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Avant-propos

La microfluidique est une science dérivée de I’intégration de la notion de miniaturisation
dans les domaines des sciences analytiques et des sciences de la vie au début des années
1990. Initialement, cet essor a été rendu possible grace aux avancées technologiques de la
microélectronique, dés les années 1970, conduisant a la réalisation de composants de taille de
plus en plus réduite. Plus tard, certains instruments devenant obsolétes dans le domaine de
I’industrie microélectronique, se sont démocratisés pour des plateformes technologiques de
microfabrication ce qui a permis leur ouverture a d’autres disciplines telles que la chimie, la
physique ou la biologie. Les multiples recherches réalisées a 1’interface entre ces domaines
ont notamment conduit au concept de laboratoire sur puce (LOC") ou encore de « Micro Total
Analysis System » (UTAS).

Les LOCs cherchent a réaliser I’ensemble des fonctions des laboratoires d’analyse actuels sur
une seule puce de quelques cm . En effet, les laboratoires d’analyses actuels, bien qu’équipés
de systemes de plus en plus évolués, sont confrontés a de nouvelles nécessités telles
I’économie de réactifs, le gain de place, ou encore le rendu rapide de résultats fiables. De
plus, dans la perspective du développement de la médecine personnalisée, le besoin en
analyses rapides va croitre et nécessiter des outils innovants permettant de mener rapidement
de nombreuses analyses. De méme, la perspective du maintien a domicile de patients
souffrant de maladies chroniques a conduit a la nécessité de développer des outils adaptés
pour D’analyse délocalisée. Les LOCs permettent justement de diminuer les volumes
(échantillons et réactifs), de paralléliser les mesures, d’améliorer leur sensibilité, le tout sur un
systéme portable.

Un tel dispositif nécessite la miniaturisation de I’ensemble des fonctions (préparation,
manipulation, séparation, détection) nécessaires a 1’analyse de 1’échantillon. C’est pourquoi la
mise au point d’outils dédiés a ces fonctions ainsi que leur intégration dans un systéme
microfluidique constitue un domaine de recherche pluridisciplinaire particuliérement actif.
Les principales fonctions microfluidiques sont basées sur des procédés hydrodynamiques,
chimiques, électriques, optiques, acoustiques, ou encore magnétiques.

Les champs électriques offrent de nombreuses possibilités permettant de couvrir la plupart
des nécessités exprimées par les LOC. Par exemple les fonctions de détection et d’analyse
peuvent étre réalisées par €lectrochimie (ampérométrie, impédancemétrie). L utilisation de la
force électrique est également intéressante pour manipuler des fluides (phénomeénes
¢électrohydrodynamiques) mais aussi des particules (phénoménes é€lectrocinétiques). De plus,
I’utilisation de champs électriques est particulicrement adaptée a une intégration en
microsysteme. En effet la miniaturisation de I’espace inter-électrodes favorise la réduction
des tensions nécessaires pour un champ donné.

L’application de champs électriques dans un canal microfluidique requiert 1’intégration
d’¢électrodes de taille micrométrique. Celles-ci peuvent étre réalisées par plusieurs approches
dépendant du choix du matériau et de la géométrie. Les ¢€lectrodes les plus utilisées sont
métalliques, en silicium ou encore en carbone. Elles peuvent cependant présenter un certain
nombre de limites telles que leur coft, la durée des procédés de réalisation, les phénomenes
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d’oxydation mais également leur intégration étanche en microcanal. L’ensemble de ces
contraintes a ainsi justifi¢ le développement et ['utilisation de matériaux moins
conventionnels tels que les nanocomposites pour des applications microfluidiques.

Reconnues comme un axe de recherche trés prometteur, les nanotechnologies sont en plein
essor notamment dans le champ des matériaux. L’introduction de particules de taille
nanométrique (nanofils, nanotubes de carbone et nanoparticules) dans une matrice de
polymére permet d’obtenir des matériaux aux propriétés améliorées ou nouvelles
(mécaniques, électriques, optiques). On parle alors de nanocomposites dont la conception
suscite un intérét croissant dans des domaines allant de la recherche fondamentale a leur
utilisation industrielle.

Basée sur des technologies polyméres (résines photosensibles, PDMS >, COC?), la
microfluidique est particuliérement propice a I’utilisation de matériaux nanocomposites. Tres
récemment, des travaux ont ainsi mis en évidence l’intérét de rendre ces polymeéres
conducteurs, ferromagnétiques ou encore photosensibles.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans cette dynamique d’intégration de
matériaux non conventionnels en systémes microfluidiques. Il vise a mettre en avant
I’utilisation d’électrodes de cPDMS, un matériau nanocomposite formé de PDMS rendu
conducteur par I’ajout de nanoparticules de carbone. L’utilisation de cPDMS dans des
dispositifs microfluidiques présente ainsi plusieurs avantages :

- le cPDMS est compatible avec les procédés technologiques habituellement utilisés en
microfluidique (« soft lithography ») : ainsi, il peut étre intégré dans une large gamme
d’épaisseurs et de géométries en utilisant des méthodes de moulage et surtout, a
I’instar du PDMS, il présente 1’avantage de pouvoir étre collé par plasma oxygéne sur
verre, PDMS et silicium de maniére étanche et irréversible

- Dintégration est rapide a mettre en ceuvre, trés économique, et ne nécessite pas
d’appareillage particulier.

- le carbone est un matériau inerte chimiquement donc présentant une grande stabilité.

Afin d’évaluer le potentiel du cPDMS en tant qu’électrodes pour des applications
microfluidiques, nous avons choisi de 1’utiliser d’une part pour des mesures électrochimiques
mais également pour la manipulation de cellules.

Le premier chapitre de ce manuscrit vise a aborder les quelques notions bibliographiques
utiles pour 1’appréhension. La problématique d’intégration d’électrodes en microsystéme y
sera développée en insistant particulierement sur les limites des électrodes conventionnelles.
La suite du chapitre décrira quelques exemples de I’utilisation de 1’électrochimie en
microfluidique. Ce paragraphe n’abordera cependant pas les principes théoriques de la
discipline. Ceux-ci seront présentés dans le chapitre dédié a la caractérisation de la réponse
¢électrochimique du cPDMS (Chapitre 3).

