la chute de pression enclenchera

le détachement de la goutte a I’intérieur du canal principal. Ici on aura donc formation de
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gouttelettes soit de méme taille que le canal, soit de taille supérieure donc formation de
bouchons (Figure 11-8.A).

A B
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Figure 11-8 : A. Génération de gouttelettes dans une jonction en T pour une phase continue mouillante ou la
plus petite taille de gouttelette obtenue est de la méme taille que le canal [24]. B. Génération de gouttelettes
dans une jonction en T pour une phase dispersée partiellement mouillante ou la taille des gouttelettes obtenue
est inférieure & la taille du canal [27]

Les différents parameétres impactant 1’écoulement a gouttelettes seront détaillés par la
suite. Mais avant cela, nous allons exposer les différentes géométries permettant de produire

des gouttelettes.

11.2.1.b La géométrie des canaux

Les deux principales techniques de génération de gouttelettes sont les méthodes passives
et les méthodes actives. Les méthodes passives permettent la génération de gouttelettes dans les
microcanaux sans actionnement externe. Les méthodes actives quant a elles reposent soit sur
un apport supplémentaire d’énergie magnétique, électrique ou encore centrifuge soit sur la
modification des propriétés intrinséques du fluide comme la viscosité, la tension interfaciale ou
encore la mouillabilité du canal. Dans la suite de ce chapitre, nous avons choisi d’exposer les
méthodes passives uniquement, elles présentent I’avantage d’étre économiques et plus simples
a mettre en place. Par conséquent ce sont elles que nous avons utilisées dans le cadre de ce

projet.

[1.2.1.b.i Jonction en croix
Comme son nom I’indique, le canal principal et les deux canaux secondaires forment une
croix (Figure 11-9). Les deux arrivées de la phase continue viennent cisailler la phase dispersée

permettant de former des gouttelettes circulant dans le sens du flux de la phase dispersée [28].

Figure I1-9 : Schéma représentatif de la génération de gouttelettes avec une jonction en croix [29]
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[1.2.1.b.ii Jonctionen T :

Ce dispositif a été proposé pour la premiére fois par Thorsen ou la phase continue et la
phase dispersee, circulant respectivement dans un canal principal et un canal secondaire, entrent
en contact perpendiculairement (Figure 11-10). La gouttelette se forme alors en conséquence de
la compétition entre les forces visqueuses, tendant a cisailler la goutte pour la détacher, et les
forces de tension de surface qui retiennent la goutte [30].
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Figure 11-10 : Représentation d une jonction en T pour la génération de gouttelettes d’eau dans de [’huile
dans des canaux microfluidiques [30]

Il existe également plusieurs variantes de cette jonction en faisant varier 1’angle entre le

canal principal et le canal secondaire comme par exemple la jonction Y.

11.2.1.b.iii Co-écoulement

Ce type d’écoulement est réalis¢ a partir d’un écoulement coaxial ou la phase dispersée
circule au milieu, ce qui permet de générer des gouttelettes en cisaillant la phase dispersée par
la phase continue (Figure 11-11). La taille et la fréquence des gouttelettes vont dépendre de
plusieurs parameétres notamment de la taille des deux canaux pour les deux phases ainsi que du

rapport des débits entrants.

Cette méthode se révele intéressante dans le cas ou ’on souhaite générer des doubles

émulsions dont la taille est plus petite que le canal [31].

Figure I1-11 : Génération de gouttelettes avec un co-écoulement [31]
[1.2.1.b.iv Jonction en écoulement focalisé (flow focusing)
Ce type de dispositif est une évolution de la jonction en croix. Ganan-Cavlo et Gordillo

ont été les premiers a proposer ce type de dispositif pour générer des bulles d’air dans un fluide
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[32]. Par la suite, Anna et al. I’ont adapté en 2003 pour former des gouttelettes d’eau dans de
I’huile [33]. Pour ce dispositif, la phase dispersée est injectée perpendiculairement aux deux
arrivées de phase continue. Les flux se heurtent ensuite a une constriction qui va affiner le jet

et conduire a la formation de gouttelettes (Figure 11-12).

Cette géométrie permet de générer des gouttelettes de maniere trés reproductible et a des
fréquences allant jusqu’au kHz. Cependant, la formation des gouttelettes peut engendrer des
gouttelettes plus petites, ce qui peut perturber certaines opérations de caractérisation ou

d’analyse.

Figure 11-12 : Génération de gouttelettes d 'eau dans de | huile pour un écoulement focalisé [33]

11.2.1.c Le mode génération

Dans la partie 11.2.1, nous avons décrit I’écoulement a gouttelette et montré que cet
écoulement pouvait donner lieu a plusieurs tailles de gouttelettes, allant du bouchon dont la
longueur dépasse la largeur du canal, aux microgouttelettes donc la taille est inférieure a celle
du canal. Ces différents régimes sont répertoriés en trois principaux modes ou la frontiere entre

ces modes est déterminée par la taille des gouttelettes formées (Figure 11-13).

[1.2.1.c.i Le régime squeezing

Les gouttelettes ont une longueur supérieure au diametre du canal. Par conséquent, les
gouttelettes se déforment et prennent la forme d’un bouchon. Ce type d’écoulement est di au
rapport des débits entre les deux phases et a la chute de pression dans le canal secondaire.
D’autre part, le nombre capillaire pour ce régime est plus faible que pour les deux autres

régimes.

11.2.1.c.ii Le régime dripping

Dans ce cas, la taille des gouttelettes est approximativement la méme que celle du canal.
Les forces visqueuses de la phase continue viennent cisailler la phase dispersée et permettre a
la gouttelette de se former. Cela correspond a un nombre capillaire Ca < 0,1 pour une jonction

en Croix.
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[1.2.1.c.iii Le régime jetting

Ce régime se traduit par la formation d’un jet de phase dispersée loin de I’intersection des
deux fluides, au bout de ce jet sont générées des gouttelettes bien plus petites que le canal et le
nombre capillaire est supérieur a 0,1. Ce mode de génération est lié€ aux instabilités de Rayleigh-
Plateau. Cette instabilité est pilotée par la tension de surface du fluide. En effet, tout fluide en
écoulement ondule pour minimiser son énergie de surface. Au fur et a mesure les ondulations

s’accentuent elles séparent 1’écoulement « cylindrique » du fluide en gouttelettes.

Nous retrouvons ces trois types d’écoulement pour les différentes géométries, c’est-a-

dire, pour la jonction en T [34], la jonction en croix [35] et I’écoulement focalisé [36].
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Figure I1-13 : Représentation des trois modes de génération de gouttelettes. A. Pour une jonction en T [37].
B. pour une jonction en croix [35]. C. Pour un écoulement focalisé [36]

11.2.1.d Paramétres d’influence sur la taille des gouttelettes

La taille, la fréquence et le régime d’écoulement des gouttelettes dans un microcanal sont
influencés par un ou plusieurs parameétres a la fois. En fonction des applications requises, il est
intéressant de jouer sur ces parameétres pour obtenir la taille de gouttelette souhaitée, suivant un
régime donné et dans une geométrie bien précise. Dans la suite de ce chapitre nous allons nous

intéresser a ces parametres et leurs degrés d’influence sur la génération des gouttelettes.

11.2.1.d.i Tailles des canaux

Comme il a été détaillé précédemment dans la section 11.2.1.b les géométries des canaux
sont nombreuses et donnent lieu a différentes tailles de gouttelette. Cependant pour chaque
géométrie, la taille des canaux de la phase dispersée et la phase continue ainsi que le rapport
entre ces deux dimensions jouent un réle primordial dans la taille des gouttelettes générées. Les
recherches menées par Sugiura et al. ont montré que le diamétre des gouttelettes est tres peu

influencé par la longueur et la largeur du canal de la phase dispersée [38]. Cependant, le temps
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de détachement des gouttelettes est plus court donc la fréquence de génération de ces dernieres
est plus élevée. En ce qui concerne la phase continue, une diminution de la largeur de son canal

conduit a une formation de gouttelettes plus petites [26].

Han et Chen de leur c6té ont montré par simulation numérique 1’impact du rapport
hauteur/ largeur et 1’angle de contacts entre les deux phases sur le diametre de gouttelettes
fusionnées. La simulation a permis de déterminer un angle critique de 60° et un rapport de
hauteur/ largeur de la phase continue égale a 1 pour que la taille des gouttelettes soit la plus

petite et la fréquence de génération soit la plus élevee [39].

11.2.1.d.ii Débits des deux fluides immiscibles
La rupture qui induit la formation de la gouttelette est liée a 1’équilibre des forces
interfaciales a I’intersection des deux phases. Cette compétition entre les forces est directement

impactée par la vitesse d’écoulement des deux phases et donc par le débit de la phase continue

(Q.) et de la phase dispersée (Q4). Plus le rapport des débits (¢ = %) est élevé, plus les

gouttelettes seront petites. En revanche, pour un rapport constant, avec une augmentation du
débit total, les gouttelettes sont de plus en plus petites (Figure 11-14.A) [40]. L’augmentation
du débit de la phase continue engendre un cisaillement plus rapide et donc des gouttelettes plus
petites a mesure que ce débit augmente (Figure 11-14.B) [41]. Le débit de la phase dispersée,
quant a lui en augmentant, engendre la génération de gouttelettes de diametres plus élevés
(Figure 11-14) [24].
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Figure 11-14 : Génération de gouttelettes d'huile dans de I'eau dans un canal microfluidique. A. Avec un
rapport de débit constant entre les phases et une augmentation du débit total. B. En augmentant le débit de la
phase continue [40]. C. En augmentant le débit de la phase dispersée [24]

D’autres études ont été menées en contrdlant la pression plutot que le débit. Par exemple,
Ward et al. ont montré que la taille des gouttelettes augmente considérablement en multipliant
par 2 la pression de la phase dispersée. En revanche, en multipliant le débit de la phase dispersée

21



Synthése bibliographique

par 10, la taille des gouttelettes ne change pratiqguement pas mais la fréquence de génération
des gouttelettes augmente [42].

11.2.1.d.iii La viscosité des fluides

Plusieurs études visant a prévoir le diametre des gouttelettes dans des écoulements
diphasiques ont ét¢ menées. La principale conclusion qu’il en découle est que le mécanisme de
rupture des gouttelettes et leur diamétre sont liés non seulement aux parametres cités
précédemment mais également au nombre capillaire défini en 11.2.1.a. Cela fait émerger la

viscosité comme un parametre primordiale dans la génération de gouttelettes.

Plus la viscosité d’un fluide est élevée plus la génération d’émulsion sera compliquée. Le
rapport de viscosité entre la phase dispersée et la phase continue joue également un réle [43].
Pour des valeurs élevées de ce rapport, la viscosité de la phase continue devient plus importante
que celle de la phase dispersée : il devient donc plus facile de générer des gouttelettes. En
dessous d’une valeur critique de ce rapport, la formation d’émulsion devient impossible [44],
mais il est toutefois possible de modifier cette valeur critique en changeant la géométrie ou la
taille des canaux. Yao et al. ont montré également un effet direct de la viscosité de la phase
continue sur la vitesse de génération des gouttelettes et sur leurs tailles. En effet, sans appliquer
de pression supplémentaire au dispositif, la vitesse de génération augmente et la taille des
gouttelettes diminue [43]. En ce qui concerne la viscosité de la phase dispersée, elle est
inversement proportionnelle a la taille des gouttelettes formées. Muijlwijk et al. ont montré que
I’augmentation de la viscosité conduisait a un passage d’un régime « dripping » (bouchons) a

un régime « jetting » donc a des tailles de gouttelettes plus petites [45].

D’autre part, il y a d’autres parametres qui influencent également la viscosité des fluides
tel que la température. Les conditions expérimentales doivent donc étre prises en compte par

exemple pour prédire le diametre des gouttelettes dans les modeles de simulation.

[1.2.1.d.iv Tension interfaciale

La competition entre forces capillaires et forces de cisaillements est impactée par la
tension interfaciale entre les fluides en écoulement. Peng et al. ont mis en évidence que la
tension interfaciale est proportionnelle a la taille des gouttelettes d’eau dans de 1’huile avec un
écoulement focalisé. En effets, plus la tension interfaciale est élevée, plus les forces de
cisaillement doivent étre importantes pour aller a ’encontre des forces capillaires, ce qui va
induire plus de difficultés a créer une rupture et donc créer une goutte plus volumineuse [46,47].

D’autres recherches ont ét¢ menées pour définir des modeles pour prédire la taille des émulsions
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générées. Dans ces modeles, la tension interfaciale représente un parametre essentiel pour

décrire le mécanisme de rupture de la gouttelette [48-50].

Les méthodes expérimentales pour mesurer I’impact de la tension interfaciale font parfois
appel a des surfactants pour favoriser la formation d’interfaces entre les deux fluides en contact
[51]. Dans le cas de I'utilisation de ces tensioactifs, la tension interfaciale peut étre considérée
comme constante pour un pourcentage de tensioactif donné. Plus le pourcentage de tensioactif
dans le fluide est important plus la tension interfaciale sera faible. Dans ce cas la force a
appliquer pour détacher la gouttelette sera moins importante. Par conséquent, comme le montre
la Figure 11-15, il sera possible de générer des gouttelettes de plus en plus petites a mesure que
le pourcentage de surfactant dans le fluide augmente. En effet, la taille des gouttelettes passe
d’un diameétre de 40 um (Figure 11-15.f) pour 0,001% de tensioactif & 12 um (Figure 11-15.a)
de diameétre pour 1% de tensioactif dans le fluide.

Figure 11-15 : Effet du pourcentage de tensioactif (tween20) sur la taille de gouttelettes d’eau dans de [’huile
générées pour un écoulement focalisé. (a) 1%. (b) 0.2%. (c) 0.01%. (d) 0.005%. () 0.001%. (f) 0% [46]

11.2.1.d.v Mouillabilité

La mouillabilité exprime les interactions entre un fluide et I’environnement directement
en contact avec lui. Dans le cas des microcanaux, le rapport surface / volume est tres élevé, ce
qui signifie que la surface de contact entre le fluide et les parois du canal est trés importante.
Dreyfus et al. ont mis en évidence I’'importance de la mouillabilité pour les écoulements
diphasiques et son impact sur la taille des gouttelettes et leur mécanisme de rupture [25]. Pour

une génération d’émulsion plus simple, il est préférable que la phase continue soit mouillante.
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La phase dispersée quant a elle, ne doit pas I’étre ou du moins étre moins mouillante que la

phase continue par rapport aux parois du canal dans lequel les fluides circulent.

D’autre part, I’ajout de tensioactifs, comme décrit précédemment, permettait de diminuer
la tension interfaciale, peut également contribuer a augmenter la mouillabilité de la phase

continue pour qu’elle adhére davantage aux parois en augmentant I’angle de contact.

Enfin, il est important de préciser que la mouillabilit¢ d’un fluide par rapport a 1’autre
joue également un réle primordial dans le détachement des gouttelettes et leur fréquence de
formation. En effet, plus I’angle de contact entre les deux phases sera important, moins la phase
dispersée adhérera a la phase continue, ainsi les gouttelettes se formeront plus facilement et a

fréquence élevée [52].

Il faut également noter que 1’écoulement a gouttelette peut étre influencé par 1’'un des
paramétres cités précédemment ou, comme c’est souvent le cas, par plusieurs paramétres en
méme temps. Certains sont interdépendants et sont reliés au nombre capillaire, comme la
viscosité ou la tension interfaciale. 1l est donc préférable de prendre ces paramétres dans leur
ensemble afin de pouvoir prédire ou expliquer la taille de gouttelettes obtenues.

Apreés avoir décrit les mécanismes et les parametres de générations de gouttelettes nous
allons nous intéresser dans le paragraphe suivant aux potentielles applications de ce type

d’écoulements.

11.2.1.e Domaines d’application des écoulements a gouttelettes

Les domaines d’application de la microfluidique a gouttelette sont nombreux en
exploitant la possibilité de former des gouttelettes sur mesure, monodisperses, a fréquence et a
vitesse constantes dont la taille et la composition peuvent étre changées facilement en faisant
varier les parametres de génération. Le but ici n’est pas d’établir une liste exhaustive de ces
domaines mais plutét de mettre en évidence les secteurs faisant appel a cette méthode, sa

contribution et 1’intérét qui en découle.

Les gouttelettes peuvent s’avérer utiles dans la génération d’émulsions et la syntheése de
microparticules. Par exemple, Zhang et al. ont pu fabriquer des microparticules magnétiques
de SiO2 avec une structure complexe et interconnectée. Ces microparticules contiennent des

pores de quelques nanométres utilisés pour la décontamination de 1’eau [53].

Les gouttelettes peuvent également étre utilisées comme des microréacteurs. Dans ce

cas, chaque gouttelette est considérée comme un réacteur a part entiere. Ce type de technique
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est trés répandu dans la synthése chimique, 1’étude de la cinétique réactionnelle, I’analyse

biologique ou médical ou encore la science des matériaux.

Les recherches menées en 2004 par Ismagilov et al. ont mis en évidence la possibilité de
réaliser des mélanges de réactifs dans des gouttelettes. Lors de la formation de gouttelettes, une
recirculation a lieu au sein du canal, ce qui permet de favoriser les mélanges et de s’affranchir
des contraintes imposées par un écoulement laminaire. Cela peut étre associée a une géométrie
de canaux particuliere pour réorienter les flux internes des gouttelettes et créer un mélange
chaotique (Figure 11-16). Ils mettent également en évidence I’importance de maitriser le temps
de mélange qui peut étre injecté dans le modele cinétique d’une réaction et d’obtenir des

parametres cinéetiques plus précis [54].
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Figure I1-16 : Systeme microfluidique de mélange chaotique de gouttelettes [54]

D’autre part, la cristallisation, souvent colteuse et nécessitant des volumes importants de
réactifs, tire de nombreux avantages de la microfluidique a gouttelettes. Zheng et al. ont mis en
évidence la cristallisation de protéines dans une puce PDMS/verre. L’opération décrite sur la
Figure 11-17 permet de générer un cristal dans une gouttelette dans un capillaire en verre. Le
PDMS étant perméable a 1’eau, les recherches ont été réalisées par la suite dans des tubes en
verre afin d’exploiter la diffusion de vapeur entre les gouttelettes pour provoquer la
cristallisation des protéines [55]. Ils ont également été en mesure de mieux comprendre les
¢étapes de cristallisation et de jouer sur les parametres d’écoulement dans les microcanaux pour

acceélérer le processus ou modifier la concentration de protéines dans chaque gouttelette.
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Figure I1-17 : Dispositif microfluidique pour la cristallisation de protéines [56]

En ce qui concerne les domaines de la biologie ou de la médecine, les analyses effectuées
sont moyennées sur un ensemble de cellules a la fois. L’émergence de techniques qui permettent
I’analyse d’une cellule unique représente alors un réel avantage pour avoir acces a certaines
caractéristiques des cellules individuelles. Pour un écoulement microfluidiques a gouttelette,
ces dernieres vont jouer le réle de microréacteurs afin de séparer les cellules les unes des autres
avant de les analyser [57]. Plusieurs études ont été également menées pour la détection de
cellules cancéreuses. La Figure I1-18 montre un exemple de détection par fluorescence des
cellules cancereuses ou la production de lactate est plus importante pour les cellules malades

par rapport a des cellules saines.
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Figure 11-18 : Encapsulation de cellule pour la détection de cellules cancéreuses [57]
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En résumé, jusqu’a présent nous avons décrit la physique des écoulements a 1’échelle
micrométrique, les différents régimes d’écoulements et les avantages et inconvénients d’un
systeme miniaturisé. Les écoulements diphasiques, en particulier 1’écoulement a gouttelette,
ont été détaillés ainsi que les parametres qui influencent la formation de gouttelettes et les
domaines d’application de ce type de systéme. Dans la suite de ce chapitre, nous allons nous
intéresser aux techniques de détection et d’analyse de microparticules, en particulier celles

circulant dans un canal microfluidique.