La troisiéme partie du chapitre sera consacrée a une présentation des principaux phénomeénes
électrocinétiques rencontrés en microfluidiques. La manipulation de particules nécessite en
effet la compréhension des différents mécanismes fondamentaux de polarisation. Le chapitre
se terminera avec la description de deux applications envisagées pour le cPDMS : la lyse et la
fusion de cellules.

? Polydiméthylsiloxane
3 Cyclic Olefin Copolymer



Le Chapitre 2 sera axé sur la présentation et la caractérisation du cPDMS. Il débutera
notamment par la mise en évidence des intéréts présentés par les matériaux nanocomposites et
plus particuliérement du cPDMS dont la préparation et le procédé d’intégration en microcanal
seront détaillés. Les propriétés électriques et de surface qui peuvent étre critiques pour
I’utilisation d’¢électrodes de cPDMS en microfluidique seront ensuite caractérisées.

Le Chapitre 3 sera centré sur la caractérisation électrochimique du matériau et la mise en
évidence de son potentiel pour des applications d’analyse ou de détection. La réponse
électrochimique du cPDMS a été étudiée vis a vis de sondes redox plus ou moins sensibles a
I’état de surface. Elle a permis d’évaluer I'influence de 1’épaisseur du matériau, de son
dopage et du traitement de surface (plasma oxygéne).

Dans le Chapitre 4, nous démontrerons le potentiel du cPDMS pour la manipulation de
particules (billes et cellules) a travers les différents phénoménes ¢électrocinétiques mis en
ceuvre avec des électrodes de cPDMS. Des expérimentations de lyse de cellules réalisées sous
champs électriques impulsionnels et alternatifs permettront ensuite d’étayer [’intérét
d’¢électrodes de cPDMS en microfluidique. Le manuscrit se terminera par la mise au point
d’un dispositif dédié a la fusion de cellule.

Finalement, la conclusion générale sera suivie par les perspectives et améliorations qui nous
paraissent intéressantes et importantes pour la suite de ce travail. Ainsi, ['utilisation de ce
matériau pour la lyse de cellules cancéreuses en sortie de chambre microfluidique de
séparation nous semble une application trés prometteuse de ces électrodes.






Chapitre 1

Champs électriques dans les laboratoires
sur puce : production et utilisations

Ce chapitre débute par une présentation des principales méthodes de microfabrication d’électrodes
en canal microfluidique. L’aspect technologique de cette entrée en matiere est ici indispensable
pour la compréhension des limites ayant conduit a 1’élaboration de procédés moins conventionnels.
Les travaux présentés dans ce manuscrit sont en effet axés sur la mise en ccuvre du cPDMS, un
matériau nanocomposite, s’inscrivant dans cette dynamique d’intégration de matériaux alternatifs en
systémes microfluidiques.

Deux domaines d’applications, couvrant les besoins les plus courants en LOCs (analyse, détection,
manipulation, séparation), ont été choisis pour mettre en évidence le potentiel du cPDMS en
microfluidique. La suite du chapitre présentera alors, dans deux parties distinctes, 1’utilisation du
cPDMS d’une part pour les mesures ¢électrochimiques et d’autre part pour la manipulation
électrocinétique de microparticules.

La 2°™ partic est axée sur la présentation des principales utilisations de 1’électrochimie en
microsystémes. Ce paragraphe, illustré a partir d’exemples concrets, vise a exposer dans quelle mesure
le cPDMS pourrait y étre intégré. Les nombreux principes théoriques de 1’électrochimie n’y seront pas
abordés. Certaines notions apparaissent néanmoins dans le chapitre 3 ou les résultats de caractérisation
¢lectrochimique sont présentés.

La derniére section du chapitre est dédiée aux manipulations électrocinétiques de microparticules
(billes et de cellules) en microsystéme. La compréhension de ces phénoménes nécessite d’appréhender
les différents mécanismes fondamentaux de polarisation. Seront ainsi présentés des phénomenes
classiques, comme la diélectrophorése, mais également des phénoménes moins décrits dans la
littérature comme les rotations en champ fixe ou les vortex. Le chapitre se terminera ensuite par une
synthése des mécanismes de lyse et de fusion de cellules, deux applications pour lesquelles
’utilisation du cPDMS pourrait se révéler avantageuse.



Chapitre 1 - Champs électriques dans les laboratoires sur puce : production et utilisations

[. Procédés d’intégration d’électrodes en microfluidique

Les différentes applications nécessitant 1’utilisation de champs électriques dans un canal
microfluidique requiérent I’intégration d’électrodes adaptées a ses dimensions micrométriques. C’est
pourquoi les méthodes de microfabrication d’électrodes passent quasiment toutes par une étape de
photolithographie, une technologie indispensable pour la structuration de matériaux dans de telles
dimensions. Ce paragraphe présente les principales techniques d’intégration d’électrodes en
microsystéme afin d’en décrire les limites. Celles-ci ont justement conduit au développement de
procédés et de matériaux moins conventionnels tels que le cPDMS.

1.1 Méthodes traditionnelles de fabrication d’électrodes

= Méthodes de dépot métalliques

En microfluidique, les électrodes les plus utilisées sont généralement métalliques. Leur fabrication
repose sur les deux procédés de « lift-off » et de « LIGA' ».

Le premier, basé sur le principe d’évaporation, est destiné a la réalisation d’électrodes minces (entre
50 nm et 1 pm d’épaisseur). Cette technique, simple a mettre en ceuvre, est particulierement adaptée a
la réalisation d’électrodes planaires en métaux nobles, tels que 1’or ou le platine.

La fabrication d’¢électrodes métalliques épaisses est souvent réservée au procédé « LIGA» basé sur la
réduction de cations métalliques par électrochimie sur une surface conductrice. La technique permet
de réaliser des dépots de cuivre, de nickel, d’or et d’argent d’épaisseurs comprises entre 1 et quelques
centaines de pm.

Ces méthodes d’intégration d’électrodes métalliques présentent néanmoins des contraintes li¢es a la
formation de couches isolantes d’oxydes ou encore a leur adhésion sur le substrat [1]. Par ailleurs, leur
intégration microfluidique n’est pas parfaitement étanche puisqu’il n’existe, a notre connaissance,
encore aucun moyen de coller irréversiblement les métaux et les matériaux polymeéres traditionnels de
la microfluidique (PDMS?, COC , PMMA ).