11.3 Techniques de caractérisation et de détection de micro-

objets

Comme nous 1’avons montré précédemment, les écoulements diphasiques, en particulier
la microfluidiques a gouttelette, entrent en jeu dans de nombreux procédés et d’applications. La
taille des gouttelettes étudiées dans ce type de dispositifs étant de 1’ordre d’une dizaine de
micrometres, les techniques de caractérisation doivent étre fiables et précises. Plusieurs
méthodes [58] ont été utilisées et peuvent étre répertoriées en deux catégories distinctes. La
premiere regroupe les méthodes optiques qui sont le plus souvent utilisées. La deuxieme
catégorie inclut les méthodes non optiques qui, méme si elles sont moins utilisées, peuvent
présenter certains avantages en fonction de 1’application. Dans cette section, nous allons nous
intéresser aux méthodes les plus répandues et particulierement a celles appliquées a des

microsystemes microfluidiques en particulier le dispositif de laboratoire sur puce.

Les méthodes optiques sont souvent les méthodes les plus utilisées en laboratoire pour la
caractérisation et I’analyse des microparticules dans un liquide. Elles ont I’avantage de posséder
une bonne reproductibilité et une résolution spatiotemporelle fiable. Nous allons donc nous
intéresser a leur mode de fonctionnement et aux applications possibles pour la caractérisation

de particules dispersés dans une phase continue.

11.3.1.a La microscopie optique

La microscopie optique offre la possibilité de caractériser la taille, la forme ou la
trajectoire de micro-objets de taille de 1’ordre de 80 nm par analyse d’image [59]. En 1’associant
a une caméra rapide, cette méthode permet de caractériser des micro-objets en mouvement et

leur composition avec une résolution temporelle inférieure a la milliseconde [60]. Malgré une
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vitesse d’analyse élevée, cette méthode présente une faible sensibilit¢ de détection de

microparticules.

L’utilisation de cette technique avec une analyse par fluorescence permet d’augmenter la
sensibilité des mesures et met en évidence, grace a des marqueurs de fluorescence, les réactions
ayant lieux au sein des gouttelettes (Figure 11-19) ou leurs interactions avec le milieu [61,62].
Cependant, cette technique requiert une formation sur ce type d’appareil, 1’utilisation de

marqueur de fluorescence et une faible vitesse d’analyse [60].
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Figure 11-19 : Détection de la production de béta-galactosidase par des cellules encapsulées dans des
gouttelettes. L'intensité de la fluorescence traduit le degré de production béta-galactosidase dans des
gouttelettes d’eau générées dans de [’huile [62]

11.3.1.b Ladiffraction laser

Cette technique repose sur la théorie de Gustave Mie sur la diffraction de la lumiere par
des particules sphériques. La distribution granulométrique de particules en suspension est
mesurée en appliquant un faisceau lumineux sur ces particules (Figure 11-20). La lumiére est
diffusée moins intensément et avec un angle plus grand par des particules de petite taille que
par des particules plus grandes [63]. Cette technique présente de nombreux avantages comme
une bonne sensibilité permettant d’atteindre une résolution de 1’ordre du nanomeétre, une bonne

reproductibilité et des temps de mesure courts [64].
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Figure 11-20 : Principe de fonctionnement de la diffraction laser [64]

Une variante de la méthode par diffraction laser est I’utilisation de fibre optique pour le
comptage optique (Figure 11-21). Nguyen et al. ont démontré que la taille, la forme et la
fréquence des gouttelettes d’eau dans de ’huile générées dans un canal de 340 um de hauteur
peuvent étre déterminées [65]. Les gouttelettes sont détectées a 1’aide de deux fibres optiques.
La premicre fibre permet d’introduire le faisceau laser d’une longueur d’onde de 635 nm et la
deuxiéme est connectée a un photomultiplicateur. Le réel avantage de cette technique réside
dans sa grande sensibilité pour détecter des gouttelettes entre 0,5 et 300 um et a des fréquences
élevées ou un couplage microscope/caméra rapide ne permettrait pas de réaliser une mesure
fiable.

écoulement
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détecteur

Figure I1-21 : Fonctionnement du comptage optique [66]
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1.3.1.c La spectroscopie Raman

C’est une spectroscopie de diffusion qui consiste a exciter un échantillon en émettant des
photons a travers une source laser. La variation d’énergie entre les niveaux vibrationnels d’une
molécule donne lieu & des spectres Raman qui, une fois analysés, renseigne sur certaines
propriétés de I’échantillon (caractérisation chimique et structurale). Cette méthode est souvent
associee a un dispositif microfluidique. Wang et al. ont intégré un systéme de spectroscopie
Raman stimulé (CARS) a une puce microfluidique pour le comptage et la caractérisation de la
taille d’adipocytes de souris en se basant sur le signal vibrationnel de CH2[67]. Nolan et al. ont,
de leur coté, fait appel a la spectroscopie Raman exalt¢ (SERS) pour I’analyse de cellules
uniques et la détection d’anticorps en utilisant le dispositif de la Figure 1-22 [68]. Dans ce
dispositif, ’excitation est fournie par un laser a solide (660 nm et 400 mW) et la diffusion de la
lumiére & angle avant est collectée par la photodiode. La diffusion de la lumiere a 90° est
collectée d’un co6té par une fibre optique connectée a un tube photomultiplicateur. De 1’autre
coté de la cellule, les signaux SERS sont transmis au spectrographe d’imagerie couplé a un

détecteur a travers une fibre optique.
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Figure 11-22 : Dispositif de spectroscopie Raman exalté (SERS) pour I’analyse de cellule unique et la
détection d’anticorps [68]
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Malgré un champ d’application assez étendu, ce type d’analyse nécessite souvent un
appareillage colteux et volumineux, ainsi qu’une maitrise de la technique d’analyse notamment

pour ’interprétation des spectres obtenus.

Bien que les méthodes optiques soient efficaces pour caractériser et analyser des
particules dans des systemes microfluidiques, elles présentent cependant quelques
inconvénients en fonction des applications. Tout d’abord, elles exigent une visibilité¢ du volume
a analyser ce qui implique un échantillon transparent ou qui n’absorbe pas la lumiére. Les
méthodes optiques dépendent fortement de la distance focale qu’il faut adapter au systéme, ce
qui n’est pas toujours possible. De plus, certaines de ces techniques nécessitent 1’utilisation de
marqueurs comme les analyses par fluorescence. Ces marqueurs en fonction des applications
peuvent étre toxiques pour des cellules biologiques ou sélectifs ou il sera possible de révéler un
seul élément a la fois pour un échantillon donné sans compter que les températures éleveées et

la pressions rendent ce type d’analyse difficile a mettre en place.

Dans le but de pallier les contraintes imposées par les techniques optiques, d’autres
techniques non optiques peuvent étre utilisées. Dans la suite, nous allons décrire brievement les
techniques reportées dans la littérature pour la caractérisation de microparticules dans un

liquide.

11.3.2.a Tamisage et sédimentation

Le tamisage est une méthode trés répandue pour déterminer la distribution de taille pour
des poudres ou des particules en suspension. Elle consiste a faire passer les échantillons a
travers un ou plusieurs tamis dont 1’ouverture correspond a la taille des particules a isoler. La
mesure de la taille est réalisée ensuite par pesée [69]. Cependant le résultat obtenu offre une

valeur moyennée et ne permet pas de caractériser chaque particule individuellement.

La sédimentation est également utilisee pour le dimensionnement de particules. Il existe
deux types de sedimentation en fonction de la force qui est appliquée : gravitationnelle ou
centrifuge. Cette technique, méme si elle permet de mesurer des particules de 0,02 a 200 pum,

nécessite de faibles concentrations en particules et une temperature contrdlée [70].
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11.3.2.b Méthode magnétique

Cette technique est basée sur le phénomeéne de résonance magnétiqgue (RMN) pour la
caractérisation de microparticules. Grace a son caractere non invasif et la facilité de préparation
des échantillons, elle s’est imposée rapidement dans les domaines de la biologie et de la
médecine pour 1’analyse de cellules. Sa sensibilité, méme a basses résolutions, et sa bonne
reproductibilité ont permis de I’utiliser pour déterminer la taille et la distribution de gouttelettes
d’eau et d’huile dans des émulsions dans le domaine alimentaire [71]. Cependant, la mesure en
temps réel n’est pas possible puisque les particules doivent étre statiques et une normalisation
du signal doit étre effectuée pour prévenir les contributions dues a la diffusion de gouttelettes
[72]. De plus, la différence de sensibilité entre les différents matériaux qui constituent une
micropuce et les phases en écoulement dans les canaux impliquent 1’utilisation d’une raie plus

large donc une perte en résolution de 1’analyse RMN [73].

11.3.2.c Méthode acoustique

Cette méthode est également non invasive et repose sur 1’émission d’ondes acoustiques
pour la caractérisation de particules. Un émetteur envoie un signal acoustique qui est recu par
un détecteur [74,75]. En présence de particules, I’énergie émise par ce signal est modifiée
permettant ainsi de remonter a la distribution en taille des particules étudiées (Figure 11-23).
Cependant, cette methode ne permet pas une mesure propre a chaque particule [76].
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Figure 11-23 : Dispositif pour la caractérisation de particules par émissions acoustiques [76]

D’autre part, des mesures a 1’aide d’ultrasons peuvent étre réalisées en excitant
I’échantillon avec un signal ultrasonique. L ’atténuation de ce signal est trés sensible a la taille
de particules mesureées et proportionnelle a leurs fractions volumiques [77]. Ainsi, il est possible

d’obtenir une relation permettant de calculer la taille des micro-objets soumis aux ultrasons.
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11.3.2.d Méthodes électrostatiques

Cette méthode permet de mesurer les charges électrostatiques qui découlent du
mouvement des particules, les interactions entre elles ainsi que les chocs avec les murs d’une
chambre pneumatique [78]. A partir de la mesure de la charge, une détermination de la taille
des particules est alors possible. Cette méthode est toutefois trés sensible aux changements de
la vitesse d’écoulement et les mesures de taille peuvent étre faussées. Par exemple, le détecteur
électrostatique identifie une particule comme étant une charge, donc deux particules de taille
différente mais possédant la méme charge seront considérées comme identiques, ce qui est en

réalité erroné [79].

11.3.2.e  Spectroscopie de masse

La spectroscopie de masse est une technique de détection qui, en mesurant le ratio
masse/charge, permet de caractériser des particules ionisées par le spectromeétre de masse [80].
Pour des systéemes microfluidiques, les particules ou gouttelettes en écoulement dans les
microcanaux passent a travers 1’orifice du spectrometre de masse grace a un procédé d’¢électro-
spray pour étre analysées par ’appareil (Figure 11-24). C’est une méthode sensible et ne
nécessite pas de marqueurs [60]. Cependant, a cause de son caractere invasif, elle ne peut pas

étre appliquée a I’analyse de cellules vivantes comme ¢’est le cas en biologie ou en médecine.
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Figure I11-24 : Dispositif de caractérisation de gouttelettes par spectroscopie de masse couplé a un dispositif
d’électro spray [60]

Cependant, les méthodes non optiques cité précédemment permettent, comme résumé
dans le Tableau 11-2, d’obtenir une distribution de taille de particules dans un intervalle large et
donnent acces a une valeur moyenne de la taille sur cet intervalle et non les caractéristiques de
chaque particule individuellement. De plus, certaines de ces méthodes comme la méthode
¢lectrostatique est sensible a la vitesse d’écoulement et la spectroscopie de masse est invasive

et donc non applicable a des cellules vivantes.
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Tableau 11-2 : Synthése des avantages et inconvénients des différentes techniques de caractérisation

Techniques optiques

Avantages

Inconvénients

Technigues non optiques

Avantages

Inconvénients

Microscopie optique

- Résolution de I’ordre
80 nm

- Résolution temporelle
<ms

Diffraction laser

Laser a fibre optique

- Résolution de I’ordre
du nm
- Temps de mesure
court

Spectroscopie Raman

- Résolution de 1’ordre
de1-10 pum

Applicable a des
échantillons qui absorbent

eu ou pas la lumiere

Visualisation du volume a

analyser

Utilisation de marqueurs de

fluorescence toxiques

Distance focale a adapter a

chaque échantillon

Appareillage parfois
couteux et nécessitant la
maitrise de la technique

d’analyse

Sédimentation

- Résolution de

- Applicable a des faibles
concentrations de particules

I’ordre de 0,2 - e e )
- Caractérisation a température
200 pm N
contrblée
- Pas de mesures en temps réel
» - Non invasive - En présence de plusieurs
Magnetiques - Résolution de 0,5 matériaux nécessité d’utiliser
-50 nm une rai plus large donc une
perte en résolution
) - Non invasive - Distribution de taille de
Acoustiques - Résolution de 20 - particule dans un intervalle
250 pm large

Electrostatique

- Résolution de 50 -

- Sensible a la vitesse
d’écoulement
- Sensibilité faible (deux

300 nm particules possédant la méme
charge sont considérés
comme identigues)
- Résolution . .
de 50 -100 pum a des cellules vivantes
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Afin d’étre en mesure de caractériser des micro-objets individuellement, nous nous

sommes intéressés a la méthode dite du Coulter Counter ou de cytometrie a flux.

11.3.2.f La cytometrie en flux

Le principe de cette méthode est de faire circuler des microparticules en suspension a
grande vitesse dans un canal pour procéder a leur comptage et leur caractérisation. Le premier
cytometre a flux fut le compteur Coulter (Coulter Counter en anglais) qui a révolutionné le
comptage de cellules sanguines de fagcon automatique et a haut débit [81]. Comme le montre la
Figure 11-25, des microparticules en suspension passent du réservoir (1) au réservoir (2) a
travers une ouverture d’environ 100 um. Une tension continue est appliquée entre les deux
électrodes plongées dans chacun des réservoirs et le passage des particules, une a une, modifie
le flux de courant. La modification temporelle de ce courant se traduit par des transitoires de
résistance dont 1I’amplitude est proportionnelle a la taille des microparticules [82]. De plus, les
électrodes de mesure dans le réservoir (1) permettent d’arréter le comptage pour un volume

donné et ainsi d’obtenir le nombre de cellules par unité de volume.
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Figure 11-25 : Schéma d'un compteur Coulter pour la caractérisation de particules passant a travers
I'ouverture, adaptée a partir de [82]

Ce type de compteur de microparticules présente de nombreux avantages comme une
large gamme de taille de particules (de 1 a 300 um). Elle est simple a mettre en place et a
calibrer et elle présente des temps d’analyse courts [58,63]. Cependant, les particules les plus

volumineuses peuvent engendrer un bouchage de 1’ouverture.
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Cette méthode de comptage a pu, par la suite, étre adaptée et utilisée dans des dispositifs
microfluidiques. Gawad et al. ont été les premiers a proposer une cytométrie d'impédance
microfluidique pour I’analyse de cellules uniques [83]. Ce dispositif (Figure 11-26) repose sur
la mesure de la variation différentielle de I’'impédance a I’aide d’¢électrodes coplanaires. En
appliquant un courant alternatif entre chaque couple d’électrodes, un champ électrique non
uniforme est généré entre les ¢lectrodes et lors du passage d’une particule I’'impédance dans le
canal varie et est mesurée entre les électrodes A et C, impédance a laquelle est soustraite
I’impédance du milieu mesurée entre les électrodes B et C. La vitesse d’écoulement de la
particule peut étre également calculée grace a la mesure du temps entre les deux pics de
d’impédance pour une distance parcourue connue [84]. Cependant, cette technique n’est pas
applicable pour le passage de plusieurs microparticules en simultané. De plus, le calcul de la
différentielle de I’impédance peut étre faussé si les particules circulent a trop haute fréquence

dans le microcanal.
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Figure 11-26 : Dispositif de cytométrie d impédance microfluidique pour [’analyse de cellules uniques [83]

Feng et al. ont utilisé la cytométrie d'impédance a flux couplée a une mesure d’impédance
électrochimique pour caractériser des cellules cancéreuses encapsulées dans une solution
phosphate-buffered saline (PBS) [85]. Les gouttelettes sont piégées grace a une géométrie de
canaux particuliere (Figure 11-27.A) qui s’écouleront suivant le chemin de moindre résistif
suivant le débit Qi. La cytométrie d’impédance a flux permet, a partir de la variation de
I’amplitude de I’impédance, le comptage et la caractérisation morphologique des différentes
cellules. Les mesures d’impédance électrochimique quant a elles permettent d’extraire la
conductivité du cytoplasme et la capacité spécifique de la membrane (Cmem) en utilisant le
modele électrique de la Figure 11-27.B. Toutefois 1’absence d’un systéme de séparation

implique le piégeage de toutes les cellules sans distinction lors de leur passage dans le canal
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microfluidique. Ainsi, toutes les cellules subissent une analyse par spectroscopie d’impédance

Ia ou seules les gouttelettes d’intérét aurait pu étre analysées.
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Figure 11-27 : A. Schéma de la structure de la micropuce pour le passage et le piégeage des cellules par
cytométrie d’impédance et mesure d’impédance électrochimique. Les électrodes pour la cytométrie d 'impédance
sont sous le canal principal et les électrodes pour la mesure d’impédance électrochimique sont sous le site de
piégeage. B. Vu latérale du modéle électrique de cellule unique en suspension dans une solution [85].

En plus des cellules biologiques et sanguines, la mesure d’impédance peut étre utilisée
dans des dispositif microfluidiques a gouttelette [86]. A 1’aide d’électrodes intégrées au
dispositif microfluidique, il est ainsi possible de remonter a la taille, la fréquence et la
composition de gouttelettes circulant dans une phase continue [87,88]. Luo et al. ont généré des
gouttelettes de solution aqueuse dans de I’huile dans un dispositif microfluidique comportant
une jonction en T. IIs ont ainsi pu déterminer des concentrations allant de 0,02 a 1 mol/L dans
des gouttelettes d’une dizaine de picolitres a I’aide de microélectrodes en or en imposant un
signal carré de 1,8Vc-c (créte a créte) a une fréquence de 800 Hz [87]. Han et al., de leur coté,
ont réussi a mesurer la cinétique compléte de la catalase en intégrant la méthode de détection

électrochimique dans un systéeme microfluidique a gouttelette [88].

Yakdi et al. ont également utilisé des microélectrodes en or pour mesurer les fluctuations
de la résistance d’¢électrolyte entre deux microélectrodes intégrées dans un microcanal [89]. En
effet, lors du passage d’une microparticule ou d’une gouttelette la résistance entre deux
électrodes soit en augmentant (si la microparticule est plus résistive que le milieu) soit en

diminuant (si la microparticule est plus conductrice que 1’électrolyte). La réponse d’un tel
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systéme se présente sous forme d’un pic de résistance dont I’amplitude est directement liée a la
taille de la particule. Cependant, la phase dispersée utilisée dans ce cas est I’huile dans une
phase continue aqueuse. L’huile n’étant pas un milieu viable pour des cellules sanguines par
exemple, cet écoulement a gouttelette n’est donc pas applicable a I’encapsulation de cellules

vivantes dans le but de procéder a leur analyse.