= Méthodes de gravure du Silicium

Hormis les métaux, d’autres matériaux peuvent étre employés comme électrodes. C’est notamment le
cas des semi-conducteurs comme le silicium. Naturellement non conducteur, le silicium peut étre dopé
a ’aide d’autres éléments’, tels que le bore ou le phosphore [2]. Les propriétés physico-chimiques du
silicium étant particuliérement intéressantes en micro-électronique, de nombreux procédés de
structuration de ce matériau ont été mis au point. Le silicium est structuré par des méthodes de gravure
dites « humides » (type KOH) ou «séches » (procédés plasma) [2]. Les gravures humides sont
cependant anisotropes et d’autant plus lentes que le matériau est dopé. Inversement, les gravures
plasma de type DRIE*, n’étant ni limitées par la structure cristalline, ni par le dopage du matériau [2],
permettent la structuration de motifs de silicium sur des épaisseurs de quelques pm a plusieurs
centaines de pm. On notera cependant que ce type de procédé nécessite un appareillage trés couteux et
qu’il peut s’avérer relativement long si de grandes épaisseurs sont requises.

! Lithographie Galvanoformung (galvanoplastie) Abformung (moulage)

? Polydiméthylsiloxane, Cyclic Olefin Copolymer, Polyméthacrylate de méthyle,

* On parle usuellement de matériaux I1I/V en raison de leur classement dans le tableau périodique.
* Deep Reactive Ion Etching



Chapitre 1 - Champs électriques dans les laboratoires sur puce : production et utilisations

= Electrodes de carbone

La structuration du carbone (conducteur) se présente également comme une alternative sérieuse a
I'utilisation de métaux. Son intérét, notamment en électrochimie, a contribué¢ a la mise au point de
plusieurs procédés d’intégration d’électrodes de carbone.

La pyrolyse de résines photosensibles (PPF’) permet, par exemple, d’atteindre une large gamme de
tailles et de formes. Mais le procédé implique des recuits a haute température (de I’ordre de 1000°C)
[3]. La géométrie des structures étant relativement bien conservée pendant le traitement, cette
technique est particulierement intéressante lorsqu’elle est effectuée sur des structures en résine SUS.
Elle permet notamment de réaliser des structures en pilier [4] (Figure 1.1).

Des films de diamant dopé bore (BDD®) peuvent étre obtenus par dépdt chimique en phase vapeur
assisté au plasma (MPCVD’). Le traitement est cependant assez long (10 h pour 40 pm d’épaisseur) et
nécessite également de hautes températures (900°C) [5]. Cette technique peut également éEtre
employée pour fonctionnaliser des électrodes (d’or ou de carbone vitreux) avec des nanotubes de
carbone [6] ou du graphéne [7]. D’autres méthodes, plus accessibles, comme la gravure
électrochimique du carbone vitreux (GC®) (dans NaOH 0,1 M a pH 13) [8], permettent également de
structurer des électrodes dans des dimensions micrométriques. Elles nécessitent cependant I’utilisation
de colles pour une intégration microfluidique compléte.

i
Madou 5.0kV 12.0mm x250 6/23/04 200um

Figure 1.1 — Piliers réalisés par pyrolyse de structures en SUS. Image issue de [4].

Le carbone peut également se mélanger dans divers matériaux. On parle plus généralement de
matériaux composites. Les premiers travaux présentant I’utilisation d’une pate de carbone datent de
1958 [9] et font initialement référence a un mélange de carbone et de bromoforme. D’autres mélanges
[10], plus adaptés a la réalisation d’électrodes microstructurées, ont depuis été développés comme par
exemple les encres de carbone déposées par sérigraphie [11] ou des résines photosensibles dopées au
carbone [12]. Ces deux techniques ne sont cependant pas compatibles avec de nombreux solvants. Le
dopage de résines photosensibles révele également des difficultés pour la réalisation d’électrodes
micrométriques du fait de la diffusion des UV par les particules de carbones lors la photolithographie.
Ce type d’¢électrode présente par ailleurs la méme limite que les électrodes métalliques quant a leur
intégration en microcanal. En effet, comme il n’existe a notre connaissance encore aucun moyen de
coller proprement ces électrodes avec les polymeéres habituellement utilisés en microfluidique, leur
intégration n’est pas parfaitement étanche.

> Pyrolyzed Photoresit Film

% Boron Doped Diamond

" Microwave Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition
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Le Tableau 1.1 résume les propriétés des principales méthodes de microfabrication d’électrodes :

Type Dépot Gravure
Méthode | Evaporation | Electrodéposition | PPF, BDD... Humide Plasma
Matériaux | Cr, Au, Pt... Ni, Cu, Ag... Carbone Si dopé, GC Si dopé
Epaisseurs | 50 - 250 nm 1 -200 um 1 -200 um 55’5;5;3‘;;2? Epa“j:?;r du
Rapidité, Gamme Gamme Faible cofit, Rapports
Avantages | état de surface d'épaisseurs d'épaisseurs étanchéité de forme,
(pas pour GC) étanchéité
Appareillage, Etat de surface Durée du Dopage, plans | Coft et durée
colts des apres polissage, procéde, cristallins (Si), du procédé,
matériaux, substrats appareillage, gamme oxydation
Limites gamme conducteurs, intégration d'épaisseur,
d'épaisseurs, intégration non étanche oxydation
intégration non étanche,
non étanche, oxydation
oxydation

Tableau 1.1 — Synthése des méthodes conventionnelles d’intégration d’électrode en microsysteme

Ces méthodes peuvent étre différenciées d’un point de vue « matériau ». Ainsi, si ’application visée
exige une conductivité élevée, seront privilégiées les électrodes métalliques, et particuliérement a base
de métaux nobles (Au, Pt, Ag) trés peu sujets aux phénomeénes d’oxydation. L’utilisation de silicium
peut parfois se révéler plus avantageuse que celle des ¢lectrodes métalliques dans le cas d’applications
biologiques pour des raisons de biocompatibilité. Le carbone est un matériau de choix dans de
nombreux procédés électrochimiques, ceci notamment grace a sa large fenétre de potentiels, comme
sera a nouveau évoqué dans la suite du manuscrit. On notera, par ailleurs, que le cotlit des matériaux
(silicium dopé, or, platine) et du fonctionnement des équipements (notamment les évaporateurs, DRIE
et MPCVD) peuvent limiter leur utilisation a quelques grandes plateformes de proximité de
micro/nanofabrication.

Les géométries et épaisseurs des électrodes imposent également le procédé de réalisation. Par
exemple, la nécessité d’utiliser des électrodes épaisses oriente vers les méthodes d’électrodéposition,
de gravure sur silicium ou de PPF.

Néanmoins, I’intégration d’électrodes métalliques et de carbone en microcanal ne peut, a notre
connaissance, pas étre réalisée de maniére étanche. En effet, les systémes microfluidiques sont
classiquement réalisés en PDMS, un élastomere pouvant étre collé irréversiblement sur du verre (un
mécanisme détaillé dans le chapitre 1) et du silicium mais pas sur des métaux ou carbone. Il est alors
nécessaire d’utiliser des moyens extérieurs de serrage pouvant endommager le dispositif et rendre sa
manipulation difficile. De plus, des fuites de liquide peuvent apparaitre entre 1’¢électrode et le polymere
lorsque des pressions sont appliquées dans le microsystéme. On notera que le PDMS peut étre collé de
maniére étanche sur silicium, mais a condition que celui-ci soit oxydé, ce qui peut limiter sa fonction
méme d’électrode.
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Toutes ces méthodes présentent donc un certain nombre de limites pouvant parfois se révéler critiques,
selon les applications recherchées. C’est pourquoi quelques méthodes moins traditionnelles ont été
progressivement mises au point dans le but de proposer des alternatives innovantes et spécifiques a
certaines applications.

[.2 Intégration d’électrodes par méthodes moins conventionnelles

Ce paragraphe s’intéresse maintenant a quelques techniques de fabrication d’électrodes moins
conventionnelles.

= Structuration des parois du canal

La nécessité, pour certaines applications, d’obtenir un champ électrique homogene sur toute la hauteur
du canal a conduit a I’élaboration de différentes géométries. Par exemple, si les électrodes sont
réalisées face a face, le champ est uniforme (Figure 1.2.c), conformément aux simulations réalisées
par Wang et al [13] (Figure 1.2).

(a) (b) (b)

YRR

Figure 1.2 — Simulations de ['influence de la forme des électrodes sur la répartition du champ
électrique dans un microcanal. Images issues de [13].

Yu et al [14] ont réalisé un dispositif intégrant un canal microfluidique cerclé d’électrodes. Le systéme
est constitué de deux parties symétriques réalisées par gravure du verre (HF) suivie d’une évaporation
d’¢électrodes planaires en or. Elles sont ensuite collées I'une sur I'autre pour former un canal
cylindrique. Ce microsystéme permet ici la concentration de cellules par diélectrophorése, en guise
d’étape préliminaire a I’analyse cytométrique (Figure 1.3.a).

Segerink et al [15], ont trés récemment proposé un dispositif a électrodes planaires mais situées
parallélement sur le fond et le haut du canal. Cette méthode alternative permet également d’obtenir un
champ uniforme sur une portion du canal. Une des originalités de ce dispositif, a électrode dite
« flottante », est la connexion électrique par I’intermédiaire d’un électrolyte, simplifiant ainsi les
contacts entre la puce et le générateur (Figure 1.3.b). Leurs auteurs utilisent cette conformation
d’¢électrodes pour déterminer des variations d’impédance lorsqu’une particule traverse I’espace inter-
électrodes.
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(a)

Figure 1.3 — (a) Représentation schématique du dispositif réalisé par Wu et al [14] permettant le
« focusing » de cellules par DEP dans un canal cylindrique intégrant des électrodes circulaires.
(b) Schéma du systeme d’électrode flottante développé par Segerink et al [15]

Wang et al [13] ont derniérement mis au point une méthode d’intégration d’électrodes épaisses dans
les parois d’un canal formé de résine SU8. On notera que si les électrodes sont proprement intégrées a
fleur de canal (Figure 1.4.b), le procédé est particulierement lourd. Il nécessite pres de trois étapes de
photolithographie couplées a une évaporation (Ti), une électrodéposition (Or) (Figure 1.4.a) suivies
une étape de collage a chaud. Composé principalement de matériaux rigides (verre, métaux et SUS), le
dispositif présente 1’avantage d’étre parfaitement étanche. Les auteurs utilisent ici le microsystéme
pour la manipulation de particules par diélectrophorése, mais précisent néanmoins son potentiel pour
les multiples applications microfluidiques nécessitant 1’utilisation de champs électriques homogenes.

Figure 1.4 — Images issues de[13] présentant des électrodes épaisses d’or électrodéposées sur une
couche de titane avant (a) et apres intégration en microcanal de SUS (b).

= Electrodes isolées (électriquement)

Les ¢lectrodes métalliques, c’est notamment le cas de celles en cuivre [16], peuvent provoquer, a long
terme, le relargage d’ions non désirés dans le canal. Ceux-ci peuvent étre nocifs pour la viabilité
cellulaire ou polluer le milieu. L’une des solutions les plus efficaces pour s’affranchir de ces
phénomeénes est probablement I’utilisation d’une couche isolante pour séparer les électrodes du milieu.
Ce diélectrique sert alors de filtre a la fois physique et chimique.

Si la méthode avait déja été utilisée en 2006 par Siegel ef al [17], pour I’intégration d’¢lectroaimants
dans un canal microfluidique, ce n’est que trés récemment, avec les travaux de Villemejane et al [18]
que son potentiel pour I’isolement d’électrodes a été démontré. La méthode est particuliérement
intéressante lorsqu’elle est couplée a I'utilisation d’électrodes liquides. En effet, ce type de matériau
conducteur et thermodurcissable peut alors étre injecté dans deux canaux paralléles au canal d’intérét
(Figure 1.5), simplifiant considérablement la fabrication et ’intégration des électrodes. On notera
néanmoins que I’injection nécessite d’étre précédée d’un traitement chimique de surface, et suivie
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d’un refroidissement afin de solidifier les électrodes. La forme finale des électrodes mais aussi
I’épaisseur de la couche isolante (en PDMS) sont donc imposées par la photolithographie. La méthode
a ensuite été reprise par Shafiee er al pour la séparation de cellules par di¢lectrophorese [19][20].

L’utilisation de ce type d’¢électrodes présente cependant quelques contraintes. Le mur diélectrique se
comportant comme une capacité, 1’amplitude des champs électriques appliqués nécessite d’étre
augmentée en fonction de 1’épaisseur de I’isolant. Si ce phénoméne ne limite pas des applications
comme la diélectrophorése pour laquelle les champs ne sont pas trés élevés, son utilisation est plus
délicate si des champs pulsés de forte tension sont nécessaires.