D’autres parametres €lectrochimiques peuvent également permettre de caractériser des
microparticules. Par exemple, Sohn et al. ont réalisé une cytométrie de capacité pour mesurer
les variations de capacité en fonction des cellules soutenues dans un fluide en écoulement. Ils
ont démontré I’existence d’une relation linéaire entre la capacitance et le contenu en ADN (pour
une concentration de 10° cellules/ml) d’une cellule indépendamment d’espéces dont les cellules
ont été analysées. La mesure de la capacité a pu étre utilisée pour déterminer la composition de
I’ADN a partir de cellules eucaryotes [90]. Les gouttelettes d’eau dans de 1’huile circulant dans
un canal microfluidique ont été détectées et leur taille et leur vitesse mesurées comme le montre
les travaux de Elbuken et al [91]. En utilisant des électrode interdigitées (Figure 11-28.a,b), il
est possible de caractériser les gouttelettes passant devant les électrodes en mesurant leur

capacité (Figure 11-28.c).
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Figure 11-28 : a) Schéma et b) image au microscope optique du capteur de gouttelettes avec microélectrodes
d’or interdigitées. C. Signal idéal obtenu & partir du capteur pour les gouttelettes dans différentes positions [91]

Le suivie du courant peut étre également utilisé pour déterminer la taille, la vitesse et la

position de particules sphériques ou de gouttelettes [92,93]. Par exemple, Lombardo et al. ont
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généré des gouttelettes de ferrocyanure de potassium mélangées a des chlorures de potassium
dans une phase continue composée d’huile de silicone [94]. Le systeme de mesure utilisé est
constitué de deux électrodes de travail (WEL et WE2), une électrode de référence (RE) et une
contre-électrode (CE), le tout dans un systéeme miniaturisé (Figure 11-29.A). Leurs expériences
ont été menées pour suivre 1’évolution du courant en fonction du temps (Figure 11-29.B). Le
signal obtenu permet de déduire la taille, la position et la vitesse des gouttelettes lors de leurs
passages dans le canal. En effet, le temps to correspond au moment ou la gouttelette entre en
contact avec la CE. Les temps t1 et t2 correspondent a I’instant ou I’extrémité de la gouttelette
quitte WE1 et WE2. Le courant chute a t1 puis a t2 et ces transitions correspondent a la fin de la
contribution des deux électrodes de travail 1’'une apres 1’autre. La vitesse de la gouttelette est

calculée a I’aide de I’intervalle (t2- t1) et la distance entre les deux électrodes de travail.
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Figure 11-29 : A. Schéma du dispositif miniaturise et les différentes positions et les temps correspondants. B.
Signal obtenu en ampérométrique avec les temps correspondant a chaque position [93]

Les exemples cités précédemment mettent en évidence I’utilisation de techniques
reposant sur la mesure de grandeurs electrochimique pour la caractérisation de microparticules
ou cellules dans des dispositifs microfluidiques. L’objectif de ce travail de these est de
développer un systeme complet, représenté dans la Figure 11-30, permettant la génération de
gouttelettes, leur caractérisation, leur séparation et enfin I’analyse de leur contenu sur une seule

puce microfluidique.
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Dans un premier temps, des gouttelettes de PBS (phase dispersée) sont générées dans la
phase continue qui est, dans notre cas, le liquide ionique « EMIMTFSI », choisi pour sa
viscosité suffisamment importante pour permettre la génération de gouttelettes et sa

conductivité mesurable, permettant de procéder aux mesures de résistance d’électrolyte.

Impédance et bruit

I Clectrochimique

‘Diélectmphorése ‘ | Analyse ‘

.
VPhase' e .O ee? 'q .
dispersée L I

Phase . .
continne Bl vesure Tri Piege
Génération de gouttelettes Caractérisation Tri et séparation Pi¢geage et analyse des
(taille et fréquence) gouttelettes (contenu)

Figure 11-30 : Configuration de la micropuce envisagée comportant la génération de gouttelettes, la
caractérisation a l’aide de techniques électrochimiques, la séparation par diélectrophorése et le piégeage en vue
de I’analyse par spectroscopie d’impédance électrochimique de gouttelettes de phase dispersée en écoulement
dans une phase continue.

Les gouttelettes sont ensuite caractérisées a 1’aide de la technique dite du « bruit
électrochimique ». En effet, a ’aide de microélectrodes coplanaire, cette technique permet de
mesurer les variations de la résistance d’électrolyte en se plagant a hautes fréquences (100 kHz).
Un champ électrique non uniforme est généré entre les deux électrodes de caractérisation et
I’écoulement de microparticules ou micro-objet perturbe les lignes de champ modifiant la
résistance de 1’électrolyte qui est mesurée par un couple d’électrodes. L’amplitude de la
variation de la résistance d’¢électrolyte est reliée directement a la taille et la morphologie des
gouttelettes, ce qui permet de caractériser ces gouttelettes en écoulement dans le microcanal en

temps reel.

Les gouttelettes, une fois caractérisées, sont ensuite separées, par taille, par
diélectrophorése en générant un champ électrique non uniforme permettant d’orienter les

gouttelettes a analyser suivant la voie souhaitée.

Apreés la séparation, les gouttelettes sont immobilisées dans des pieges en PDMS afin de

procéder a une analyse par spectroscopie d’impédance électrochimique et d’en déterminer le
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contenu et différentier, par exemple, des cellules saines de cellules cancéreuses a partir de la
conductivité du cytoplasme ou 1’épaisseur de la membrane cellulaire de chaque cellule

analyseée.

Conclusion

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous avons introduit la microfluidique. Pour cela,
nous avons en premier lieu décrit la physique qui régit les phénomeénes d’écoulement au sein
des microcanaux. Par la suite, nous avons décrit les écoulements diphasiques et en particulier
I’écoulement a gouttelette. Les différentes géométries de canaux et régime d’écoulement a
gouttelette ont été détaillées et les principaux parameétres d’influence sur la génération des

gouttelettes ont été explorés.

Dans la deuxiéme partie, les techniques de caractérisation de micro-objets circulant dans
un canal microfluidique ont été présentées et nous nous sommes particulierement intéressés a

une méthode non optique qui est la technique électrochimique.

Cette technique est prometteuse pour de nombreuses applications notamment ’analyse
de cellules unique. Elle présente ’avantage d’étre non-invasive et, contrairement aux methodes

optiques, elle ne nécessite pas une visualisation du volume réactionnel.
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[11. Techniques de microfabrication

Les techniques de microfabrication telles que la photolithographie et la lithographie ont
littéralement révolutionné la fabrication de circuits intégrés a I’image de ’apparition des
transistors a la fin du 20°™ siécle. Ceci a permis d’ouvrir la voie 4 un domaine appelé la
microfluidique. En effet, de nombreuses recherches ont ét€ menées afin d’adapter les techniques
utilisées en microélectronique a des applications en microfluidique [95,96].

Le principal challenge fut de remplacer des matériaux durs comme le silicium largement
utilisé en microélectronique par des matériaux plus souples ou élastiques comme le PDMS. La
technique la plus répandue en microfluidique est la lithographie molle. Elle repose sur la
fabrication d’un réplica par moulage a I’aide d’un moule comportant le motif a reproduire.
D’autre part, des méthodes telles que la PVD (Physical Vapor Deposition) est utilisée pour le
dép6t de métaux afin de procéder a la fabrication de microélectrodes utilisées pour les mesures
électrochimiques.

Dans ce chapitre, les techniques utilisées seront detaillées et les différentes conditions de
microfabrication telles que le travail en salle blanche seront évoquées. Les fluides utilisés pour
la phase continue et la phase dispersée seront décrits. En outre, le dispositif expérimental
permettant d’obtenir un écoulement a gouttelette dans la puce microfluidique sera mis en

évidence.

111.1Salle blanche

Les puces microfluidiques sont constituées de canaux de taille micrométrique, de I’ordre
de 100 pm. Elles sont donc sensibles aux microparticules présentes dans 1’air susceptibles de
polluer ou de boucher les canaux. Par conséquent, la fabrication des puces s’effectue dans une
salle blanche en milieu « propre » ou le nombre de particules dans I’air est controlé et les

pollutions extérieures minimisées.

De plus, certaines contaminations sont produites par le corps lui-méme tel que des
cheveux, les peaux mortes ou encore les poils. Afin de les minimiser, il est indispensable de
porter les équipements spécifiques comme une combinaison, des gants et des surchaussures

avant d’entrer en salle blanche.

Au cours de ce travail, les différentes étapes de fabrication ont été réalisées dans deux

salles blanches différentes. La premiére est celle de I’Institut Pierre-Gilles de Gennes (IPGG)
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qui est constituée d’une plateforme technologique. Les équipements qui sont mis a disposition
permettent de réaliser les moules sur substrat en silicium soit a I’aide de dep6t de SU8 par spin

coating, soit par 1’utilisation de galettes séches de résine (dry film).

La deuxiéme salle blanche est celle de I’Institut des Nano Sciences de Paris (INSP) sur le
campus Pierre et Marie Curie de Sorbonne Université. Elle comporte deux zones, 1’une en
classe ISOG6 et une autre en ISO7 [97]. C’est au sein de cette salle propre que s’effectue la
lithographie molle pour la fabrication des canaux en PDMS ainsi que I’assemblage de la puce

microfluidique grace a un collage par plasma Oz.

111.2Les techniques de microfabrication

La fabrication d’une puce microfluidique fait intervenir plusieurs techniques successives
pour obtenir le résultat final souhaité. Dans la section suivante certaines techniques et étapes

clés de la microfabrication seront décrites.

I11.2.1.a Principe de la technique
La photolithographie permet de reproduire un design sur un substrat recouvert de resine
photosensible et d’obtenir, suite a I’insolation UV a travers un masque, un motif en négatif dans

le moule [98]. Celui-ci permettra par la suite d’effectuer la lithographie molle pour obtenir un
réplica en PDMS.

I111.2.1.b Le masque

Un masque standard de photolithographie est constitué¢ d’un substrat transparent aux
rayonnements ultra-violet (verre soda-lime) sur lequel est dépose une fine couche d’un matériau
opaque aux UV (chrome). Cette couche métallique opaque aux UV est préalablement structuréee
dans notre cas par écriture laser directe DWL (Direct Writing Laser) suivant un motif élaboré
a I’aide du logiciel CleWin.

Ce type de masque est réalisé suivant plusieurs étapes (Figure 111-1). Dans un premier
temps, le substrat de verre soda-lime est recouvert d’une fine couche de chrome suivie d’une
couche de résine photosensible. Suivant le motif souhaité, la téte du laser UV va se déplacer et
venir insoler localement la résine. S’en suit une étape de développement de la résine insolée et
une gravure chimique permettant de retirer le chrome non protégé par la résine. La solution
utilisee est une solution aqueuse commerciale nommée « Cr etch » et composée d’un mélange

de nitrate de cérium et d'ammonium avec de 1’acide perchlorique. Enfin, la résine non insolée
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est retirée dans un bain d’acétone. Le chrome restant sur le substrat représente alors les zones

de masquage voulues pour la photographie par la suite.
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Figure I11-1 : Etape de fabrication du masque soda-lime/chrome. (A) Dép6t de chrome et de résine positive
sur le substrat en verre soda-lime. (B) Insolation UV de la résine positive. (C) Développement de la résine suite
a son exposition aux rayons UV. (D) Gravure chimique pour retirer le chrome non protégé par de la résine (E)

Retrait de la résine restante

I11.2.2.a  Fabrication du moule par photolithographie

La fabrication du moule contenant le motif souhaité se fait en plusieurs étapes [98]
(Figure 2) :

- Le dépdt de la résine sur le substrat (Figure I11-2.A) : cette étape est précédée d’un

séchage du wafer, ou un bain dans une solution piranha, pour retirer toutes traces d’eau
sur la surface. Pour déposer la résine sur le substrat, une goutte de résine photosensible
(SU8 MicroChem 2035) est déposée au centre du wafer en silicium et est étalée par
enduction centrifuge (spin coating). L’épaisseur de la couche de résine dépend de la
vitesse de rotation du plateau tournant, de son accélération et de la durée de la rotation.

- Exposition aux UV : I’insolation se fait avec une lampe UV (Figure I11-2.B). Le temps

d’exposition aux UV est défini en fonction de I’intensité de la lampe, de la résine utilisée
et de I’épaisseur souhaitée. Deux types de résine peuvent étre utilisées : la résine
positive qui se dissout apres exposition au rayon UV et qui ainsi disparait lors du
développement, et la résine négative qui se réticule lors de I’insolation, provoquant ainsi

la disparition des parties protégées par le masque lors du développement. La résine
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utilisée dans ce projet est la SU8 (MicroChem 2035) qui est une résine négative. Avant
I’étape de développement, le moule est soumis a une étape de recuit sur plaque
chauffante a 65°C puis 95 °C afin de fixer la résine.

- Le développement de la résine : Le développement (Figure 111-2.C) consiste a plonger

le wafer et sa résine apres insolation dans un bain de SU-developer vendu par le
fournisseur, suivi d’un ringage a I’isopropanol afin de retirer la résine restante et obtenir

ainsi le motif qui servira de moule.

Les conditions d’enduction, d’insolation et de développement appliquées lors de la

fabrication du moule sont données par le fournisseur et sont résumées dans le Tableau I11-1.

Résine — A
Wafer (Si) —» -

A

Masque -—)-‘ ‘ ’ .
&

S

Figure 111-2 : Etape de photolithographie pour la fabrication du moule Si/SU8. (A) Dépdt de la résine
photosensible négative sur le wafer en silicium. (B) Insolation par rayons UV a travers le masque soda-
lime/chrome et réticulation de la résine. (C) développement de la résine non réticulée et obtention du moule

47



Techniques de microfabrication

Tableau I11-1 : Paramétres imposes pour procéder a la photolithographie

1- Spin coating

Etape Tours par min Durée Accélération
1 300 tr 10s 200 tr/min
2 1800 tr 30s 300 tr/min

2- Recuit soft-bake

Etape Durée Température
1 3 min 65 °C
2 7 min 95 C

3- Exposition UV

Puissance necessaire pour la résine utilisée

Temps d'exposition 'UV =
emps d expositiona Puissance de la lampe x 70%

(Les 70 % permettent de prendre en considération les 30% de perte d’énergie)

4- Recuit post-bake

Etape Durée Température
1 2 min 65 °C
2 6 min 95°C

5- Développement

Etape Durée Solution
1 8 min SU-developer
2 1 min Isopropanol
3 Séchage a I’air comprimé

Par la suite plusieurs verifications sont nécessaires pour veérifier la qualité du moule
fabriqué. La résolution du motif est observée par microscopie optique et la hauteur de la résine

déposée est mesurée a 1’aide d’un microscope €électronique a balayage (Figure 111-3).
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Figure I11-3 : Observation au microscope électronique a balayage pour la vérification de la taille des canaux
en PDMS

Il est également important de préciser que le dép6t de la résine par spin coating engendre
une accumulation de la résine aux bords du wafer et donc une épaisseur plus importante limitant
ainsi la zone exploitable sur le wafer. Pour s’affranchir de cette contrainte, une impression en

3D des moules a été réalisée.

111.2.2.b Fabrication de moule par impression 3D

L’impression des moules en 3D a été effectuée a I’aide d’une imprimante Form3 de la
sociéte Formlabs. Le principe de fonctionnement de cette imprimante repose sur la
stéréolithographie. Cette méthode de fabrication additive permet d’obtenir un objet a partir de
son prototype numérique réalisé avec un logiciel CAO. Le prototype est importé sur le logiciel
d’impression pour apporter les réglages souhaités (épaisseur des couches, résolution,
disposition, ...) et ensuite lancer I’impression directement (Figure 111-4). La résine liquide est
polymérisée a I’aide d’une source de lumiére (laser) suivant une succession de couche 2D
d’épaisseur fixée. L’addition de plusieurs couches en 2D permettra a la fin d’obtenir 1’objet
final en 3D. Une fois I’impression terminée, les pi¢ces subissent une étape de ringage dans un
bain d’isopropanol pendant 15 minutes pour nettoyer la résine non polymérisée suivi d’une post

polymérisation pour obtenir un dispositif résistant et stable.
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Figure I11-4 : Etapes de I'impression 3D du moule. (A) Conception du moule sur Openscad. (B) Impression
sur ['imprimante Form3 de Formlabs. (C) Nettoyage et recuit du moule (D) Exemple de moule en résine
comportant les motifs des canaux.

Le principal avantage de la stéréolithographie est la rapidité d’impression. De plus, cette

technique offre une polyvalence dans la création de différentes géométries de microcanaux.

Une fois le moule obtenu il est possible maintenant de fabriquer les microcanaux de la

puce en suivant la méthode de la lithographie molle.

La lithographie molle est une méthode trés utilisée en microfabrication [99]. Elle consiste
a reproduire des microstructures a partir d’un moule ou d’un tampon a 1’aide d’un matériau
élastomeére. La meéthode de lithographie molle a laquelle nous avons eu recours est le réplica
par moulage. Pour ce type de lithographie, le PDMS est 1’élastomeére le plus utilisé. A 1’état
liquide, il est mélangé a un agent réticulant dans un rapport de 10:1. En effet, ’ajout de 1’agent
réticulant permet d’obtenir un matériau élastique (Figure 111-6) apres le recuit. Le mélange est
ensuite dégaz¢ sous vide afin de se débarrasser des bulles d’air. Il est ensuite coulé sur le moule
Si/SU8 ou le moule imprimé en 3D et est réticulé dans le four a 80°C pendant au moins 3h. La

derniére étape consiste a décoller délicatement le PDMS réticulé du moule et obtenir les canaux
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correspondant au relief de la résine du moule (Figure Il1-5). Les entrées et sorties des

microcanaux sont réalisées a 1’aide d’un emporte-piéce.

o =
/7 T —
— v 4
PDMS liguide y PDMS réticulé
$ —~

Moule ” . O so°c ” > |

Si/sug  —» » -

ou
Impression 3D

(A) (B) (C)

Figure 111-5 : Etape de lithographie molle. (A) Couler le PDMS liquide sur le moule. (B) mettre a I'étuve
pendant 3h & 80°C. (C) démouler le PDMS réticulé contenant le motif des canaux

Le PDMS a été utilisé pour son caractere hydrophobe, ce qui facilite la génération de
gouttelettes de solution aqueuse dans des microcanaux. Il est également biocompatible [100].
De plus son cout est abordable et il est simple d’utilisation. Cependant, son principal
inconvénient réside dans le fait qu’il est impossible de faire un dépdt métallique dessus. Les
microélectrodes en or, nécessaires pour la caractérisation électrochimique et la séparation,
doivent donc étre déposées sur un autre substrat par exemple le verre et dans ce cas il est
possible de coller le PDMS sur le verre. Le procedé de dép6t des microélectrodes est décrit dans

la section suivante.

R O

| H | | H Hy |
—0—5i—C=—CH, + R—5Si—H —0—5i—C—C—5i—R

| | | |

R ? R 'Cl}
R—5i—R R—5S5i—R

| [ 7] |

O —_— O

| |
R—Si—R R—S5i—R

| |

R 0 R ]

| H | | H: H: |
—0—5i—C=CH, + R—5Si—H —0—S5——~C—~C—5i—R

| | | |

R O R O

Figure 111-6 : Réticulation du PDMS
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Le procéde lift-off permet de fabriquer les microélectrodes d’or sur un substrat en verre

[96]. Le procédé se déroule en plusieurs étapes comme décrit dans la Figure I11-7.

Ecriture laser UV directe et développement : Un appareil d’écriture laser UV directe

(Heidelberg DWL 66fs) est utilis¢ et dans ce cas I’utilisation d’un masque de
photolithographie n’est pas nécessaire. Ce dernier est remplacé par un fichier
informatique qui permettra de piloter la machine. Son mode de fonctionnement repose
sur le principe de photopolymérisation et offre une résolution pouvant atteindre le
micron. Le rayon laser UV produit (A = 405nm) insole localement la résine positive
(AZ1512HS) déposée au préalable par spin coating sur la lame de verre. Une fois la
résine exposée au rayonnement UV, elle se dissout lors du développement dans une
solution d’AZ 351B 1 :4.

Dépdt métalligue : Un dépot par évaporation thermique d’une couche d’accroche de 10

nm de chrome ou de titane est réalisé, suivie d’une couche d’or de 200 nm est effectué
sur toute la surface de la lame de verre.

Développement de la résine : La lame est ensuite plongée dans un bain d’acétone pour

dissoudre la résine restante sur 1’échantillon. La résine va alors entrainer avec elle les
parties métalliques indésirables ne faisant pas partie des motifs voulus. On obtient ainsi

une lame contenant le motif des microélectrodes souhaitées.
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Figure I11-7 : Etapes du procédé lift-off. (A) Ecriture laser UV directe sur la résine positive déposée, puis
developpement de la résine. (B) Dépot d 'une couche de chrome par PVD. (C) Dépot d’une couche d’or par
PVD. (D) Retrait de la résine dans un bain d’acétone

Le procédé lift-off est précéde par une étape de nettoyage rigoureuse et indispensable des
lames de verre vierges pour assurer un rendu le plus fiable possible au niveau des
microélectrodes. Dans un premier temps les lames sont plongées dans une solution piranha (3
volumes d’acide sulfurique a 96% + 1 volume de peroxyde d’hydrogene a 30%) pendant 15
min. Elles sont ensuite rincées a I’eau et plongés dans un bain d’acétone sous ultrasons pendant
10 minutes, puis dans un second bain d’isopropanol pendant 10 minutes. Pour finir, elles
passent par une étape de séchage a 1’azote ainsi qu’une vérification visuelle rapide pour

s’assurer qu’il n’y a pas d’impuretés ou de traces a la surface du verre.

En fonction de I’utilisation des microélectrodes, différentes configurations sont réalisées
pour la caractérisation et la détection des microparticules. Les microélectrodes sont disposées
cote a cote (électrodes coplanaires) comme le montre la Figure 111-8.A. Différentes tailles et
distances inter-électrode (DIE) peuvent étre utilisées afin de montrer leur impact sur les
résultats obtenus. Pour ce qui est de la séparation par diélectrophorése un systéeme de trois
¢électrodes est utilisé. L’électrode du milieu qui en en commun est considérée comme la masse
(Figure 111-8.B)
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A Largeur/DIE/Largeur

50/50/50 50/25/50 100/50/100  25/25/25

B Electrode 1

Masse

Electrode 2

Figure I11-8 : A. Configuration des microélectrodes de caractérisation et de mesures et B. Configuration des
électrodes de séparation par diélectrophorese

Le collage des canaux en PDMS et des microélectrodes en or sur substrat en verre est
effectué a 1’aide d’un traitement par plasma d’oxygéne dans un plasma cleaner [101]. Comme
décrit sur la Figure 111-9, les deux faces a coller sont activées par plasma O2. Ainsi pour le
PDMS, le groupement méthoxy O-CHzs est remplaceé par le groupement silanol Si-OH et le verre
s’oxyde. A leur sortie du plasma cleaner les deux surfaces sont mises en contact et les liaisons
covalentes Si-O-Si se forment a I’interface des deux parties. Enfin, une étape de consolidation

du collage est réalisée en mettant la puce a 1’étuve pendant au moins 3 heures a 80°C.
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Plasma oxygéne
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Microélectrodes d'or
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Figure I11-9: Collage des canaux en PDMS avec les microélectrodes sur substrat de verre. (A) Activation des
deux surfaces par plasma O2. (B) Les deux composés sont mis face a face pour procéder au collage. (C) Mise en
contact des deux surfaces et dégagement des molécules d’eau. (D) Etape de consolidation du collage dans le
four & 80°C

Cependant I’une des principales problématiques rencontrées lors de la microfabrication
était la qualité du collage pas plasma. En effet, bon nombre des puces présentaient des fuites,
conséquence directe d’un collage inefficace, en particulier celles fabriquées sur un wafer en

verre en les comparant aux lamelles de verre classique.

Nous avons donc effectué plusieurs analyses paramétriques afin de réunir les conditions
nécessaires a un bon collage. La premiére concerne le procédé de nettoyage du verre et du
PDMS. En effet, afin de d’éliminer toutes les impuretés présentes a la surface du verre,
différents solvant ont été testés pour des temps d’immersion de 10 ou 20 minutes, avec ou sans

ultrasons et avec ou sans séchage comme représenté sur le Tableau I11-2.

Tableau I11-2 : Récapitulatif de [’étude paramétrique du procédé de nettoyage du verre avant le collage par
plasma oxygéne

Wafer en verre | Lamelle de verre | Wafer en verre | Lamelle de verre

Acétone

Isopropanol
Ethanol

Acétone + Ethanol

Acétone + Isopropanol

Acétone + Ultrasons + séchage au four

Ethanol + Ultrasons + séchage au four _

Temps d’immersion dans chaque solution

_ Collage moyen Quelques zone colées Traces sur le verre _

10 minutes 20 minutes
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A T’issu de cette étude, nous avons remarqué que le procédé de nettoyage qui permettait
le meilleur collage était un bain I’éthanol pendant 20 minutes suivi d’un nettoyage aux ultrasons

(20 minutes) et enfin un séchage au four pendant 20 minutes.

Le méme nettoyage a été effectué pour le PDMS apres avoir effectué les entrées et les
sorties des canaux a I’emporte piéces afin d’éliminer les éventuels débris de PDMS qui

pourraient venir boucher le canal apres.

Le deuxiéme facteur étudié était le temps d’exposition plasma O2 afin d’estimer le
meilleur intervalle de temps pour activer les deux surfaces. Trois temps d’exposition ont été

testés : 30s, 1 min et 1min30 donc les résultats sont présentés dans le Tableau I11-3.

Tableau I11-3 : Récapitulatif de I’étude paramétrique des temps d’explosions au plasma oxygéne du verre et
du PDMS

Wafer en Lamelle de Wafer en Lamelle de Wafer en Lamelle de
verre verre verre verre verre verre

Acétone

Isopropanol
Ethanol

Acétone + Ethanol

Acétone + Isopropanol

Acétone + Ultrasons + séchage
au four

Ethanol + Ultrasons + séchage
au four

Temps d’exposition au plasma 01:30

_ Collage moyen Quelques zone colées Traces sur le verre _

La durée la plus optimale se situe dans un intervalle de 30 & 60 secondes. Dans notre cas

nous avons appliqué le plus souvent 45 secondes.

D’autre part, le collage a I’ceil nu est tres difficile vue la taille micrométrique des canaux
et les électrodes. Pour pallier ce probleme, un dispositif d’alignement (Figure III-10) a été
développé lors de ce travail de these afin de disposer les microélectrodes a 1’endroit souhaité

par rapport au microcanaux en PDMS.
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Figure I11-10 : Dispositif d'alignement pour les puces microfluidiques.
En effet, dans le cas ou les microélectrodes de mesures ne sont pas positionnées de fagon
a mesurer uniquement les variations de la résistance d’électrolyte (Figure 111-11) lors du passage

de gouttelettes les résultats obtenus sont inexploitables.

Figure 111-11 Image de micropuce collé a [’wil nu sans dispositif d ‘alignement.
Sur le dispositif d’alignement de 1a Figure 111-10, la caméra est positionnée sur un support
et dispose d’un micromanipulateur se déplacant suivant I’axe Z afin de régler la distance focale

avec une précision de 1 pum.
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Les électrodes sont placées sur un support imprimé en 3 D (Figure 111-12) et fixé a un
micromanipulateur suivant I’axe X et Y (1um de précision) et une rotation propre suivant I’axe

Z d’une précision de 0,2°.

Pour finir le PDMS est fixé lui aussi sur un support imprimé en 3 D représenté sur la
Figure I11-12 et relié a des micromanipulateurs se déplacant en Z et Y (1um de précision).

Support pour microélectrodes Support pour les microcanaux

Figure 111-12 : Supports imprimés en 3D pour les microélectrodes et les microcanaux utilisées dans le
dispositif d alignement.

Une fois que les deux surfaces a coller sont exposés au plasma, elles sont placées sur le

systeme d’alignement afin d’obtenir un angle de 90 ° entre les électrodes et les microcanaux
comme sur la Figure 111-13.

Figure 111-13 : Image de micropuce collée a I’aide du systéeme d’alignement avec un angle de 90° entre les
microcanaux et microéelctrodes.

Ce dispositif présente I’avantage d’étre adaptable aux dimensions du systéme. En pratique
nous I’avons utilisé pour différentes tailles d’électrodes et de microcanaux juste en adaptant les

supports imprimés en 3D a la taille du PDMS et des lamelles en verre. De plus, la répétabilité
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du collage permettant d’obtenir toujours les mémes angles entre les microélectrodes et les
microcanaux permet d’avoir une surface actives identiques entre les microélectrodes présentes

dans les différentes micropuces et ainsi comparer les résultats obtenus dans chaque micropuce.

Une fois le collage effectué, la puce microfluidique est préte a étre utilisée en introduisant
des fluides dans la puce afin de générer des gouttelettes ou des bulles. Dans la section suivante,
la composition des fluides et une description du dispositif de contréle de pression seront

détaillées.

[11.3Geénération de gouttelettes

Pour générer des gouttelettes ou des bulles deux phases immiscibles sont introduites dans
la puce. La phase continue utilisée est un liquide ionique (EMIMTFSI) et les phases
dispersées sont soit une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline) pour générer des

gouttelettes et soit de 1’azote pour générer des bulles.

- EMIMTESI : Les liquides ioniques présentent un bon compromis entre leur viscosité
qui est suffisante pour pouvoir permettre la génération de gouttelettes ou de bulles et leur
conductivité significative pour permettre les mesures effectuées par la suite. Le liquide ionique
utilisé (EMIMTFSI) a été synthétisé et caractérisé selon le protocole standard [102]. Brievement,
du 1-bromoéthane est ajouté au 1-méthylimidazole dans de I'acétate d'éthyle a 77 °C sous reflux
et agitation pendant 12h minimum. Aprés retour a la température ambiante, la séparation des
phases conduit & une partie inférieure composée du bromure de 1-éthyl-3-méthylimidazolium
(EMIMBE), qui est solide. Il est alors filtré sur Buchner et lavé plusieurs fois avec l'acétate
d'éthyle pour retirer les produits qui n’ont éventuellement pas réagi. Les résidus de solvant sont
¢liminés a I’étuve a 80°C pendant 12h environ. Aprés cette étape, un échange d'anions est réalisé
entre le EMIMBTr dissous dans de I'eau et une solution aqueuse de LiTFSI a température ambiante
et sous agitation vigoureuse pendant 2 jours minimum. Apres ce temps, deux phases sont
obtenues la plus dense étant le liquide ionique (EMIMTFSI) qui est hydrophobe et qui se sépare
de la solution aqueuse. Puis le liquide ionique est lavé plusieurs fois avec de 1’eau distillée pour
éliminer toute trace de (Li+, Br-) résiduelle. Les lavages se poursuivent tant que des traces de
bromures sont décelées par le test au nitrate d’argent (AgNOz). Dans une derniére étape l'eau
résiduelle est éliminée par lyophilisation. La structure et la pureté du liquide ionique sont
confirmées par spectroscopie de masse et RMN et par les propriétés physico-chimiques
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(viscosité, densité et conductivité électrique). La teneur en eau a été dosée a l'aide d'un
coulometre Karl Fisher (C20 de Mettler Toledo) avec une moyenne ne dépassant pas 50 ppm.

- PBS (Phosphate Buffered Saline) : Le PBS est couramment utilisé en biologie. La

recette utilisée est inspirée de la composition du PBS vendu par Sigma Aldrich. La concentration
du NaCl a été augmentée afin d’obtenir une conductivité plus importante. La composition de
PBS utilisée est donnée dans le Tableau I11-4.

Tableau I11-4 : Composition du PBS utilisé

NaCl KCI Naz2HPO4 KH2PO4 Tween 20

25M 2,7 mM 10 mM 1,8 mM 0,1% viv

- Azote : Le gaz utilisé pour la génération des bulles dans le liquide ionique est 1’azote

directement pris depuis une bouteille de gaz.

Le dispositif utilisé pour procéder aux expériences est présenté sur la Figure I11-14. Un
contréleur de pression modulaire (MZFC ™ — EZ Fluigent) est utilisé pour introduire les deux

phases (continue et dispersée) dans les canaux microfluidiques a 1’aide de capillaire.

ps

Figure I11-14 : Dispositif de génération de gouttelettes dans une puce microfluidique a I'aide d'un contréleur
de pression (MZFC™-EZ Fluigent) et d 'une caméra pour les observations optiques.

Cet appareil est relié a une bouteille d’argon et contient 4 vois avec des plages de pression
différentes. Les pressions sont imposées a 1’aide du logiciel MAESFLO et les canaux
microfluidiques sont observés a 1’aide d’un microscope reli¢ a une caméra afin de déterminer
les pressions permettant d’atteindre le régime d’écoulement souhaité. Les capillaires sont
introduits dans la puce grace aux entrées et sorties faites a I’emporte piéces avant 1’étape de

collage.
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Il est possible de faire varier les pressions en fonction de la phase continue ou de la phase
dispersée utilisées. Les différentes pressions et leurs rapports permettent d’obtenir des

gouttelettes, bulles et bouchons de différentes tailles et formes.

Le logiciel Automation Tool a également été utilisé. Il permet de réaliser une séquence
pour imposer des pressions au deux phases pendant une certaine durée et sous certaines

conditions en fonction du but de I’expérience.

Conclusion

Dans ce chapitre, les techniques de microfabrication mises en ceuvre pour la fabrication
de la puce microfluidique ont été présentées. Les fluides utilisés et le dispositif de génération
de gouttelettes ont aussi été détaillés.

Les techniques de photolithographie, de lithographie molle et d’impression 3D ont permis
de fabriquer plusieurs types de canaux en PDMS et le procédé lift-off a donne lieu a des
microélectrodes de différentes configurations pour répondre aux besoins de notre

expérimentation.

Certaines difficultés rencontrées comme I’alignement lors du collage ont été présentées

et le dispositif développé au sein du laboratoire pour s’affranchir de ces problemes a éte décrit.
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V. Techniques de mesure

Les expériences menées au cours de ce travail de these ont été réalisées a I’aide de
quelques techniques électrochimiques. La majorité de ces techniques reposent sur 1’utilisation
d’une cellule électrochimique a trois électrodes : (i) une électrode de travail (ET) ou se déroulent
les phénomenes électrochimiques a étudier, (ii) une contre électrode (CE) pour assurer le
passage du courant a travers I’ET et (iii) une électrode de référence (REF) pour contréler le
potentiel de ’ET comme décrit dans la Figure 1V-1. La régulation et les différentes mesures
sont effectuées a 1’aide d’un potentiostat qui permet en mode galvanostatique d’appliquer un
courant entre la contre ¢électrode et 1’¢lectrode de travail et de mesurer le potentiel entre cette
derniére et 1’électrode de référence. En mode potentiostatique en revanche il est possible

d’appliquer un potentiel entre la REF et ’ET et de mesurer le courant traversant ’ET.

Figure 1V-1 : Systeme électrochimique a trois électrodes

Le principe de ces méthodes, les modes de fonctionnement et les dispositifs

expérimentaux utilisés seront décrits dans la suite de ce chapitre.

IV.1 Spectroscopie d’Impédance Electrochimique

La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est une technique électrochimique
particuliére. En effet, contrairement aux méthodes électrochimiques classiques ou les mesures
se font en fonction du temps, la SIE permet d’étudier un systéme en fonction de la fréquence a

un potentiel ou un courant fixé.
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Cette technique est largement utilisée dans I’étude des cinétiques de réaction et la
caractérisation non invasive et in situ des phénomeénes qui se produisent a ’interface entre

I’électrode de travail et 1’électrolyte [103].

Pour procéder a la mesure de SIE, une perturbation, généralement sinusoidale de faible
amplitude, est imposée autour d’un point de fonctionnement du systeme. Cette perturbation
peut étre appliquée au courant (mode galvanostatique) ou au potentiel (mode potentiostatique).
Lors de la mesure de SIE, un balayage sur une large gamme de fréquences est effectué pour

dissocier la dynamique des différents phénomeénes qui ont lieu [104].

En mode potentiostatique par exemple, une perturbation en potentiel (A1) est appliquée

a un point de fonctionnement donné (V, , I,). Le potentiel imposé au systéme s’exprime alors :

V(t) =V, + AV sin(wt) Eq IV-1

La réponse obtenue en courant est constituée d’une composante continue I, et une
composante alternative comportant un déphasage d’un angle ¢, I’expression du signal en

courant obtenu est alors :

I1(t) = I, + Al sin(wt + @) Eq IV-2

ou AV représente I’amplitude de la composante alternative du potentiel, Al est celle du courant,

w est la pulsation du signal relié a la fréquence (f) par (w = 27rf) et ¢ le déphasage.

L’impédance (Z) est donc une grandeur complexe qui dépend de la fréquence du signal
de perturbation ou les phénomenes les plus rapides se produiront a hautes fréquences tandis que
les phénomenes lents se produiront a basses fréquences. La fonction de transfert de I’impédance

est donnée par :

AV (w)
Al(w)

Z(w) = = Z;(w) +j Z{(w) = |Z|e/® = |Z|(cos ¢ + j sin ) Eq IV-3

ou AV(w) et Al(w) représentent les amplitudes complexes résultant des transformées de

Fourier correspondant respectivement a AV (t) et AI(t). Z, est la partie réelle de I’impédance
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et Z; est la partie imaginaire. |Z| = /Zrz + ij et ¢ représentent respectivement le module

et la phase.

La Figure 1\VV-2 met en évidence le principe de la mesure de la SIE, effectuée a un point

de fonctionnement déterminé sur la courbe courant-tension.
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Perturbation
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Figure IV-2 : Principe de mesure de la SIE a un point de fonctionnement déterminé sur la courbe courant-
tension

En pratique, les systemes electrochimiques sont rarement des systemes lineaires et la SIE
n’est applicable qu’a des systémes linéaires, il est alors possible de s’affranchir, dans une
certaine mesure, de cette limitation en appliquant de faibles amplitudes de perturbation sur des

intervalles ou la courbe courant-tension est linaire (Figure 1V-2).

La mesure d’impédance ¢électrochimique se fait a I’aide d’un potentiostat. La gamme de
fréquence, I’amplitude du signal de perturbation et le point de fonctionnement sont des

parametres choisis et imposés a I’aide du logiciel du potentiostat.

Comme nous I’avons évoqué précédemment, la majorité des systémes électrochimiques
ont recours a des branchements a trois électrodes (ET, REF et CE). Cependant dans le cas des
micropuces utilisées, nous avons opté pour un systéme a deux électrodes (Figure 1V-3). Dans

ce cas, I’¢électrode de travail reste inchangée, 1’¢électrode de référence est reliée a la contre
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électrode pour constituer la deuxiéme électrode de mesure. L’impédance est ensuite mesurée

entre ces deux électrodes.

Figure IV-3 : Systéme électrochimique a deux électrodes (ET1 et ET2)

Les mesures de la SIE ont été réalisées a I’aide d’un potentiostat commercial GAMRY
(Reférence 600+) et le logiciel GAMRY Framework a été utilisé pour imposer les conditions
de la mesure telles que le type de mesure, I’amplitude du signal de perturbation et la gamme de
fréquences. Dans ce travail, nous avons choisi le mode potentiostatique avec une amplitude du
signal de perturbation de 30 mV créte a créte et dans une gamme de fréquences entre 10 Hz et
100 kHz. La limite en hautes fréquences a été fixée a 100 kHz puisque le circuit de mesure des
variations de I’impédance a été congu pour fonctionner jusqu’a 100 kHz, ce qui est limité par
la bande passante des amplificateurs utilisés. Les valeurs de I’'impédance électrochimique a 100

kHz seront utilisées par la suite pour déterminer les valeurs de la résistance d’électrolyte.
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L’impédance électrochimique peut étre représentée de différentes maniéres en fonction

des phénomenes a mettre en évidence [105]. Deux représentations graphiques sont souvent

utilisées :

Le diagramme de Nyquist : comme le représente la Figure 1V-4.A, le négatif de la
partie imaginaire de I’impédance (-Z;) est tracé en fonction de la partie réelle (Zr) dans
un repere orthonormé ou chaque point correspond a une fréquence. En hautes
fréquences (Figure IV-4.A zone 1), il est possible de déduire la résistance de
I’¢lectrolyte et en se déplagant vers les moyennes et basses fréquences des
phénomenes de plus en plus lents seront mis en évidence comme le transfert de
charges a moyennes fréequences (Figure 1V-4.A zone 2) et la diffusion a basses
fréquences (Figure IV-4.A zone 3).

Le diagramme de Bode : dans ce digramme la phase (¢) et le module de I’'impédance
(1Z1) sont représentés en fonction de la fréquence dans un repére semi-logarithmique
(Figure 1V-4.B1) et logarithmique respectivement (Figure 1V-4.B2).
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Figure 1V-4 : Représentation graphique de I'impédance électrochimique correspondant a ['impédance
mesurée pour une réaction Red/Ox électrochimique. A. Diagramme de Nyquist avec la zone 1 représentant le
domaine des hautes fréquences, la zone 2 celui des moyennes fréquences et la zone 3 le domaine des basses
fréquences. B. Diagramme de Bode : 1. Variation de la phase en fonction de la fréquence. 2. Variation du
module de l'impédance en fonction de la fréquence

D’autres représentations peuvent aussi étre utilisées telle que le diagramme de Cole-Cole.
Ce dernier permet de représenter la partie imaginaire de la capacité complexe en fonction de sa
partie réelle [104]. Cette présentation est largement utilisée pour la détermination de 1’épaisseur

de la couche d’oxyde qui peut se former a la surface d’une électrode [106].