(2)

(b)

Canal

Electrodes

Figure 1.5 — Utilisation d’électrodes isolées dans un systeme microfluidique. (a) Les électrodes
liquides sont injectées dans deux canaux de part et d’autre du canal microfluidique. (b) Ces électrodes
sont séparées du canal par un diélectrique (ici du PDMS). Les applications sont notamment
[’électroporation de cellules [18], (c) et la séparation de cellules par diélectrophorése [20].

Les auteurs précisent que leur systéme est restreint a ’utilisation de champs inferieurs a 2.10” V/m,
soit la limite de claquage diélectrique de la fine couche isolante de PDMS. Ce champ reste cependant
insuffisant pour électroporer des cellules [18]. On notera également que ce type d’électrodes n’est pas
adapté a des mesures électrochimiques qui nécessitent un contact entre 1’électrode et 1’électrolyte.

=  Matériaux nanocomposites et cPDMS

L’intérét des matériaux composites réside dans la combinaison des propriétés physico-chimiques de
chacun des composants. Avec I’essor des microtechnologies, de nombreux travaux ont été effectués
sur la combinaison de polymeéres utilisés en microfluidique (PDMS, SUS...) avec des
nanoparticules/nanotubes [21][22]. Le polymere peut notamment devenir électriquement conducteur
(nanoparticules d’argent [23] ou de carbone [24]), ferromagnétique (oxyde de fer [25]) ou encore
photosensible [26]. Ces différents matériaux ainsi que leurs propriétés sont détaillés dans le
Chapitre2.

Nous proposons dans ce manuscrit d’utiliser du PDMS, le polymére de base pour la fabrication de la
grande majorité des systémes microfluidiques, rendu conducteur par 1’ajout de nanoparticules de
carbone. Sa base polymeére lui assure une compatibilité optimale avec les procédés et les matériaux
généralement utilisés en microfluidique, tandis que le carbone vise a le rendre conducteur de manicre a
I’utiliser en tant qu’électrode. On parle de cPDMS, pour carbone-PDMS, un matériau nanocomposite
se distinguant notamment des autres méthodes de réalisation d’électrodes par sa simplicité de
fabrication et une intégration parfaitement étanche en microcanal grace a sa base de PDMS (Tableau
1.2). Accessible pour la majorité des laboratoires, le cPDMS présente de nombreuses qualités pour la
réalisation d’électrodes d’épaisseurs variables, biocompatibles, robustes et de faible cofit.
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Matériaux composites

PPF GC | BDD |Fibre| HOPG |NT’|CP®| Encres cPDMS
Méthodes | Pyrolyse | Gravure [ MPCVD Variables Sérigraphie | Soft lithography
Epaisseurs 5-200 um 5-50um | <um 5-200 um
Limites Procédé de fabrication lourd, long et couteux Faible conductivité

Température | Polissage

Intégration non étanche en microsystéme

Avantages Etat de surface Conductivité élevée Méthode de fabrication simple
Intégration
Références [3] [8] [27] [28] [28] [28] ] [9] [29] [24]

Tableau 1.2 — Synthese des différentes méthodes d’intégration d’électrodes de carbone.

Afin de mettre en avant I’intérét de ce matériau pour une utilisation en microfluidique, I’efficacité du
cPDMS a été évaluée pour deux types d’applications nécessitant des champs électriques. Dans un
premier temps, c’est la réponse électrochimique du cPDMS qui a été mise en évidence tout en étudiant
ses propriétés de surface. Ensuite, ’utilisation du cPDMS a ¢été démontrée pour la manipulation de
particules par champs électriques que ce soit pour des applications telles que la di¢lectrophorése ou la
lyse de cellules.

Le paragraphe suivant présente, d’un point de vue trés général, les principales utilisations de
I’électrochimie en microsystéme. Nous verrons, a travers quelques exemples, que cette science est
ouverte sur de multiples domaines d’applications qui sont alors autant d’utilisations potentielles du
cPDMS.

II. Utilisation de I’électrochimie en microsystémes

L’¢électrochimie est une science qui allie chimie et électricité et qui décrit les phénoménes chimiques
couplés a des échanges d’énergie ¢lectrique. Du point de vue socio-économique, on la retrouve dans
différents domaines d’applications : électrosynthése, environnement, analyses et détection, corrosion,
traitement de surface, bioélectrochimie, stockage et conversion d’énergie. C’est assez naturellement
que cette science a largement été utilisée dans le domaine des microsystemes fluidiques. Ce
paragraphe vise a présenter, de manicére générale, certaines utilisations de 1’électrochimie dans les
systemes microfluidiques [30][31]. Seront ainsi d’abord abordées rapidement les applications pour
I’actionnement, les piles a combustibles et 1’électrosynthése avant de présenter les aspects de
détection.

II.1 Actionnement microfluidique

Pour réguler les écoulements microfluidiques dans les canaux, un microsystéme fluidique nécessite
I’usage de fonctions primaires, telles que des pompes ou des valves. La plupart de ces actionneurs sont
basés sur des phénomeénes électriques, piézoélectriques ou encore thermo-pneumatiques [32]. Par
ailleurs, quelques travaux ont mis en évidence I’intérét de 1’électrochimie pour remplir ces fonctions.

? Nanotubes
' Carbon paste (pate de carbone)
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Leur principe est basé sur la formation localisée de bulles de gaz par électrolyse du solvant [33]. Les
actionneurs a base de bulles sont intéressants pour leur simplicité de fabrication (électrodes planaires
de platine réalisées par lift-off) mais également parce que les bulles formées s’adaptent parfaitement
au canal quelle que soit sa géométrie. Les bulles générées par électrochimie apparaissent rapidement
mais sont également réversibles (un phénomene néanmoins limité par la cinétique de dissolution du
gaz dans le liquide).

=  Valve

Alors que I’utilisation de bulles pour moduler les écoulements de fluides dans un canal microfluidique
avait déja été démontrée [33], Hua er al [32] publient en 2002 I'un des premiers articles sur
I’intégration de valves électrochimiques. Leurs travaux décrivent un multiplexeur fluidique a 8 voies
contrdlé par des microélectrodes. Le blocage de 1’écoulement du liquide dans un canal est effectué par
la génération d’une bulle de gaz dans le microcanal. Plus tard, Lee et al [34] réalisent un dispositif
intégrant une valve composée d’une membrane souple de PDMS déformée par la génération de bulles.
(Figure 1.6). Les auteurs précisent qu'une différence de potentiel de 1,5 V est suffisante pour induire
la déformation de la membrane d’environ 300 um.