L’interprétation des diagrammes d’impédance permet de comprendre les phénoménes
mis en jeu dans le systeme électrochimique tel que le transfert de charge, la diffusion,
I’adsorption...etc. A travers 1’analogie qui existe entre la réponse en impédance
électrochimique et les circuits électriques, il est possible de procéder a la modélisation des
spectres obtenus en utilisant des circuits électriques équivalents (Figure IV-5) qui sont
composés de résistances, de capacités ou encore de bobines, associées en série ou en paralléle.

Ces circuits électriques équivalents permettent de décrire globalement un ou plusieurs
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phénomeénes en jeu. Le Tableau IV-1 résume les expressions des impédances associées a chaque

composant.

Tableau V-1 : Expression des impédances associées aux composants électriques couramment utilisés

Résistance Capacité Inductance Warburg
1 7o = o
ZR:R ZCZ]C_(;) ZL:]L(,() w \/]—a)

Avec o le coefficient de Warburg

Dans le cadre de ce travail nous allons particulierement nous intéresser a la résistance
d’¢lectrolyte. Cette résistance est liée au passage du courant entre la contre ¢€lectrode et
I’électrode de travail et dépend de la géométrie de la cellule, les dimensions des électrodes et la
conductivité électrique de 1’¢électrolyte. Dans un circuit électrique équivalent (Figure 1V-5) cette

résistance d’électrolyte est assimilée a une résistance (Re).

D’autres phénomenes peuvent aussi étre modélisés tel que le transfert de charge. Il se
traduit par une résistance correspondant au transfert de charge a I’interface et une capacité en
parallele correspondant a la double couche qui se forme dés lors qu’une électrode métallique
entre en contact avec un électrolyte. Cependant en pratique, la capacité pure, qui traduit un
systéme idéal, est remplacée par un élément a angle de phase constante ou CPE (Constant Phase
Element en anglais), qui est un élément plus adapté pour décrire la non-idéalité des systemes
réels comme par exemple des hétérogénéités de surface, la distribution de réactivité ou encore
la distribution de résistivité au sein d’une couche d’oxyde, ce qui implique5 une distribution
2D ou 3D des constantes de temps sur I’électrode. L’impédance d’un CPE se traduit par :

1 Eq IV-4
ZCPE - Q(ja))“
Sachant que les deux parameétres Q et a (<1) sont indépendants de la fréquence. Dans le cas

ou 0=1, on obtient I’expression d’une capacité pure [104].

D’autre part, les phénomenes plus lents tels que le transport de mati¢re ou 1’adsorption
apparaissent a des fréquences bien plus basses. L’impédance de Warburg décrit par exemple le
phénomeéne de diffusion semi-infinie qui se présente sous la forme d’une droite formant un
angle de 45 ° avec I’axe des réelles (Re(Z)). L’adsorption peut aussi étre modélisée en utilisant

une inductance.
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CEH

Figure IV-5 : Circuit électrique équivalent de Randles permettant de modéliser les diagrammes d'impédance
avec Rela résistance de I'électrolyte, Rt la résistance de transfert de charge, Cal la capacité de double couche
électrochimique et Wa I'impédance de Warburg pour décrire la diffusion semi-infinie

Les circuits électriques équivalents sont simulés a ’aide d’un logiciel d’ajustement des
diagrammes de Nyquist et de Bode pour déterminer les valeurs des résistances et des capacités
du circuit dont la signification physique est liée aux caractéristiques du systeme étudié. Tout au
long de ce travail nous avons utilisé le logiciel SIMAD, qui est un logiciel développé au sein
du « Laboratoire Interfaces et Systeme Electrochimique » pour ajuster nos diagrammes

d’impédance électrochimique obtenus.

Dans le cas de la puce microfluidique, deux microélectrodes d’or cote a cote sont utilisées,
la mesure de la SIE est réalisée pour la phase continue (liquide ionique « EMIMTFSI ») en
circulation dans le canal microfluidique. Etant donné que la principale information qui nous
intéresse est la valeur de la résistance de I’¢lectrolyte, les mesures de SIE ne nécessitaient pas
d’aller en basses fréquences. Nous avons donc réalisé des mesures d’impédance entre 10 Hz et
100 kHz. Le circuit électrique equivalent utilisé pour la micropuce comporte une résistance
traduisant la résistance de 1’¢lectrolyte en série avec une résistance de transfert de charge en
parallele a une capacité (Figure 1V-6). Chacun des composés de ce circuit correspond a un

phénomene ayant lieu au sein de la puce :

cdl

Figure IV-6 : Circuit électrique équivalent décrivant les phénomenes se produisant dans la puce
microfluidique.

- Larésistance Re traduit la résistance d’électrolyte ;
- La capacité pure Cqi représente la capacité de double couche engendrée par la mise

en contact des électrodes avec la phase continue ;
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- Larésistance R représentant la résistance de transfert de charge, cette résistance est

tres élevée dans le cas ou le systeme a un comportement principalement capacitif.

La mesure de la SIE et la modélisation des spectres d’impédance obtenus ont surtout été
utilisées pour mesurer la valeur de la résistance d’électrolyte et ainsi pour avoir un ordre de
grandeur de cette derni¢re et ce dans le but d’affiner les réglages pour la mesure de bruit

électrochimique.

I\VV.2 Bruit électrochimique

Le bruit électrochimique est une technique qui permet de mesurer les fluctuations de
potentiel en mode galvanostatique, les fluctuations de courant en mode potentiostatique et,
comme c’est le cas dans notre travail, mesurer les fluctuations de la résistance d’électrolyte.
Les mesures sont réalisées lors du passage de micro-objets, tel que des gouttelettes ou des
bulles, d’une conductivité différente de celle de 1’¢lectrolyte dans lequel elles circulent. Afin
de se focaliser sur la résistance d’électrolyte, il est nécessaire de se placer a hautes fréquences

pour minimiser I’impact des autres phénomeénes qui pourrait biaiser la mesure.

Contrairement aux autres techniques électrochimiques telle que les courbes de
polarisation ou encore la SIE, ou les signaux de perturbations appliquées peuvent altérer le
processus ou biaiser les résultats obtenus, le bruit électrochimique permet d’observer les
phénomenes a travers 1’analyse des fluctuations spontanées de grandeurs telle que le potentiel,

le courant ou la résistance d’électrolyte a hautes fréquences [107].

Toutefois, la mesure du bruit présente certaines contraintes afin d’obtenir un signal
« propre ». En effet, il est nécessaire, lors de 1’acquisition du signal, de s’affranchir des bruits
de fond de I’instrumentation et des sources extérieures. De plus, le signal obtenu doit étre

corrigé avant d’étre exploité afin d’en extraire des informations justes et précises.

Dans la suite de ce chapitre, le principe de la méthode, le dispositif expérimental utilisé,
le procédé d’acquisition du signal ainsi que I’analyse et la correction des signaux obtenus seront

décrits plus en détails.

Dans une cellule électrochimique classique, la différence de potentiel s’exprime :
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V=E+ R, Eq IV-5

ou E correspond au potentiel ¢électrochimique de 1’électrode relié aux processus faradiques,

R, la résistance d’¢lectrolyte et I le courant qui circule entre la contre électrode et 1’¢lectrode

de travail [108].

En mode potentiostatique a un point de polarisation donnée (Vo, lo) une composante

sinusoidale V100 & 100 kHz est ajoutée a la tension continue.

Vioo (£) = [Vigol sin(2mfig0t) Eq IV-6

ou |V 0| représente I’amplitude de la composante alternative du potentiel. Cette amplitude doit
étre choisie en fonction du systéme. La principale condition est d’avoir un signal sinusoidal et
non triangulaire a la sortie du filtre passe-haut comme cela peut étre le cas si I’amplitude est
trop importante. Pour verifier cette condition il faut utiliser un oscilloscope pour Vérifier ce

signal a la sortie du filtre passe-haut (Figure 1V-7).
Le courant résultant s’exprime alors :

ou I, est le courant moyen, AI(t) les fluctuations du courant en fonction du temps et 1, ,(t)

la composante sinusoidale a 100 kHz avec :

V1ol sin(2mf190t) Eq V-8
R,

Lo (t) =

Comme cité précédemment, les mesures électrochimiques ont été réalisées avec un
systéme a deux électrodes identiques. La Figure 1\V-7 décrit le circuit électrique utilisée pour
effectuer les mesures de bruit électrochimiques. Ce dispositif a été fabriqué au sein du
laboratoire « LISE ». Il est composé de quatre principaux appareils : (i) un générateur de
signaux (GBF), (ii) un potentiostat, (iii) une boite Re et (iv) une boite de résistances variables

pour la calibration.
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Figure 1V-7 : Dispositif expérimental de mesure de fluctuations de la résistance d'électrolyte en mode
potentiostatique [89]

Les deux électrodes de travail (ET1 et ET2) sont polarisées au potentiel continu nul.
L’ET2 est connecté a la masse et le potentiostat impose un potentiel nul a I’ET1 en mode ZRA
(Zero Resistance Ammeter). Le signal sinusoidal a 100 kHz d’amplitude créte a créte de 100
mV fourni par le GBF est superposé aux électrodes grace a un sommateur du potentiostat. Le
courant résultant (lo + AI(t) + i100(t)) est mesuré aux bornes de la résistance Rm. Le signal en
courant est amplifié par un gain G1 et passe a travers d’un condensateur pour éliminer le courant
en continu. Il est ensuite amplifié de nouveau par un amplificateur de gain G2 avant de passer
dans un filtre passe-haut de fréquence de coupure de 20 kHz pour éliminer toutes les
composantes basses-fréquences. Apres le filtre passe-haut, la réponse en courant ne contient
plus que la composante a 100 kHz. Finalement, le signal est redressé par une diode et intégré

par un filtre passe-bas de fréquence de coupure de 10 kHz. La valeur moyenne de < v, (t) >

est proportionnelle a I’inverse de résistance d’¢électrolyte :

b Eq IV-9
< wg, (t) >= R—+d

e

Pour déterminer les coefficients b et d, la premieére étape est d’effectuer une procédure de
calibration en remplacant les deux électrodes (ET1 et ET2) par une boite de résistances
variables. La résistance de mesure Rm ainsi que les résistances variables sont choisies en
fonction de la solution utilisée dans la puce microfluidique. Les différentes valeurs de potentiel
obtenues sont tracées en fonction de I’inverse des valeurs de résistance en restant dans

I’intervalle de [ -300 ; -900 mV]. La Figure IVV-8 montre un exemple de courbe de calibration.
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Figure IV-8 : Exemple de courbe de calibration représentant la variation du potentiel en fonction de
linverse de la résistance

La dérivée de 1’équation 1.9 nous donne :

1 b Eq IV-10
AURe(t) = bA (R—> = - W ARe (t) |

Ce qui nous permet de déterminer les variations de la résistance d’électrolyte.

(R,)? Eq IV-11

AR, (1) = — Avge (t)

Le dispositif de mesure a été congu pour mesurer les fluctuations de la resistance
d’électrolyte des systémes électrochimiques macroscopiques pour lesquels la résistance
d’¢électrolyte est souvent obtenue vers une dizaine de kHz. Dans notre cas, du fait que nous
travaillons avec des microélectrodes, I’impédance a 100 kHz ne correspond pas a la résistance

d’¢lectrolyte entre deux électrodes.

A titre d’exemple, la Figure IV-9 présente une mesure d’impédance entre deux
microélectrodes de 50 um et une DIE de 50um dans un canal de 100 um contenant le liquide
ionique EMIMTFSI. Nous pouvons remarquer que la limite haute fréquence du diagramme de
I’impédance (a 100 kHz) ne se trouve pas sur I’axe des abscisses, ce qui veut dire que cette

limite haute fréquence ne correspond pas a la résistance d’¢lectrolyte. La fréquence utilisée

76



Techniques de mesure

(100 kHz) n’est donc pas suffisamment haute pour s’affranchir de I’effet de la capacité de

double couche présente sur les microélectrodes.
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Figure IV-9 : Diagramme de Nyquist représentant la variation de la partie imaginaire en fonction de la
partie réelle de I'impédance pour la phase continue (EMIMTFSI) en circulation dans un canal microfluidique de
100 um pour des électrodes de 50 um de large et 100 um de long et une distance inter électrodes de 50um. B.
Zoom sur la partie hautes fréquences du spectre d’'impédance

Par conséquent, dans notre cas, nous avons remplacé R, dans I’équation 1.11 par |Z|;40

qui traduit les fluctuations du module de I’impédance entre les deux électrodes a 100 kHz :

(|Z|100)2 EqIV-12

AlZ]100(t) = — b Avz),0, (©)

\

Pour déterminer les fluctuations de la résistance d’électrolyte a partir de celles de
I’impédance a 100 kHz, une méthode a été¢ mise en place dans le cadre de la thése de N. Yakdi
[66] dont le principe est montré & la Figure 1V-10. L’augmentation de la résistance d’électrolyte
(Re) engendre un déplacement de I’impédance a 100 kHz du point A au point A’. Ainsi, pour
de faibles variations de I’'impédance, I’angle de la phase ¢ varie aussi peu et il alors possible
d’émettre I’hypothése que les segments AB et A’B sont orthogonaux. Le segment A’B, comme

décrit sur la Figure 1V-10, représente A|Z|,,0. En découle alors la relation :

AlZ] 100 Eq IV-13

AR, = 7
COS P10
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Figure 1V-10: Diagramme de Nyquist pour démontrer la relation entre I'impédance & 100 kHz et la valeur de
la résistance d’électrolyte[89]

Dans un premier temps, une vérification de 1’équation Eq IV-13 peut étre réalisée en
effectuant une mesure d’impédance a 1’aide du circuit électrique de la Figure 1V-11 et ainsi
déterminer le module et la phase de I’impédance a 100 kHz. Ce circuit est composé d’une
résistance Ri1 de 1 kQ en série avec une résistance Rz de 100 Q et un circuit comportant une
résistance Rt de 700 kQ en paralléle avec une capacité Ca de 1,2 nF. Un interrupteur est place
en parallele avec la résistance R2. En position 1 la résistance mesurée est la somme de Ri1 et R2
donc 1100 Q, en revanche dans la position 2 le courant va emprunter le chemin de moindre
résistance et donc va eviter le passage a travers Rz et ainsi la résistance mesurée est de 1 kQ

correspondant & R1 uniquement.
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Figure IV-11 : Circuit électrique test pour mesurer les variations de résistance d'électrolyte. Avec R1 =1
kQ, R2=100Q, Rt =

700 kQ et Cdl = 1,2 nF

L’acquisition du signal est effectuée a 1I’aide d’un systéme de mesure temps réel (Modele

IHawk). Cet appareil est équipé de 16 voies de mesure, chaque voie dispose d’un filtre

analogique anti-repliement avant le convertisseur analogique-numérique a 16 bits.

La

fréquence d’échantillonnage est choisie par ’utilisateur et peut aller jusqu’a 100 kHz.

L’acquisition des données est gérée par le programme « labo » écrit en langage C. Les données

sont stockées par blocs de 2048 points en général [109]. L’acquisition temporelle permet

d’analyser le signal dans le domaine temporel, par exemple des variations de la résistance

d’électrolyte quand les micro-objets passent devant les deux électrodes dans le canal. A titre

d’exemple pour le circuit de test Figure 1V-11 1’ouverture et la fermeture périodique de

I’interrupteur va engendrer une variation de la résistance de 100, ce qui est confirmé par les

mesures expérimentales présentées a la Figure 1V-12.A et B.
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Figure IV-12 : A. Acquisition temporelle des variations du signal mesuré Avge pour le circuit test avec
I'ouverture et la fermeture de I'interrupteur périodiquement. B. Variation de la résistance R, dont I'amplitude du
pic correspond a la R2 du circuit

Nous pouvons également analyser les signaux dans le domaine fréquentiel. L appareil de
mesure permet de calculer la densité spectrale de puissance (DSP) du signal qui comme son
nom I’indique, représente la distribution de la puissance du signal en fonction de la fréquence.
La DSP est calculée en utilisant la transformée de Fourier rapide (Fast Fourier Transform) et
qui est égale au module de la transformeée de Fourier au carré. Pour améliorer la précision des
DSP, son calcul est moyenné sur plusieurs blocs de données. Dans ce travail, le nombre de

blocs utilisés est en général de 10.
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Figure IV-13 : Densité spectrale de puissance du circuit test avec une fréquence de coupure de 200 Hz

A titre d’exemple, la Figure 1V-13 présente la DSP du signal de la Figure 1VV-12.B. On

peut remarquer un premier pic a 2 Hz qui correspond a la fréquence d’ouverture et de fermeture

80



Techniques de mesure

de I’interrupteur ainsi que les harmoniques. On peut également observer la descente brutale de

la DSP a 100 Hz, ce qui indique une fréquence d’échantillonnage a 200 Hz (théoréme de

Shannon «% > f») et qui confirme I’utilisation d’un filtre anti-repliement avant la

conversion analogique-numeérique.

De plus, pour que le calcul de la DSP soit correct les phénomenes doivent avoir lieu de
manicre périodique et similaire sur tous les blocs considérés. Dans le cas d’un phénomene isolé,
par exemple le passage d’une bulle d’air non désirée dans le microcanal, il est possible
d’identifier le bloc comportant I’anomalie et I’écarter du calcul de la DSP. Pour cela, un logiciel
développer au sein du laboratoire permet de recalculer la DSP en utilisant uniquement les blocs

d’intérét.

Avant d’effectuer les calculs de la DSP ou pour une analyse de données ultérieure, le
signal analogique doit étre discrétisé. Cette opération peut se faire a différentes fréquences
d’échantillonnage (fe), qui représente le nombre de points par seconde. Il est a noter que le choix
de cette fréquence peut s’avérer déterminant en fonction de la cinétique des phénomeénes que
1I’on veut étudier, en plus du respect de la fréquence d’échantillonnage fixée par le théoréme de
Shannon. Par exemple, lors de I’écoulement de gouttelettes ou de bulles dans le microcanal,
plus la fréquence de passage devant les électrodes de mesure est importante, plus la fréquence
d’échantillonnage devra étre élevée pour détecter toutes les gouttelettes. En effet, il n’y a pas
de pertes d’informations pour des fréquences f inférieure a la moitié de f, , au-dela se produit

le phénomene de repliement de spectre.

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons décrit brievement les techniques electrochimiques utilisées
lors de nos expériences. Le principe de la mesure d’impédance électrochimique ainsi que le
bruit électrochimique ont été mis en évidence dans leurs applications a des systemes
microfluidiques. Des précautions lors de leur utilisation ont été soulignées en particulier pour
la technique du bruit électrochimique. Les résultats obtenus et leurs interprétations seront

détaillés dans la suite de ce manuscrit.
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V. La simulation numérique

Lors de ce travail de thése, nous avons eu recours aux simulations numériques afin de
calculer les variations de I’impédance d’une paire d’électrode lors du passage d’un micro-objet
dans un canal microfluidique. Pour ce faire, le logiciel Comsol Multiphysics® a été utilisé. Le
but principal, a travers ces simulations numériques, est d’une part, de comparer les résultats
expérimentaux obtenus aux résultats simulés et d’autre part, pouvoir prédire, a I’aide des
modeles numériques, les caractéristiques des micro-objets a partir des mesures

électrochimiques.

La simulation numérique repose sur la construction d’un mod¢le a I’aide d’un logiciel
défini afin de décrire un phénomene physique. A travers 1’utilisation du modéele, qui repose sur
des équations théoriques, la simulation permet de prédire les résultats qu’il est possible
d’obtenir en fonction des parameétres utilisés dans le modele. La simulation numérique présente
I’avantage de pouvoir tester plusieurs scénarios possibles, de comparer les résultats avec les
résultats expérimentaux et ainsi étre en mesure d’optimiser les paramétres influengant le

phénomeéne physique étudié.

Depuis ces derniéres décennies, la simulation numérique est devenue un outil
incontournable dans I’ingénierie et la recherche scientifique. Différents logiciels permettent de
réaliser des modeles fiables capables de décrire des phénomenes méme trés complexes. Les
modeles utilisés reposent sur le principe de discrétisation du probléme en le divisant en
plusieurs éléments a travers un maillage adapté a la géométrie et a la physique étudiée. Les
logiciels tel que Ansys, Physica ou encore Comsol présentent un avantage important car ils
permettent un couplage pluridisciplinaire et multiphysique.

En ce qui concerne la méthode utilisée pour procéder aux calculs numériques, la méthode
la plus répandue est celle des éléments finis (FEM pour finite element method). En effet, c’est
une méthode tres utilisée pour la résolution numérique des équations aux dérivées partielles.
Elle présente I’avantage d’étre simple d’utilisation et adaptable a des géométries trés complexes

quel que soit le type d’étude effectuée (1D, 2D ou 3D).

Dans ce chapitre, nous présentons en détail les différents simulations et modeles réalisés

ainsi que les résultats obtenus pour différentes tailles de gouttelettes et de bouchons.
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V.1 Comsol Multiphysics

Les résultats de simulations présentés dans ce chapitre ont été obtenus a 1’aide du logiciel
Comsol Multiphisics®. Le modele utilisé pour procéder aux simulations est un modele
électrique régi par les équations de Maxwell et simulant le passage du courant entre les
électrodes utilisées. Ce logiciel offre la possibilité de choisir ou de modifier de nombreux
paramétres afin de s’adapter aux différents cas auxquels il est possible de se confronter.
Cependant, ces nombreuses possibilités présentent une certaine complexité et quelques
précautions importantes sont a prendre en considération. Par exemple, modifier un seul
parameétre pourrait engendrer des différences conséquentes sur la simulation obtenue et ainsi
biaiser les conclusions ou les interprétations qui en découlent. Tout au long de ce chapitre nous
allons détailler les parametres, les géométries ainsi que les matériaux utilisés et les raisons qui

nous ont amené a les choisir.

La géométrie utilisée est montrée sur la Figure V-1. Nous avons émis I’hypothése que la
phase continue, qui est dans notre cas le liquide ionique (EMIMTFSI), occupe tout I’espace
dans le microcanal en PDMS. Cette partie est modélisée par un parallélépipéde de 5 cm de

largeur et 100 um de profondeur et de hauteur.

Phase continue Sphére de phase dispersée

S

,v/

v ‘ //* il

Largeur
de
détection

Figure V-1 : Modeéle 3D utilisé pour les mesures de résistances dans un canal microfluidique de 100 um de
hauteur et de profondeur, une sphere représentant la phase dispersée et les microélectrodes de mesure.
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La phase dispersée, qui est soit le PBS (phase liquide) soit I’azote (phase gazeuse), est
représentée par des sphéres ou par des bouchons. Dans le cas d’un bouchon (Figure V-2), une
union entre deux spheres de 50 um de rayon et d’un cylindre de 100 um de largeur permettent
d’obtenir une géométrie semblable a celle des bouchons obtenus lors des expériences réalisées
avec le PBS. Pour I’azote, le comportement est 1égerement différent et la géométrie permettant
de décrire le bouchon de gaz obtenus comporte une sphére a I’avant suivi d’un cylindre. Ces
géométries ont été realisees en se basant sur la géométrie des bouchons obtenus

expérimentalement.

gy

PBS dans EMIMTEFSI Azote dans EMIMTEFSI

e

Figure V-2 : Géométrie mise en place pour décrire les bouchons de (A) PBS généré dans I'EMIMTFSI et (B)
Azote dans I’EMIMTFSI, (C) forme de bouchon PBS et (D) forme de bouchon d’azote formés dans le liquide
ionique « EMIMTFSI »

Pour décrire le systeme expérimental de maniere fiable, le bouchon est soumis a un
déplacement suivant I’axe x pour décrire 1’écoulement du bouchon dans le canal
microfluidique. Le déplacement se fait dans un intervalle de [-700 um - 700 um] pour bien
observer les variations de résistance lors du passage du bouchons le long du canal avec un pas

de 2 um afin d’obtenir un nombre de point suffisant pour obtenir une réponse précise.

En ce qui concerne les électrodes utilisees pour les mesures de variations de la résistance
d’¢électrolyte, la méme configuration que pour les puces microfluidiques a été utilisée. Deux
électrodes en or cote a cote de 50 um de largueur, 100 um de profondeur et espacées de 50 ou

de 25 pum comme décrit sur la Figure V-1.
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Le logiciel Comsol Multiphysics dispose d’une bibliothéque de matériaux tres riches.
Cependant, les matériaux que nous avons utilisés lors des expériences ne font pas partie de cette
bibliothéque mais il est toutefois possible d’intégrer un nouveau matériau dans le programme
avec ses propres caractéristiques. Ces parametres sont proposes automatiquement par Comsol
pour répondre aux besoins de la physique utilisée. Les deux paramétres a définir sont la
conductivité électrique et la permittivite relative des deux phases dont les valeurs sont détaillées
dans la Figure V-3. La conductivité électrique et la permittivité relative du liquide ionique
utilisé sont issues de la littérature [102]. En ce qui concerne le PBS la conductivité électrique a
été mesurée avant les expériences a I’aide d’un conductimétre et la valeur de permittivité

relative extraite de la littérature.

I--] Rectangle 2 (r2)
»
. Vue 2 Propriété Nom Valeur Unité  Groupe de proj

= ;‘?nSt'tuer une union (fin) ¥/ Conductivité électrique sigma |0.57 S/m Basique
=8 Mateflau‘xw‘ ¥ Permittivité relative epsilonr 6 1 Basique
sforme 7
] NELanyIe & (1&)
. Vue 2 4 Propriété Nom  Valeur Unité  Groupe de pr
=] anstimer une union (fin) [V Conductivité électrique sigma | 151 S/m Basique
4% Matef'aux [V permittivité relative epsilonr | 80 1 Basique

nsformer

# Electrodes Au - Gold (mat3)

»+ PBS (mat5)

1 (mat

Figure V-3 : Conductivité électrique et permittivité relative des deux phases utilisées a partir des valeurs de
la littérature et des mesures de conductivités a [’aide d’un conductimetre

De plus, les conditions initiales et les conditions aux limites doivent étre également
définies. La condition initiale principale est la conservation du courant dans toute la géométrie.
En ce qui concerne les conditions aux limites, I’isolation électrique est appliquée pour délimiter
les limites de la géomeétrie ou il n’y a pas passage de courant. La deuxiéme condition limite
concerne les électrodes. L une des électrodes est définie comme « masse » avec un potentiel
nul a sa surface, la deuxieme électrode est considérée comme « terminal » et un potentiel est
imposé a sa surface (Vapp = 30 mV). Ces deux électrodes vont permettre de simuler le champ

électrique.
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Le maillage est I’étape essentielle pour procéder a la discrétisation du probléme a
résoudre. Il permet de diviser le systeme en plusieurs éléments appelés nceuds. Ces nceuds sont
finis, de taille connue et correspondent a la géométrie du systéme étudié. La taille des nceuds
est un parametre déterminant pour la résolution car avec des nceuds de petites tailles, la
discrétisation sera plus fiable mais engendre un temps de calcul long. Le challenge est donc de
trouver un bon compromis entre un maillage qui ne doit pas étre trop fin car il implique des
temps de calculs importants et un maillage trop grossier qui, pour des temps de calculs beaucoup

moins importants, donnerait une solution peu précise.

Dans notre cas, le domaine est découpé en tétraedres et dans chaque tétraédre un ensemble
de fonctions polynomiales servent a caractériser 1’objet étudié. Le maillage peut étre optimisé
en modifiant les parametres qui le caractérisent tels que la taille maximale qui désigne la taille
la plus grande qui peut étre crée dans la géométrie. La taille minimale désigne la plus petite
taille de maille possible, plus cette valeur est petite plus le maillage sera fin. D’autres paramétres
tels que la résolution de la courbure, la résolution des régions étroites ou encore le taux de
croissance des éléments, permettent de raffiner le maillage dans les petites régions et les

frontiéres de la géométrie.

Il est également possible d’avoir recours a un maillage « mixte » en utilisant un maillage
grossier dans les régions de taille importante et ou les phénomeénes étudiés sont peu ou pas
présents. En revanche, les régions plus petites ou celles ou les phénomenes sont condensés de
manicre importante, peuvent bénéficier d’un maillage plus fin. Ainsi le temps de calcul peut

étre réduit tout en gardant la précision souhaitée.

Dans ce travail, nous avons opté pour un maillage trés fin qui permet d’avoir des temps

de calculs d’environs 2h pour le déplacement des bouchons les plus grands.

Le type d’étude et la méthode de résolution choisis jouent, tout comme le maillage, un
role primordial dans les temps de calculs. Dans notre cas nous avons opté pour une étude
stationnaire couplée a une analyse paramétrique permettant de simuler le passage d’une
gouttelette suivant un vecteur de déplacement sur I’axe des X, c’est-a-dire dans le sens de

I’écoulement dans le microcanal.
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Pour la méthode de résolution, le logiciel Comsol Multiphysics propose deux méthodes.
La premiére méthode est une méthode directe, c’est-a-dire que les résultats sont obtenus en une
seule étape de calcul. La seconde méthode est une méthode itérative, elle permet de converger
vers la solution en démarrant d’un point estimé d’effectuer des approximations successives. En

raison de la bonne précision, nous avons choisi la deuxiéme méthode.

V.2 Reésultats de simulation

Afin de calculer les variations de la résistance d’¢lectrolyte entre deux microélectrodes
intégrées dans le canal microfluidique, une équation théorique permettant de vérifier la validité
du modeéle utilisé a été mise en place au préalable au cours des travaux de thése de Nour Yakdi
[66]. Nous décrivons brievement ci-dessous la procédure de vérification de 1’équation
théorique. Cette équation relie la conductivité de I’électrolyte et sa résistance pour deux
électrodes disposées en face a face. Dans ce cas, les lignes de courant entre deux électrodes sont
principalement rectilignes et la résistance d’¢électrolyte peut étre calculée par Eq V-1:

R, = ﬁ Eq V-1
ou [ est la distance entre les électrodes, S la surface de 1’électrode et o la conductivité de

Iélectrolyte.

Afin de vérifier cette équation, la géométrie du modele utilisé est un cube de 100 um de
coté. Deux cotés du cube en face a face sont utilisé comme électrodes (100 X 100 um). La
premiere électrode est définie avec un potentiel nul a sa surface et qui correspond a 1’électrode
de travail. La deuxieme électrode, considérée comme la contre-électrode, est definie comme un
terminal ou un potentiel de 30 mV est imposé sur toute sa surface. La conductivité d’électrolyte
a été fixée a 0.5 S/m. La densité de courant simulée par le modele permet de calculer le courant

| traversant les deux électrodes et la résistance est calculée en utilisant Eq V-2:

|4 Eq V-2
R = 7

La valeur de la résistance donnée par le modéle est de 20 kQ et égale a la résistance

obtenue a I’aide de Eq V-1.

Les simulations réalisées dans des travaux precédents ont démontré que la configuration

des électrodes en face a face ou en cote a cote donnait des amplitudes de variation de résistance
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d’¢lectrolyte du méme ordre de grandeur [66]. Dans ce travail, nous avons réalisé les
simulations numériques avec des électrodes en configuration cOte a cote comme la

configuration utilisée dans les puces microfluidiques développées dans ce travail.

Plusieurs parameétres mis en jeu ont une influence sur la résistance d’électrolyte entre les
deux électrodes, en particulier la taille des électrodes, la distance entre les électrodes, la taille
et la position des particules. Les simulations permettent ainsi d’optimiser la géométrie des

canaux et des microélectrodes.

V.2.2.a Position de la gouttelette

La taille des gouttelettes est evidemment un parametre qui a une grande influence sur la
résistance d’électrolyte entre deux électrodes car les gouttelettes créent un effet d’écrantage qui
perturbe les lignes de courant entre deux électrodes. Plusieurs tailles de gouttelettes ont été
utilisées en simulation pour étudier son influence sur la résistance d’électrolyte. La position de
la gouttelette a également une influence sur les variations de la résistance d’¢électrolyte. En
conditions expérimentales, lorsque la taille des gouttelettes est 1égerement inférieure ou égale
a la taille du canal, les gouttelettes se déplacent naturellement au milieu du canal. Cependant,
lorsque sa taille est inférieure a celle du canal, sa position en hauteur (suivant I’axe z) ou en
profondeur (suivant I’axe y) peut varier d’une gouttelette a 1’autre a cause des surpressions

locales dans le canal.
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Figure V-4 : Influence de la position d une gouttelette suivant l'axe y sur la variation de la résistance
d’électrolyte

La Figure V-4 montre les résultats de simulation pour différentes positions d’une sphere
de PBS de 70 um de diameétre positionne a trois positions en y différentes dans le planx =z =
0. Comme les microélectrodes occupent toute la profondeur du microcanal, les variations de Re
pour une position de sphére de PBS a y = +15 um est la méme pour une position ay = -15 pm.
Ceci est la conséquence directe de de la symétrie du modele utilisé. Pour une position au centre
du canal (y = 0 um), on peut constater une différence de 1’ordre de 100 Q par rapport a la
position &y = + 15um. Cette différence n’est pas significative dans ce cas car la différence de

Re a cause de la présence de la gouttelette est de I’ordre de 3000 Q.
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Figure V-5 : Influence de la position d 'une gouttelette suivant I'axe z sur la variation de la résistance
d’électrolyte

En ce qui concerne la position de la gouttelette suivant 1’axe z, comme on peut voir sur la
Figure V-5, son influence sur la variation de Re est beaucoup plus significative. Dans cette
configuration, plus la sphere est loin des électrodes plus la variation de Re est importante. En
effet, sur la Figure V-5, il est possible de remarquer que la variation de la résistance

d’¢électrolyte, ARe, est d’environ 2kQ pour une position au centre du canal (z = 0 pm) alors
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qu’elle est respectivement d’environ 6 KQ et 1 kQ pour z =+ 20 pum et z = - 20 um. L’influence
de la position en z de la gouttelette peut aussi conduire a une comparaison incorrecte sur la taille
des gouttelettes. On peut constater sur la Figure V-6 que la variation de la résistance
d’¢électrolyte pour une sphére de 70 um de diameétre, positionnée au centre du canal, est plus
faible que celle pour une sphere de 60 um de diamétre positionné a 20 um du centre. 1l est donc
impossible de déterminer la taille des gouttelettes si les gouttelettes ne passent pas de la méme
maniére dans le canal. 1l est donc primordial de s’assurer que les microparticules, les

gouttelettes ou encore les bulles a caractériser sont dans les méme positions suivant I’axe z.

15000
—— B0 pmz =+20
[ —— B0pmz= 10
18000 | —— B0 pmz =-20
—— 70 pym
17000 |
18000 |-
g
e 15000 |-
14000 -
13000 |
12000 -
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1

-500 400 300 -200 -100 a 100 200 300 400 200
Position en x (pm)

Figure V-6 : Variation de la résistance d'électrolyte pour une sphére de 60 um de diametre en fonction de la
position en z en comparaison avec une sphére de 70 um, positionnée au centre du canal

Un autre type d’écoulement que nous avons étudié en pratique est 1’écoulement a bouchon
(Figure V-7.B, C). Contrairement a 1’écoulement & gouttelette ou la taille des gouttelettes est
égale ou inférieure a la taille du canal (Figure V-7.A), la taille des bouchons est plus grande
(Figure V-7.B, C). Dans ce cas, I’influence de la position du bouchon en y et z n’est pas
significative car pour ce type de régime, les bouchons occupent tout I’espace en hauteur (suivant

I’axe z) et en profondeur (suivant 1’axe y) dans le canal. La seule grandeur caractéristique
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¢tudiée sera alors la longueur (suivant 1’axe X) du bouchon. Il est alors possible de distinguer

deux sous-catégories de bouchon.

Phase continue
(EMIMTESI)
B Microdlectrodes an or
Phase continue
(EMIMATFSI)
'C Microdélectrodes en or

Phase continue
(EMIMTESI)

Microdlectrodes en or

Figure V-7 : Les différents régimes d’écoulement : A. Gouttelettes de taille égale ou inférieure a la taille du
canal. B. Bouchons de taille inférieure a la zone de détection des électrodes. C. Bouchons de longueur trés
supérieure a la largeur de détection.

La premiére catégorie concerne les bouchons dont la longueur est inférieure ou de 1’ordre
de grandeur de la zone de détection (Figure V-7.B). Cette zone de détection est définie comme
la distance entre les deux extrémités des électrodes. La seconde catégorie concerne les bouchons
dont la longueur est plus grande que la zone de détection (Figure V-7.C).
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Figure V-8 : Variations de la résistance d’électrolyte en fonction de la taille des microparticules de 70 um de
diametre a des bouchons de 1000 pm de largeur.

Les réponses obtenues a 1’aide des simulations en fonction de la taille et de la forme des
gouttelettes ou des bouchons sont montrées a la Figure V-8. Les simulations ont été réalisées
pour des électrodes de 50 um de largueur et 50 um de distance inter-électrode dans un canal de
section 100 um x 100 um. L’amplitude du pic augmente au fur et & mesure que le diamétre de
la gouttelette augmente de 70 um a 100 um. Au-dela de 100 um de diamétre nous passons a un
régime d’écoulement a bouchon. Pour les bouchons dont la longueur est comprise dans un

I’intervalle ]100um, 150 um], la résistance augmente de maniére linéaire. Deés lors que la

95



Simulation numérique

longueur des bouchons dépasse la largeur de détection 1’augmentation de la résistance devient

moins accentuée jusqu’a atteindre une valeur maximale détectée.
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Figure V-9 : Variation maximale de la résistance d’électrolyte, AR, 14y, €N fonction de la taille des
gouttelettes et de la longueur des bouchons

La Figure V-9 présente les variations maximales de la résistance d’électrolyte, c’est-a-
dire, la hauteur du pic de variation quand le bouchon est au centre des électrodes, en fonction
de la longueur des bouchons. Sur cette figure, nous pouvons observer clairement 3 zones
différentes. La premiere zone correspond aux bouchons dont la longueur est comprise dans
I’intervalle ]100, 150 um] (zone A). Dans cette zone, la variation de la résistance d’électrolyte
est proportionnelle a la taille des bouchons car la taille des bouchons est inférieure a la zone de
détection des électrodes. La zone B correspond aux bouchons dont la taille est comprise dans
I’intervalle 1150 ,250 um], la variation de la résistance d’¢électrolyte croit de fagon exponentielle
avec la taille des bouchons. Cette zone représente un régime intermédiaire ou la taille des
bouchons dépasse la zone de détection mais la résistance n’atteint pas sa valeur maximale car
les bouchons ne recouvrent pas encore totalement toute la surface des électrodes. Puis, pour une
longueur de bouchon supérieure a 250 pm (zone C), la variation de la résistance d’¢lectrolyte
atteint sa valeur maximale. Ceci peut étre expliqué par le fait que la géométrie utilisee pour

simuler les bouchons est composée de deux sphéres et un cylindre au milieu. Au-dessus de 250
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um le cylindre occupe toute la zone de détection des électrodes et la valeur maximale est alors
atteinte.

Un autre parametre peut étre utilisé pour caractériser les bouchons qui s’agit de la largeur
a mi-hauteur du pic de variation de la résistance d’¢lectrolyte. Cette largeur est proportionnelle
a la taille des bouchons comme le montre la Figure V-10. En fonction de la longueur des
bouchons, on peut trouver deux relations linéaires entre la largeur du pic a mi-hauteur et la taille

des bouchons.