1
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Figure 1.6 — Principe de valve développé par Lee et al [34]. La génération contrdlée de bulles par
électrochimie induit la déformation d’'une membrane souple.

= Aiguillage de cellule

Les travaux de Ho er al [35] ont également mis a profit la génération locale et contrdlée de bulles pour
aiguiller la direction d’une cellule a I’intersection de deux canaux microfluidiques. La formation de
bulles induit I’orientation d’une microstructure en T jouant alors le role d’aiguilleur (Figure 1.7).
Selon si les bulles sont générées d’un coté ou de ’autre du commutateur (ou « switcher »), celui-ci
favorise ’orientation de la cellule vers I’un ou I’autre c6té du canal.

Figure 1.7 — Principe de [’aiguillage de cellules développé par Ho et al [35]. La génération controlée
de bulles par électrochimie induit le changement d’orientation d’une microstructure en forme de T (en
rouge) jouant alors le réle d’aiguilleur. Le systeme permet de sélectionner les cellules d’intérét.
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I1.2 Pile a combustible

L’augmentation des besoins en énergie, et particulierement dans les systémes embarqués, a conduit au
développement de sources de courant miniaturisées. Les piles & combustibles, basées sur la conversion
d’énergie chimique en énergie électrique, sont particuliérement adaptées a une intégration en
microfluidique [36][37][38]. De nombreux travaux ont en effet mis a profit I’écoulement laminaire des
liquides dans un microcanal pour réaliser des piles a combustible microfluidiques ne nécessitant
aucune membrane de séparation. Dans un microcanal contenant deux électrodes, 1’oxydant et le
combustible (tel que I’hydrogéne) circulent en parallele en raison du caractére laminaire de
I’écoulement (Figure 1.8). Les électrodes peuvent étre réalisées par évaporation (titane) [36] ou par
I’intégration de matériaux moins conventionnels tels que des feuillets de carbone poreux (Figure
1.8.b) déposés manuellement [39]. Le cPDMS semble ici particuliérement adapté a ce type

d’application.
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Figure 1.8 — Exemples de piles a combustible intégrées en canal microfluidique (a) utilisant les
écoulements laminaires [36] (b) associée a la diffusion a travers des électrodes poreuses [39].

I1.3 Synthese électrochimique

A T’inverse, la conversion d’énergie é€lectrique en énergie chimique peut conduire a la synthése de
molécules. On parle alors d’électrosynthése. Yoon et al ont présenté un exemple mettant en valeur
I’intérét de la microfluidique pour la synthése électrochimique. Dans un systéme macroscopique, la
conversion de NADH en NAD+ n’est pas thermodynamiquement favorable. L’utilisation de la
microfluidique, permettant de concentrer une espéce proche de I’électrode (Figure 1.9), a abouti a
renverser cette tendance. Dans ce microsystéme, le taux de conversion de NADH a atteint 30% tandis
que dans les systémes conventionnels, ce taux est de I’ordre de 5%.

buffer stream: Substrate~ Product

phosphate buffer }E{
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Figure 1.9 — Systeme microfluidique permettant I’augmentation du taux de synthése d’un produit en
agissant sur la régénération du cofacteur et en rapprochant (jeu d’écoulements laminaires) la
réaction a proximité de [’électrode de travail. Figure réalisée d’apres [40].
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I1.4 Analyses électrochimiques

Depuis quelques années, 1’émergence des laboratoires sur puce a conduit a la mise au point d’outils
d’analyse chimique et biochimique de plus en plus performants. De nombreux efforts ont notamment
été portés sur I’intégration d’outils microfluidiques indispensables au contrdle et a la manipulation de
volumes parfois inférieurs au nL. La diminution du volume des échantillons et des réactifs est
notamment intéressante d’un point de vue économique (prix des réactifs).

La fluorescence est I’'une des méthodes de détection les plus populaires en biologie cellulaire
(cytométrie en flux) et moléculaire (ELISA). Cette méthode nécessite cependant I'utilisation de
marqueurs (pouvant justement limiter la mesure) ainsi qu’un appareillage optique encombrant. C’est
également le cas de la chimiluminescence.

L’¢électrochimie est une méthode de détection largement utilisée présentant une remarquable
sensibilité [41], un faible colit de mise en ceuvre, et une compatibilité avec les procédés de
microfabrication. Cette technique se limite néanmoins a la détection d’espéces électroactives (ou a des
especes qui modifient la concentration d’espéces électroactives secondaires dans le milieu) [41]. Ainsi,
contrairement a la fluorescence, cette technique présente I’avantage de ne pas nécessiter de marquage.
On notera par ailleurs qu’elle peut étre utilisée a la fois comme systeme de détection mais également
comme outil de caractérisation, nous aurons ’occasion de revenir sur ce point dans la suite du
manuscrit.

Les outils ¢électrochimiques ont pour fonction de convertir un signal chimique/biochimique en signal
¢électrique beaucoup plus simple a traiter. Les différentes méthodes de mesure électrochimique sont
distinguées selon le mode de transduction utilisé [30]:

- les systémes de mesure de potentiels, dits potentiométriques,

- les outils de mesure de conductivité, on parle de conductimétrie,

- les capteurs basés sur I’¢électrochimiluminescence,

- les dispositifs de mesure du courant, dits ampérométriques, qui nous intéressent plus particuliérement
dans ce manuscrit.

= Méthode potentiométrique

Les capteurs potentiométriques sont des capteurs chimiques permettant notamment de déterminer la
concentration des composants d’une solution. Le signal est mesuré par la différence de potentiel entre
une ¢électrode de référence et une électrode de travail dont le potentiel varie avec la concentration de
I’¢lectrolyte, conformément a la relation de Nernst. De maniére a mesurer spécifiquement la
concentration d’un ion, 1’électrode est recouverte d’une membrane semi-perméable. On parle alors
d’IES (Ion Selective Electrode). Ces membranes sont cependant fragiles, couteuses et difficilement
compatibles avec I’intégration microfluidique.

Des systémes plus complexes sur la base d’un transistor a effet de champ ont également été mis au
point (ISFET'") (Figure 1.10.a) [42]. Ce type de capteur peut notamment mesurer le pH d’un milieu
en temps réel. Intégré en canal microfluidique (Figure 1.10.b), il permet par exemple 1’étude du
métabolisme bactérien [43].