Pour les bouchons dont la longueur est comprise entre 100 et 150 um, on peut ecrire :

L _ Lini-nauteur — 11,89
bouchon — 7.10-3

Et pour les longueurs de bouchon supérieures a 150 pm :

Lpouchon = Lmi-nauteur + 31,4
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Figure V-10 : Largeur a mi-hauteur du pic de variation de résistance en fonction de la largeur des bouchons
A partir de ces représentations, il est donc possible d’accéder aux valeurs de la variation

de la résistance d’électrolyte ou de la largeur du pic de tous les types de bouchons méme pour

des bouchons dépassant la zone de détection des électrodes.
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V.2.2.b Ladistance inter-électrode (DIE)

La distance inter-électrode est également un parametre qui a une influence importante sur
la variation de la résistance d’électrolyte. La Figure V-11 présente les variations de la résistance
d’¢électrolyte pour une sphére de 80 um de diameétre, déplacée au milieu du canal selon I’axe X,
pour deux distances inter-électrode (25 pum et 50 um), la largeur des électrodes est la méme
pour ces deux configurations (50 um). Ces deux distances inter-électrodes ont été spécialement

étudiées afin de comparer aux résultats expérimentaux exploités dans le chapitre 5.
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Figure V-11 : Variation de la résistance d’électrolyte en fonction de la position d'une sphére de 80 um de
diamétre dans un canal microfluidique pour différentes distance inter-électrodes (25 pm et 50 pm)
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Dans I’Eq V-1, il est possible de noter que la résistance d’¢électrolyte est proportionnelle
a la distance inter électrode. La valeur de la résistance d’électrolyte est donc plus importante
pour une DIE de 50 um que pour une DIE de 25 um. En revanche, en normalisant les variations
de la résistance en les divisant par la résistance de 1’électrolyte, il est possible de constater que
I’amplitude des variations de change pas quel que soit la distance inter-électrode. La distance
inter-électrode n’a donc pas d’impact sur I’amplitude des variations de la résistance

d’¢électrolyte.

Afin de mettre en évidence cette différence, une simulation de spectres d’impédances
pour ces deux distances inter-électrode (25 et 50 um) a été réalisée. La simulation est réalisée
en utilisant le méme modele que précédemment a la différence prés est qu’une impédance
distribuée a été ajoutée a la surface de I'une des électrodes pour effectuer une analyse
fréquentielle. Les parameétres utilisés sont obtenus a partir de la modélisation des spectres

d’impédance par circuit électrique détaillé dans le chapitre 3 (Figure 1V-6).
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Figure V-12 : Diagramme de Nyquist pour les deux distances inter-électrode (DIE) (25 um et 50um) et zoom
sur la partie hautes fréquences

L’étude fréquentielle a été réalisée entre 1 kHz et 10 MHz, des points plus bas en
fréquence étant non pertinents dans notre étude étant donnée que la résistance d’électrolyte est

observée a hautes voire tres hautes fréquences pour les microélectrodes. On voit sur la Figure
V-12 que la résistance est approximativement obtenue & 10 MHz. Elle est de 19 kQ pour une

distance inter-électrode (DIE) de 25 um et de 25 kQ pour une DIE de 50 pm.
Pour aller plus loin, des simulations pour des DIE croissantes ont été réalisées. Les valeurs

des DIE ont éte choisies comme étant des multiples de la largeur de bouchons. De plus, les DIE
ont été normalisées en les divisant par la largeur des bouchons. On peut observer sur la Figure

V-13 que les valeurs de la résistance d’électrolyte augmentent linéairement a mesure que la DIE

augmente.
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Figure V-13: Variation de la résistance d’électrolyte en fonction du rapport entre taille d'électrodes et taille
des bouchons (90, 130, 200 et 300 pum)

Pour une longueur de bouchon donnée, on voit bien que plus la distance inter-électrode
augmente, plus la variation de la résistance d’électrolyte augmente et cette relation est

parfaitement linéaire quel que soit la longueur des bouchons.

V.2.2.c Taille des électrodes

Nous avons mis en évidence précédemment les répercussions de la variation de la distance
inter-électrode sur les mesures de résistance d’électrolyte mais il est important de noter que la
taille des électrodes est bien évidemment un paramétre déterminant. La Figure V-14 présente
les variations de la résistance d’électrolyte en fonction de la largeur des électrodes pour trois
tailles de bouchons (90, 130 et 300 um), la distance inter-électrode étant fixée a 25 um pour
ces trois courbes. Dans les trois cas, la résistance d’électrolyte diminue de manicre
exponentielle quand la largeur des électrodes augmente puis elle reste constante quand la
largeur des électrodes dépasse un certain seuil. Donc pour une taille d’¢électrodes dépassant la

taille de I’objet & caractériser les variations de résistance devienne peu ou pas observable. On
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voit également que la résistance d’électrolyte diminue de maniére de plus en plus prononcée a

mesure que la taille des bouchons augmente.
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Figure V-14 : Variation de la résistance d’électrolyte en fonction de la taille d’électrode pour trois tailles de
bouchon (90, 130 et 300 pum)
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Figure V-15 : Variation de la résistance d’électrolyte en fonction du rapport DIE/L. pour plusieurs tailles
d’électrodes (25, 50, 75 et 100 um)

Nous avons également voulu mettre en évidence I’influence du rapport de la distance
inter-électrode (DIE) sur la largeur des électrodes utilisées (Le). La Figure V-15 montre les
valeurs maximales de résistances obtenues dans un canal de 100 um en mesurant la résistance
du milieu (phase continue « EMIMTFSI ») pour différents rapport DIE/ Le. Pour les rapports
DIE/ Le inférieurs & 1 (points bleu, rouge et noir sur la Figure V-15), I’écart entre les valeurs de
résistance d’¢lectrolyte en fonction de la largeur des ¢€lectrodes est égal au maximum a 15 %.
Cet écart est égal a 30 % pour un rapport DIE/ Le de 1 et de 44% pour un rapport de 2. On peut
donc conclure que la taille des électrodes a un impact moins important sur la résistance

d’¢électrolyte quand les distances inter-électrode sont plus petites que la largeur des électrodes.

V.2.2.d Influence de la conductivité de la phase dispersée

La conductivité de la phase dispersée joue également un réle primordial dans la mesure
des variations de la résistance d’électrolyte. En effet, comme présenté précédemment le PBS a
une conductivité supérieure a celle de la phase continue (EMIMTESI), I’impédance entre les
deux électrodes va donc diminuer lorsqu’il y a une gouttelette ou un bouchon de PBS traversant
devant ces €lectrodes. On obtient donc un pic de variation de résistance d’¢électrolyte vers le

bas. En revanche, pour une gouttelette ou un bouchon d’azote dont la conductivité est trés faible
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devant celle de la phase continue, ’impédance entre les électrodes va augmenter, on obtient
donc un pic vers le haut. La Figure V-16 présente les variations de la résistance d’électrolyte
lors de passage de bouchons de différente longueur devant les électrodes. Les parameétres
d’influence tels que la taille des bulles, la taille des électrodes et la distance inter-électrode
influencent la résistance d’¢lectrolyte de la méme manicre que dans le cas des bouchons de PBS

dans le liquide ionique.
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Figure V-16 : Variation de la résistance d’électrolyte en fonction de la taille des gouttelettes et des bouchons
d’azote dans le liquide ionique EMIMTFSI

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons détaillé les modeles utilisés pour simuler les mesures de la
résistance d’électrolyte lors du passage d’une gouttelette ou d’un bouchon de phase dispersée
dans une phase continue. Pour realiser les simulations numériques le logiciel Comsol
Multiphysics® a été utilisé qui repose sur la méthode des éléments finis pour la résolution des

équations aux dérivées partielles.

A travers les équations de Maxwell et le modéle utilisé précédemment pour vérifier

I’équation théorique, il a été possible de procéder a diverses simulations permettant ainsi de
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mettre en évidence I’influence de différents parameétres sur la résistance d’électrolyte entre deux
électrodes dans le canal. La phase continue utilisée est le liquide ionique (EMIMTFSI) dont les
parametres sont renseignés dans le modele, la phase dispersée est soit le PBS soit 1’azote.
D’autre part, I’influence de la position du bouchon par rapport aux électrodes, la taille des
électrodes ainsi que la distance inter-électrode ont été mise en évidence permettant ainsi de
prévoir la configuration la mieux adaptée en fonction de 1’application visée de ces systémes

microfluidiques.

Ces résultats de simulation seront comparés et discutés aux résultats expérimentaux dans

le chapitre suivant.
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Caractérisation de gouttelettes et de billes générées dans un canal microfluidique

V1. Caractérisation de gouttelettes et de
bulles genérées dans un canal

microfluidique

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats expérimentaux obtenus lors de la
caractérisation de gouttelettes et de bulles dans le canal microfluidique par la mesure de la
variation de I’impédance entre deux ¢électrodes. Les caractérisations optiques, le traitement des

résultats et les comparaisons avec les simulations seront détaillés.

V1.1 Détermination de la taille des microparticules par

traitement des vidéos et d’images

Une estimation de la taille des bouchons de PBS et des bulles d’azote dans ’EMIMTFSI
est réalisée a 1’aide du logiciel « Imaged ». Pour ce faire, plusieurs captures d’écran de la
séquence de génération des bouchons sont réalisées a partir des vidéos enregistrées. Les images
sont ensuite importées dans le logiciel « ImageJ ». Pour pouvoir déterminer la taille reelle de
gouttelette, il est nécessaire d’utiliser un étalon. Dans notre cas, I’étalon utilisé est la largeur
d’une microélectrode. Le logiciel « ImageJ » permet de mesurer la taille des images en pixel
puis a I’aide de 1’étalon, de convertir la taille réelle des gouttelettes. La Figure VI-1 montre un
exemple typique ou la largeur de I’¢électrode utilisée est de 50 um, la distance en pixel est de 22

pixels, ¢’est-a-dire un pixel correspond a 2,27 pum.
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Figure VI-1 : Etalonnage sur « Imaged » & I 'aide d’une largeur connue de 1’électrode pour déterminer la
taille des gouttelettes
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Pour déterminer la taille des bouchons plus précisément, une moyenne de dix mesures de
la longueur de 10 bouchons différents est réalisée, ce qui donne une taille caractéristique pour
un écoulement donné. La Figure VI-2 présente un exemple de mesure de la longueur de
bouchons de PBS dans le liquide ionique pour une pression de 112 mbar pour la phase dispersée
et de 200 mbar pour la phase continue. Pour ce régime d’écoulement, la taille moyenne des

bouchons est de 154,57 um de longueur.
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Figure VI-2 : Mesure de la longueur des 10 bouchons obtenus pour une pression de 200 mbar pour I’ EMIM
et 112 mbar pour le PBS et la moyenne calculée.

V1.2 Mesures de bruit électrochimique

Comme précisé dans le chapitre 3, la phase continue utilisée est le liquide ionique
(EMIMTESI) et pour la phase dispersée le PBS ou 1’azote sont utilisés pour générer

respectivement des bouchons et des bulles.
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La détermination des valeurs de variation de la résistance d’¢électrolyte a partir de celles
de I'impédance mesurées a 100 kHz selon Eq 1V-13 nécessite les valeurs du module et
I’argument de I’impédance a 100 kHz. Pour étudier I’influence du débit d’écoulement sur ces
deux parametres, plusieurs pressions allant de 50 a 400 mbar ont été appliquées a la phase
continue en écoulement dans le canal microfluidique. En effet, Niu et al. ont montré que le
principal facteur qui contribue a la variation de I'impédance en fonction de la vitesse
d’écoulement du fluide est la déformation des microcanaux [110]. Dans notre cas, le canal est
en PDMS qui est un matériau relativement déformable avec un module de Young de 1’ordre de

1,25 MPa pour une épaisseur de 6 mm.

L’impédance entre deux €lectrodes a ét¢ mesurée pour chaque pression utilisée pour une
gamme de fréquences entre 10 Hz et 100 kHz. Le module et I’argument de 1’impédance a 100
kHz ont été prélevés pour chaque pression et sont présentés a la Figure VI-3. On peut remarquer
que le module de I’'impédance a 100 kHz diminue tandis que 1I’argument de I’impédance a cette
fréquence augmente pour des pressions de plus en plus élevées. A 50 mbar, le module et
I’argument de I’impédance sont égaux respectivement a 16365,24 Q et -39,07°. A 400 mbar,
ces valeurs sont 15113,84 Q et -36,6°, ce qui représente une erreur relative de 7,8 % pour le
module et 6,5 % pour 1’argument. Toutefois pour ce qui est des répercussions sur les valeurs de
résistance d’électrolyte mesurée, il est possible de constater une variation de 55 Q pour une
valeur de Re de I’ordre de 6 kQ. L’erreur relative est de I'ordre de 1% pour une différence de
pression de 350 mbar. Ainsi, il est possible de négliger 1’influence sur les variations de
I’'impédance de la pression appliquée. Ce qui nous permet également de confirmer que les
variations de la résistance d’électrolyte sont une conséquence directe du parametre géométrique
a savoir la taille des gouttelettes ou des bouchons a caractériser et non la pression des deux

phases lors de leurs écoulements dans le microcanal.
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Figure VI-3 : Variation du module et de |’argument de I'impédance a 100 kHz en fonction de la pression de
la phase continue

La génération des bouchons ou des bulles a lieu en introduisant deux fluides immiscibles
dans le canal microfluidique. Ces fluides possedent des propriétés différentes telles que la
conductivité électrique. La différence de conductivité entre la phase continue et la phase
dispersée conduit a des variations de la résistance d’¢lectrolyte entre deux électrodes dans le
canal. Le Tableau VI-1 regroupe les conductivités des phases utilisées lors de nos travaux. Les
valeurs des conductivités du liquide ionique et de I’azote sont issues de la littérature et la

conductivité du PBS a été mesurée a ’aide d’un conductimétre.

Tableau VI-1 : Tableau récapitulatif des conductivités électriques des phases utilisées

EMIMTEFESI PBS Azote
0,57 S/m 15,1 S/m 105- 10 S/m

Afin de déterminer la variation effective de la résistance d’¢lectrolyte lors de passage des
bouchons devant les électrodes, la variation de la résistance d’¢lectrolyte (Re) a €té corrigee en
soustrayant la valeur de Re mesurée en présence de la phase continue seule. De ce fait, la ligne

de base de toutes les courbes présentées dans ce chapitre commence a zéro.

La Figure VI-4 présente les variations de la résistance d’électrolyte quand les bulles
d’azote passent devant une paire d’électrode dans un canal microfluidique contenant du liquide
ionique EMIMTFSI comme phase continue. On voit bien sur cette figure que la résistance

d’¢électrolyte augmente du fait que I’azote est non conducteur.
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Figure VI-4 : Variations de la résistance d’électrolyte lors du passage de bulles d’azote de 900 um de
longueur dans I’EMIMTFSI dans un canal de 100 um. Electrodes de 50 um de largeur et une DIE de 50um

Dans le cas ou la phase dispersée est le PBS, qui est environ 30 fois plus conducteur que
la phase continue, la résistance d’¢lectrolyte diminue lorsqu’il y a passage d’une gouttelette ou
d’un bouchon de PBS devant les électrodes de mesure. On obtient donc les pics de variation de

résistance vers le bas (Figure VI-5).
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Figure VI-5 : Variations de la résistance d’électrolyte lors de passage d’une gouttelette d’'un diamétre de 85
um de PBS dans I"EMIMTFSI dans un canal de 100 um. Electrodes de 50 um de largeur et une DIE de 50pum
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La taille des particules (gouttelette ou bouchon) générées peut dépendre de la pression de
la phase continue, celle de la phase dispersée ou du rapport de débit de ces deux phases. Par
conséquent, la variation de la résistance d’¢lectrolyte dépend également fortement de ces

pressions comme nous 1’avons montré au chapitre 4 a 1’aide des simulations numériques.

Dans le cas de gouttelettes ou bouchons de PBS générés dans I’EMIMTESI, la pression
de la phase continue est maintenue constante a une pression de de 200 mbar en faisant varier
leégérement la pression de la phase dispersée (PBS) de 124 a 112 mbar (Figure VI-6). Dans le
premier cas (200 mbar pour la phase continue, 124 mbar pour la phase dispersée) on obtient des
gouttelettes de 90 um (B) de diameétre alors que dans le second cas (200 mbar pour la phase
continue, 112 mbar pour la phase dispersée) on obtient des bouchons de 150 um (A) de
longueur. En effet, en diminuant la pression de la phase dispersée, cette derniére sera cisaillée

plus facilement par la phase continue et donner lieu & des gouttelettes de plus petite taille.

La variation de la résistance d’¢électrolyte est d’environ 10 kQ pour des gouttelettes de
90 um et de 16,5 kQ pour des bouchons de 150 um de longueur. Donc I’amplitude de la
variation de la résistance sera plus importante a mesure que la taille des gouttelettes ou des
bouchons augmente ce qui perturbe les lignes de champ génerées entre les deux électrodes de

caractérisation de maniére plus importante.
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Figure VI-6 : Variation de la résistance d’électrolyte pour un bouchon de PBS de 150 um de longueur (A) et
pour une gouttelette de 90 um de diamétre (B) dans un canal de 100 um avec des électrodes de 50 um de
largeur et une DIE de 50pum

Pour des bouchons d’azote dont la longueur est beaucoup plus grande que la zone de
détection, comme nous avons vu dans le chapitre précédent, les résultats de simulation ont
montré qu’au-dela d’une certaine taille, la résistance d’électrolyte ne variait plus. La Figure
VI-7 présente la variation de la résistance d’¢lectrolyte pour deux bouchons dont la longueur
est d’environ 6 fois plus grande que la zone de détection. Dans cette puce, les électrodes
utilisées ont une largeur de 50 um et leur inter-distance est également de 50 um, ce qui fait une
largeur de la zone de detection de 150 um. Comme on peut remarquer sur la Figure VI-7, pour
des bouchons de 730 et 900 um de longueur, I’amplitude de la variation de la résistance
d’¢électrolyte varie peu (environ 5% dans ce cas). Par contre, la largeur du pic dépend clairement
de la longueur du bouchon, une corrélation entre la longueur du bouchon et la largeur du pic est

possible.
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Figure VI-7 : Variations de la résistance d’électrolyte en fonction de la largeur du bouchon d’azote dans
I"EMIMTFSI dans un canal de 100 um. avec des électrodes de 50 um de largeur et une DIE de 50um

Le régime de génération de gouttelettes ou de bouchons est régi par la pression des deux
phases, mais également dépendant du rapport entre ces deux pressions. La Figure VI-8 montre
les variations de la résistance d’électrolyte pour deux régimes de générations de bouchons de
PBS dans le liquide ionique EMIMTFSI. Le rapport des pressions de deux phases reste constant
a 1,4. Dans le premier cas (A) ou les deux pressions utilisées pour la phase continue et la phase
dispersée sont respectivement de 100 mbar et 74 mbar, les bouchons ont une longueur de 350
pUm avec une fréquence de génération de 1 Hz. Dans le deuxieme cas (B), tout en gardant le
rapport des deux pressions a 1,4 mais cette fois les deux pressions utilisées pour la phase
continue et la phase dispersée sont respectivement de 150 mbar et 110 mbar, les bouchons sont
plus courts (240 um) mais sont générés plus rapidement (fréquence 4,4 Hz par rapport a 1,2 Hz

dans le premier cas).
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Figure VI-8 : Variation de la résistance d’électrolyte pour deux régimes de génération de bouchons de PBS
dans ’EMIMTFSI en fonction de la pression des deux phases dans un canal de 100 um avec des €électrodes de
50 um de largeur et une DIE de 50um

Dans le but d’étudier I’influence sur la variation de la résistance d’¢lectrolyte de la largeur
des électrodes et de leur distance inter-électrode, une série d’expérience a été réalisée. On peut
remarquer sur la Figure VI-9 qu’en augmentant la distance inter-électrode, la résistance
d’¢électrolyte augmente. 11 est également possible de I’observer sur le Tableau VI-2, en passant
d’une distance de 25 pm a 50 pm, la résistance d’électrolyte passe de 18,1 kQ a 22,5 kQ, soit
une augmentation de 5 kQ. La méme augmentation de 5 kQ est constatée lors des simulations

numériques.
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Figure VI-9 : Variation de la résistance d’électrolyte pour deux distances inter-électrodes pour un bouchon
de 300 um de largeur de PBS dans I"EMIMTFSI dans un canal de 100 um

En revanche, comme représenté sur la Figure VI-10, la variation relative de la résistance

d’¢électrolyte (4Re/Re) ne change pas quel que soit la distance inter-électrode.
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Figure VI-10 : Variation de la résistance d’électrolyte normalisée pour deux distances inter-électrodes pour
un bouchon de 300 um de largeur de PBS dans [’"EMIMTFSI dans un canal de 100 um
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En ce qui concerne la taille des électrodes, pour une distance inter-électrode constante,
I’augmentation de la taille des électrodes implique une diminution de la résistance d’électrolyte.
A partir du Tableau VI-2, il est possible de constater que la diminution est de I’ordre de 1,7 kQ

quand la taille des électrodes est doublée (expériences et simulations).