"on Sensitive Field Effet Transistor
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Figure 1.10 — (a) Schéma d’un ISFET. Pour simplifier, le courant Source-Drain dépend de la
capacité formée par la couche de silice (SiO,). Un changement chimique permet de moduler cette
capacité et donc de faire varier le courant. Lorsque la couche est sensible a la concentration en
protons, I'ISFET permet la mesure du pH. (b) Exemple d’intégration d'un ISFET en canal
microfluidique. Images tirées de [42] et [43].

=  Conductimétrie

La plupart des réactions biochimiques s’accompagnent de la production ou de la consommation
d’especes ioniques. Ceci conduit a une modification de la conductivité de la solution. A la différence
de la méthode potentiométrique, la mesure de la concentration n’est ici pas spécifique a un type d’ion,
et toutes les especes chargées de 1’¢électrolyte sont prises en compte. La mesure de résistance s’effectue
a l’aide de simples électrodes (parfois interdigitées [30]) et est donc largement compatible avec
I’intégration en microsystéeme (Figure 1.11). Le controle de la conductivité d’une solution en temps
réel est, par exemple, intéressant pour I’é¢tude de la viabilit¢ de cellules dont le cytoplasme est
particuliérement conducteur.

channel 1\
i
|
I}
|

Figure 1.11 — Exemple de dispositif dédié a la mesure de conductivité dans un canal microfluidique.
La résistance entre les deux électrodes de platine est mesurée en continu. Figure issue de [44]
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= Electrochimiluminescence (ECL)

Certaines molécules, excitées par un processus chimique, reviennent a un état fondamental en
restituant une partie de leur énergie dégagée sous forme d'émission de lumiére, on parle de
chimiluminescence. Cette propriété a notamment conduit a une méthode de détection de taches de
sang a l’aide d’un mélange luminol/peroxyde d’hydrogéne. On notera qu’a l’inverse de la
fluorescence, cette méthode ne requiert pas de source lumineuse d’excitation, ce qui permet
notamment de diminuer le bruit de fond et donc la limite de détection [30].

L’excitation de ces molécules peut cependant s’effectuer par électrochimie, c’est ’ECL, qui a conduit
a la mise au point d’un grand nombre d’applications de diagnostic [45] tels que les dosages immuno-

enzymatiques [46], ou I’utilisation de sondes a ADN marquées [47] (Figure 1.12).

Ru-Ru(bpy).(debpy)NHS # #
S-thiol

R/ e 55

=
L

/NN S AN

Figure 1.12 — Utilisation de I’ECL pour mettre en évidence I’hybridation ADN/sonde. Une sonde
taguée par un marqueur (ici complexe de ruthénium) est immobilisée sur une électrode en or. Sa
structure (tige-boucle) impose alors la proximité du marqueur avec la surface de l’électrode ce qui lui
permet une forte réponse a I’ECL. L’ajout d’'un ADN (simple brin) dans le milieu peut conduire a une
hybridation de celui-ci sur la sonde. Ceci conduit a une modification de la sa structure (double hélice)
et donc a [’éloignement de la sonde. L hybridation se traduit par la diminution du signal d’ECL.
Figure issue de [47].

=  Ampérométrie

Les capteurs ampérométriques sont basés sur la mesure d’un courant généré par réaction
d’oxydoréduction entre une ¢lectrode et une ou plusieurs espéces ¢lectroactives. La caractérisation de
ce courant renseignant alors directement sur la composition du milieu, ceci a conduit au
développement de techniques de mesure en temps réel.

La détection par ampérométrie peut notamment étre utilisée en électrophorese capillaire (EC). Cette
association permet la séparation rapide de composés et leur identification avec une sensibilité
remarquable [41]. Ainsi trés récemment, Chandra er al [48] ont mis au point un capteur
ampérométrique permettant de détecter des molécules anticancéreuses dans les urines jusqu’a des
concentrations de I’ordre du fM. L’utilisation clinique d’un tel dispositif est notamment cruciale pour
ajuster le traitement des patients et limiter ainsi ses effets secondaires.
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*  Conclusion

De nombreux travaux [1][49][50] mettent en avant I’intérét d’utiliser des électrodes de carbone dans
les multiples applications de 1’électrochimie. Cependant, leurs procédés d’intégration en microcanal
limite encore leur utilisation au profit des électrodes métalliques (cf. Tableau 1.2) [1].

Ce manuscrit se positionne dans cette problématique d’intégration d’électrodes de carbone par des
procédés simples, économiques et efficaces. Il vise ainsi a démontrer le potentiel du cPDMS pour des
applications électrochimiques et microfluidiques. Pour cela un certain nombre de mesures par
ampérométrie ont été effectuées sur ce matériau. L utilisation d’espéces €lectroactives a ainsi permis
de caractériser 1’état de surface du cPDMS tout en mettant en valeur son aptitude pour la détection
¢lectrochimique. L’ensemble de ces résultats fait I’objet du Chapitre 3.

Dans cette thése, le cPDMS a également été évalué pour des applications de manipulations
¢lectrocinétiques de particules. Le paragraphe suivant présente alors les notions indispensables pour
appréhender ces phénomenes. De plus, la plupart de ces aspects n’étant pas forcément familiers, cette
partie abordera les mécanismes mis en ceuvre avec une approche plus fondamentale que la section
précédente.

III. Manipulations électrocinétiques de particules

L’utilisation des champs électriques a rapidement été mise a profit pour la manipulation de particules
en microfluidique. De nombreux laboratoires sur puces utilisent ainsi des phénoménes tels que la
diélectrophorése pour le déplacement ou la caractérisation de cellules. Par ailleurs, 1’action d’un
champ électrique pulsé peut également conduire a la déstabilisation de la membrane cellulaire. Ce
phénomeéne a été mis a profit pour 1’élaboration d’applications en recherche fondamentale mais
¢galement thérapeutiques.

Ce paragraphe vise a présenter les différents mécanismes d’interaction mis en ceuvre lorsque des
particules sont soumises a un champ électrique ainsi que les conséquences sur leur comportement dans
un canal microfluidique.

II1.1 Manipulation électrocinétique de particules

Les phénoménes électrocinétiques décrivent toute forme de couplage entre un champ électrique et le
mouvement de fluides ou de particules. Leur caractérisation et leur maitrise ont conduit a la mise au
point d’applications parmi les plus abouties [51]. Le Tableau 1.3 en distingue les principales.