Tableau VI-2 : Valeurs de résistances obtenues expérimentalement et a ['aide des simulations numériques
pour différentes configurations d électrodes

Electrodes 25/25/25 50/25/50 50/50/50 100/50/100
. Expérience 19,8 kQ 18,1 kQ 22,5 kQ N.D
Résistance
d’électrolyte ) .
Simulation 20 kQ 18,6 kQ 23,3 kQ 21,6 kQ

V1.3 Comparaison entre simulation et expériences

Les résultats expérimentaux sur les variations de la résistance d‘électrolyte dues aux
passages de gouttelettes et de bouchons sont comparés aux résultats théoriques obtenus par les
simulations numériques présentés dans le chapitre 4. La Figure VI-11 présente la comparaison
entre ces résultats pour trois tailles de gouttelettes ou de bouchons de PBS dans ’EMIMTEFSI.
Pour ces trois tailles différentes (gouttelette de 90 um de diametre et des bouchons de 150 um
et 350 um de longueur) on peut remarquer un décalage entre les simulations numériques et les

résultats expérimentaux.

Cette différence provient sans doute de I’estimation de la taille des gouttelettes en utilisant
ImagelJ ou les captures d’écran sont réalisées a partir de videos et le contraste peut fausser les
contours de la gouttelette ou du bouchon et I’estimation de la taille est réalisée en moyennant
10 images avec un écart type de 3,2 um. De plus, la forme des gouttelettes ou des bouchons
simulés sur Comsol est considéréee comme parfaite et non deformable tandis que lors des
expériences, il nous est possible de constater une déformation des bouchons a I’intérieur du
canal microfluidique en fonction des pressions appliquées et des irrégularités internes de la

paroi du canal.

Enfin, il possible d’observer que dans le cas de la gouttelette, les deux courbes (théorique
et expérimentale) se superposent mieux que dans le cas des bouchons. Les gouttelettes ont été
assimilées a des spheres lors de nos simulations et semble donc bien décrire le comportement

119



Caractérisation de gouttelettes et de billes générées dans un canal microfluidique

des gouttelettes obtenues expérimentalement. Les bouchons en revanche ont été simulés comme
I’union de deux sphéres et d’un parallélépipéde. Cette approximation peut sous-estimer ou
surestimer le volume réel des bouchons étudiés et ainsi crée ce décalage par rapport aux

bouchons dans le cas des expériences.
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Figure VI-11 : Comparaison entre les valeurs théoriques et expérimentales de variation de la résistance
d'électrolyte pour trois tailles de gouttelettes et bouchons de PBS dans I'EMIMTFSI dans un canal de 100 um
des électrodes de 50 um et une DIE de 50 pm, le trait représentant les résultats expérimentaux et les points les

résultats simulés

Toutefois, dans le cas de I’azote I’ordre de grandeur des résistances est bien différent de
celui obtenu par les expériences, probablement a cause de la difficulté a déterminer avec
précision les parametres décrivant 1’azote en matiére de conductivité électrique et permittivité

relative.

V1.4 Gouttelettes a la demande

Dans ce travail, nous nous sommes également intéressés a la génération automatique de

gouttelettes de taille différente a la demande afin de pouvoir tester le systeme de tri de
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gouttelettes en fonction de leur taille. Pour ce faire, nous avons utilisé le logiciel Automation
qui est fourni par la société Fluigent. Ce logiciel permet de gérer automatiquement les pressions
voulues pour les deux phases (dispersée et continue). La Figure VI-12 présente un exemple de

script permettant de générer deux tailles de bulles d’azote de 800 um et de 1000 pm.

[} MFCS 1 Channel #4 > ‘
Set pressure

2 MFCS 1 Channel #1
Set pressure

0

2 MFCS 1 Channal 21

2 MFCS 1 Channal 21
Set pressure .

Set pressure

Figure VI-12 : Exemple de script pour la génération a la demande de gouttelettes de tailles différentes a
['aide du logiciel Automation de Fluigent

Les deux phases sont introduites dans le canal en imposant une pression de 150 mbar pour
les phases continue et dispersée (blocs A et B). La pression de la phase continue est ensuite
changée de facon automatique et alternée entre 200 mbar et 180 mbar (blocs C et D)
respectivement pendant 25 secondes. En imposant une pression de 200 mbar pour la phase
continue, cette derniere va cisailler de maniére plus importante la phase dispersée, il en résulte
des bouchons de 800 um de longueur tandis que pour une pression de phase continue plus faible

les bouchons sont plus longs.

Les résultats de mesure de variations de la résistance d’électrolyte sont représentés sur la
Figure VI-13. La longueur des bouchons étant beaucoup plus grande que la taille de la zone de

détection, les amplitudes des pics restent inchangées comme nous avons vu précédemment. Par
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contre, la largeur des pics de variation augmente de fagcon proportionnelle a la longueur des
bouchons comme nous avons montré dans le chapitre 4.
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Figure VI-13 : Variations de la résistance d’électrolyte pour deux bouchons d’azote générés dans
I'EMIMTFSI dans un canal de 100 um avec des électrodes de 50 um de largeur et une DIE de 50um

V1.5 Technique de séparation

Dans la suite de ce travail nous avons voulu mettre en place un dispositif de tri capable
de séparer les gouttelettes ou les bulles de taille différente. Pour cela nous avons développé

dans le cadre de ce travail un dispositif de séparation par diélectrophorése (DEP).

Cette technique consiste a créer un champ électrique non uniforme capable d’orienter des
particules diélectriques dans le sens souhaité en exploitant la différence de polarisabilité entre

les particules et le milieu environnant et en imposant une force dielectrophorétique [111]:

Fpep = 21,3 Re(fep ) VE? Eq VI-1
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ou &, représente la permittivité relative du milieu, r le rayon de la particule, E le champ
électrique et Re(f¢y) la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti défini par :
for = Ep — E&m Eq VI-2
M= T o

&+ 2e
ou &, et g5 sont respectivement les permittivité complexe de la particule et du milieu.
Cependant, pour des fréquences inférieures a 100 kHz, le facteur f); s’exprime en fonction des
conductivités respectives du milieu et de la particule.
Op ~— Om EqVI-3
op + 20p,

fem =

Lorsque les particules sont exposees au champ électrique génére, deux forces différentes
en résultent. Les microparticules ou gouttelettes peuvent soit se déplacer dans le sens positif,
donc vers le gradient de champ éleve ou vers la DEP négative, donc vers le gradient de champs

électrique faible.

N Voie 1

Al
A .
0 g
BI
‘ |
i Voie 2
2 f Voie 1
[1] CO—

i) Comm—
B \

Voie 2

Figure VI-14 : Schéma explicatif du dispositif de séparation par diélectrophorese
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Dans notre cas le dispositif est constitué de 3 électrodes comme représenté sur la Figure
VI-14. L’électrode du milieu (C) est connectée a la masse, et les deux autres €lectrodes (A et
B) représentent chacune une €lectrode connectée au générateur de tension afin d’orienter les

bouchons ou les gouttelettes suivant la voie 1 la voie 2.

Le systéeme est commandé par le dispositif représenté dans la Figure VI-15. |1l est
constitué d’une carte Arduino et d’un script écrit en langage Arduino permettant de fixer un
seuil. Avant de déclencher la séparation, les pressions des deux phases sont ajustées pour
atteindre un régime d’écoulement souhaité, le dispositif de commande n’est pas allumé et les
gouttelettes circulent directement suivant la sortie centrale comme le montre la Figure VI-14.1.
Une fois que le régime souhaité atteint, dans le cas ou la variation de Re est inférieure au seuil,
la tension de commande est appliquée entre les électrodes (A) et (C) (Figure VI-14.2). Au
contraire, si le seuil est dépassé, un interrupteur permettra de basculer automatiquement la
tension appliquée entre les électrodes (B) et (C) (Figure VI1-14.3). Dans ce dispositif, un systeme

de comptage intégré permet de compter le nombre de gouttelettes dépassant une certaine taille.

Connexion au dispositif
de mesure de bruit
électrochimique

Connexion au

générateur de tension Voie 2
Alimentation

0.30

028 L Voie 2

026 -
Seuilfp---------=------------—-~--p-}F-------
S 024 |
4
K |

022 - {

020 | [

018 |

— 100 um
0.16 L . L L
0 1 3 4 5

t(s)

Figure VI-15 : Dispositif de commande pour la séparation par diélectrophorése en fonction d’un seuil de
0,24 V pour deux largeurs de bouchons d’azote dans I'EMIMTFSI (100 et 200 um)
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Ce dispositif de séparation a été testé sur les puces lors de la génération de gouttelettes de
PBS dans du EMIMTFSI. Deux méthodes ont été utilisées séparément, en appliquant un courant
continu ou un courant alternatif avec des fréquences allant de 1 Hz a 100 kHz. Les résultats
n’ont pour I’instant pas été concluants. Plusieurs problématiques se sont révélées lors de ces
tests. La premiére est la coalescence des gouttelettes de PBS. Comme montré a la Figure V-16,
les gouttelettes passent devant les électrodes de mesure une a une mais forment un seul bouchon

devant les electrodes de séparation.

Figure VI-16 : Phénoméne de coalescence de gouttelettes de PBS devant les électrodes de séparation

La deuxiéme problématique concerne I’amplitude de la tension de commande, que ce soit
en courant continu ou en courant alternatif. On observe qu’au-dela de 3 V un dégagement
gazeux au niveau des électrodes (Figure VI1-17) apparait. Ceci perturbe 1’écoulement diphasique

au sein du microcanal et qui conduit a une détérioration des électrodes (Figure VI-18).
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Figure VI-17 : Dégagement gazeux au niveau des électrodes de séparation par diélectrophorese

Figure VI-18 : Détérioration des électrodes de séparation

Conclusion

Dans ce chapitre nous avons presente les résultats expérimentaux obtenus en utilisant la
mesure des variations de la résistance d’électrolyte pour la caractérisation de gouttelettes ou de
bouchons générés dans une puce microfluidique. La méthode utilisée pour la caractérisation
optique des bouchons a été presentée. Les résultats obtenus pour des gouttelettes/bouchons de
PBS dans PEMIMTFSI ainsi que les bulles d’azote dans ’EMIMTFSI ont été présentés en
mettant en évidence les parametres qui influent sur la taille des gouttelettes générées et les
résultats obtenus. L’influence de la configuration des électrodes, en termes de taille et de
distance inter-électrode, a été étudiée et sont en adéquation avec les résultats théoriques obtenus

sur Comsol.
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Une comparaison entre les résultats expérimentaux et simulés a été réalisée et a permis
de mettre en évidence une différence au niveau de I’amplitude des variations due a la
déformation des gouttelettes ou des bouchons dans le canal microfluidique et I’estimation de

leurs tailles sur ImageJ.

Pour finir, nous avons également présenteé le dispositif pour la séparation de micro-objets
dans un canal microfluidique en utilisant la diélectrophorése. Ce dispositif est encore a
optimiser, comme par exemple la géométrie des électrodes et des microcanaux, les
conductivités de chacune des deux phases ainsi que leurs permittivités respectives. Ces
éléments sont déterminants pour le bon fonctionnement et doivent étre optimisés pour offrir la

possibilité de separer les gouttelettes ou les bouchons de maniére efficace et automatique.
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VII. Conclusions et perspectives

En conclusion générale, nous avons démontré dans ce travail la possibilité d'utiliser des
techniques électrochimiques comme alternative aux celles basées sur des méthodes optiques
pour détecter et caractériser des gouttelettes ou des bouchons en écoulement dans un canal
microfluidique. La mesure de la variation de la résistance d’¢électrolyte entre deux électrodes
intégrées dans le canal par la technique du bruit électrochimique a permis de caractériser des
gouttelettes ou de bouchons au niveau de leur taille, fréquence de génération ou encore leur
vitesse d’écoulement dans le canal. Le recours a la microfluidique par la miniaturisation a
permis certains avantages. Par exemple, 1’utilisation de tel systéme nécessite de petits volumes
de réactifs et permet également d’avoir des systémes ayant un transfert de chaleur et de maticre
rapide. En revanche, ces systémes peuvent présenter certains inconvenients comme par exemple
une nécessité d’utilisation des techniques de microfabrication et d’accessoires (pompes,

tuyauterie...) pour le bon fonctionnement du systeme.

La mise en contact de deux fluides immiscibles dans le cadre d’écoulements diphasiques
permet de générer des gouttelettes de taille et de fréquence différente. Plusieurs paramétres
peuvent influencer ce type d’écoulements comme la géométrie des canaux, la viscosité des
fluides utilisés ou encore la pression des deux phases Un état de I’art sur des techniques optique
et non optique de détection et de caractérisation des particules circulant dans un fluide a permis
de mettre en évidence I’intérét de I’utilisation des systemes combinant la microfluidique et les

méthodes électrochimiques.

Le microsysteme microfluidique a été fabriqué en utilisant des techniques de base de
microfabrication. Trois étapes de fabrication principales ont été nécessaires. La premiére étape
concerne la fabrication des canaux en PDMS a I’aide de la technique de lithographie molle a
partir d’un moule fabriqué soit par la photolithographie classique soit par une impression directe
par une imprimante 3D. La deuxiéme étape concerne la fabrication des microélectrodes par le
procédé lift-off pour obtenir des électrodes d’or déposées en couche mince sur une lamelle de
verre. La derniére étape consiste en un collage entre les canaux en PDMS et le substrat
contenant des microélectrodes par activation de plasma d’oxygene. Afin de garantir un collage
précis en alignant les canaux et les microélectrodes, un dispositif d’alignement composé d’une

cameéra et un systeme de micromanipulation a été déeveloppé et réalisé.
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Les techniques de mesure par la spectroscopie d’impédance et le bruit électrochimique
ont été présentées et adaptées aux microsystemes. Certains parameétres de mesures ont d( étre

modifiés pour permettre des mesures fiables.

Les simulations numériques sur Comsol ont été réalisées afin de déterminer 1’influence
de plusieurs parametres sur la variation de la résistance d’¢lectrolyte entre deux électrodes. Par
exemple, ces résultats théoriques ont permis de montrer I’impact sur la variation de la résistance
d’¢électrolyte de la taille des électrodes, de leur inter-distance ainsi que de la taille et la position
des micro-objets a caractériser. De plus, ces résultats théoriques ont permis d’aboutir a des
corrélations entre la taille des bouchons et la variation de la résistance d’électrolyte. Les
résultats expérimentaux obtenus ont été présentés au chapitre 5. L’estimation de la taille des
gouttelettes ou de bouchons est réalisée par un traitement d’image et corrélée avec la variation
de la résistance d’¢électrolyte. Nous avons mis en évidence I’influence des pressions de la phase
continue et de la phase dispersée sur la taille et la fréquence de génération des bouchons ou des
bulles dans le canal. L’impact de la conductivité des fluides utilisés a été également démontré.
Un bon accord entre les résultats théorique et expérimental a été obtenu, ce qui permet de valider

le modeéle théorique utilisé et également valider la fiabilité des mesures expérimentales.

Afin de pouvoir séparer les micro-objets selon leur taille, un dispositif de tri basé sur la
diélectrophorése a été développé. Ce dispositif permet d’activer sélectivement les électrodes de
tri dans le canal en fonction de ’information recue par les électrodes de caractérisation.
Quelques problémes ont ét¢ mis en évidence lors de la mise en ceuvre de cette étape et qui

nécessite d’études supplémentaires.

En perspectives de ce travail, plusieurs pistes sont a explorer. Tout d’abord, le collage
entre le PDMS et le substrat de verre peut étre optimise pour éviter les fuites dans les puces. En
effet, nous avons constaté que 1I’humidité, la présence d’impureté a la surface ou encore

I’épaisseur du PDMS peuvent jouer un rdle déterminant dans le bon collage de la puce.

Les simulations numériques peuvent réalisée pour 1’étape de séparation des micro-objets
par diélectrophorése afin d’optimiser la taille des électrodes de séparation ainsi que les tensions

a appliquer pour obtenir un tri efficace sans détériorer les électrodes.

Au niveau de la caractérisation des micro-objets par la mesure de variation de la résistance
d’¢électrolyte, une seule paire d’électrode a été utilisée dans ce travail. Il est alors possible
d’envisager I’utilisation de plusieurs d’électrodes en simultanée afin d’estimer de maniére plus

précise la vitesse d’écoulement des gouttelettes dans le canal. De plus, ces mesures simultanées
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pourront également étre utilisées pour caractériser les déformations éventuelles des gouttelettes
au cours de leur déplacement. Cette technique de mesure pourra aussi étre utilisée pour
caractériser par exemple le passage de plusieurs particules en méme temps devant des
microélectrodes. Ceci nécessitera sans doute d’autres méthodes d’analyses de signaux,

notamment les analyses dans le domaine fréquentiel.

Pour développer un systéme d’analyse complet, des pieges en PDMS peuvent étre
fabriqués et intégrés apres 1’étape de séparation afin de pouvoir immobiliser ces gouttelettes.
Des mesures d’impédances peuvent étre alors effectuées sur ces gouttelettes afin d’obtenir des
informations sur la composition ou le contenu d’une gouttelette. Cette possibilité peut €tre tres
intéressante dans ’analyse de cellules biologique pour pouvoir par exemple distinguer des

cellules saines et celles cancéreuses.
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Résumé

Dans le cadre de cette thése, I’objectif est de caractériser des micro-objets circulant dans
un microcanal a I’aide de techniques électrochimiques. Dans le but de concevoir et de fabriquer
un tel systéme, plusieurs méthodes et techniques sont nécessaires. Tout d’abord, le
microsystéme est constitué de microcanaux en PDMS et de microélectrodes en couches minces.
Les techniques de microfabrication telles que la lithographie molle et le dép6t des électrodes
suivant le procéde lift-off seront utilisées en salle blanche. La micropuce fabriquée permet, a
travers un écoulement diphasique, de générer des gouttelettes de phase dispersée (PBS ou azote)
dans une phase continue (Liquide ionique « EMIMTFSI »). Des simulations numériques, en
utilisant Comsol Multiphysics, sont réalisées pour d’une part optimiser la conception du
microsystéme et d’autre part comparer les résultats simulés et les résultats expérimentaux.
Enfin, les méthodes électrochimiques telles que le bruit électrochimique et la spectroscopie
d’impédance permettent d’analyser les gouttelettes générées dans la puce microfluidique. Les
variations de la résistance d’électrolyte sont mesurées a 1’aide de la technique du bruit
¢lectrochimique et I’amplitude de ces variations est reliée directement a la taille et la forme des
particules en écoulement. Le dispositif de séparation des micro-objets est en cours de
développement. Il repose sur la diélectrophorése afin de séparer les particules d’intérét du reste.

Mots-clés :  microfluidique, microfabrication, impédance eélectrochimique, bruit

électrochimique, simulation numérique.

In this thesis, the aim is to characterise micro-objects flowing in a microchannel using
electrochemical techniques. In order to design and fabricate such a system, several methods and
techniques are required. Firstly, the microsystem consists of PDMS microchannels and thin
film microelectrodes. Microfabrication techniques such as soft lithography and lift-off electrode
deposition will be used in a clean room. The fabricated microchip allows, through a two-phase
flow, to generate droplets of dispersed phase (PBS or nitrogen) in a continuous phase (ionic
liquid "EMIMTFSI"). Numerical simulations, using Comsol Multiphysics, are carried out to
optimise the design of the microsystem and to compare the simulated results with the
experimental results. Finally, electrochemical methods such as electrochemical noise and
impedance spectroscopy are used to analyse the droplets generated in the microfluidic chip.
variations in electrolyte resistance are measured using the electrochemical noise technique and
the magnitude of these variations is directly related to the size and shape of the flowing particles.
The micro-object separation device is currently being developed. It is based on
dielectrophoresis to separate the particles of interest from the rest.

Keywords: microfluidics, microfabrication, electrochemical impedance, electrochemical

noise, numerical simulation.