Manipulations Régime Phénomenes Applications Références
Liquides Continu Electro-osmose DC Séparation [52]
Alternatif Electro-osmose AC Transport [53]
Continu Electromouillage Déplacement de gouttes [54]
Alternatif Electrothermie Transport [55]
Particules Continu Electrophorése Séparation [56]
Alternatif Diélectrophorese Séparation, capture... [57]
Alternatif Electrorotation Caractérisation [58]

Tableau 1.3 — Principaux phénomeénes électrocinétiques utilisés en microsystemes
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L’électro-osmose est la conséquence de ’application d’un champ électrique de maniére tangentielle a
une interface solide/liquide. La structure en double couche électrique (détaillée dans la suite du
manuscrit) est alors modifiée : la migration des contre-ions sous I’effet de ce champ associée a
I’entrainement induit sur les molécules de solvant permet de mettre en écoulement un fluide dans un
microcanal [53]. Les applications sont principalement orientées sur les techniques séparatives telle que
I’électrophorése capillaire [52] ou des profils d’écoulements de type bouchon sont obtenus en
comparaison avec les profils d’écoulements de type Poiseuille habituels [51].

L’électromouillage traduit 1’utilisation d’un champ électrique pour déplacer des petits volumes de
liquide en modifiant les tensions de surface. La technique permet par exemple de déplacer des gouttes
sur des réseaux d’électrodes couvertes d’un diélectrique [54].

L’échauffement par effet joule d’un liquide diélectrique induit des gradients de température et donc
des déplacements de mati¢re dans le milieu. Ceux-ci créent a leur tour des gradients de permittivité et
de conductivité. C’est le phénomeéne d’électrothermie, parfois utilisé comme pompe [55].

La description des méthodes de manipulation électrocinétique de particules fait I’objet de ce
paragraphe. Nous serons ainsi amenés a décrire les différents phénoménes de polarisation intervenant.
Néanmoins leur compréhension passe par la présentation des propriétés diélectriques des particules
utilisées dans ce manuscrit, 4 savoir des microbilles de polystyréne/latex (PSL'?) et des cellules
eucaryotes HEK-293.

II1.1.a Modeles électriques des particules

= Charges de surface d’une bille homogéne

Lorsqu’un matériau (de surface initialement chargée ou non') est placé en contact avec un électrolyte,
une structure en double couche électrique (EDL'!) apparait aux abords de sa surface. S’il existe
différents modeles d’EDL, celui de Gouy-Chapman-Stern est I’'un des plus couramment utilisés.
Restant suffisant pour présenter les phénomeénes mis en évidence dans nos travaux, seul ce modele
sera pris en compte dans ce manuscrit.

Les charges de surface attirent une premiére couche compacte dite de « Stern » composée de contre-
ions (de charge opposée) immobiles compensant une partie du potentiel de surface. Une seconde
couche dite « diffuse » est ensuite formée (Figure 1.13). Celle-ci est composée de contre-ions et de
co-ions (minoritaires) mobiles sous I’effet de la compétition des effets électrostatiques et
thermodynamiques [59]. L’épaisseur de cette EDL dépend en particulier de la force ionique et de la
température.

On notera ensuite que le plan de cisaillement, correspondant a I’interface entre les couches compacte
et diffuse, est caractérisé par le potentiel z&ta (£), un parametre particuliérement critique sur la faculté
des particules a se déplacer sous I’effet d’un champ ¢électrique.

12 PolyStyréne Latex
" La surface peut se charger par dissociation ionique et sous 1’effet de I’adsorption d’espéces chargées [59].
' Electrical Double Layer
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Figure 1.13 — Modeéle EDL d’une particule. Les charges de surface (ici négatives) apparaissant
lorsque la particule est plongée dans un électrolyte, attirent des contre-ions (positifs) dans une
premieére couche compacte dite de Stern. La couche mobile ou diffuse correspond ensuite a la zone
d’attraction d’ions qui sont également soumis a des forces thermodynamiques. Le plan de cisaillement
correspond a l'interface entre les charges fixes et mobiles.

=  Composition et propriétés diélectrique d’une cellule

La cellule, unité fonctionnelle a la base de tous les organismes vivants (hormis les virus), est formée
d’un cytoplasme entourée d’une membrane plasmique. Cette membrane, de 2 a 10 nm [60], joue un
role de barriére et assure I’intégrité de la cellule. Constituée principalement de lipides et de protéines,
elle est sélectivement perméable aux petites molécules (O,, H,0) et imperméable aux ions
inorganiques (CI,, K*, Na'...). Elle est dite alors « semi-perméable », une propriété ayant notamment
un role essentiel dans le maintien de la composition des cellules et dans leur contréle de la circulation
des signaux a I’intérieur et a I’extérieur.

Chez certaines cellules (végétales, levures, bactéries...), la membrane est recouverte d’une paroi, une
protection supplémentaire qui leur permet notamment d’€tre moins sensibles aux phénomeénes
osmotiques. Ce n’est pas le cas des cellules HEK-293 utilisées dans nos travaux, qui sont en revanche
recouvertes d’un glycolalyx perméable aux ions. Cette couche glucidique visqueuse recouvrant la
membrane assure des fonctions diverses telles que I’adhésion avec d’autres cellules mais également la
protection de la membrane [61]. La présence de cette forte densité de glucides a I’extérieur de la
membrane induit la formation d’une charge de surface par la prédominance de fonctions carboxylates
et phosphates chargées négativement a pH physiologique [62]. Cependant, la structure particuliére du
glycocalyx impose une répartition ionique de surface différente de celle prise en compte dans le
modele de Gouy-Chapman-Stern (Figure 1.14).
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Figure 1.14 — Comparaison des phénomenes de réarrangement ionique associés a la présence de
charges de surface sur une bille homogene (a gauche) et une cellule animale (a droite). Cette derniere
est caractérisée par la présence d’'une membrane plasmique entourée d’une couche de glycocalyx. Les

potentiels sont représentés en valeurs absolues. Schéma réalisé d’apreés [63].

Le modele cellulaire de la variation du potentiel de surface est assez complexe et reste peu décrit. A
I’instar de beaucoup de phénomeénes biologiques, il varie sensiblement avec le type de cellules. Si I’on
considére un cas général, la charge de surface d’'une membrane, définie par le potentiel de Donnan
(Wp), attire une premiére couche de contre-ions diffusant dans le glycocalyx et masquant ce potentiel
(Figure 1.14). La surface de la cellule est alors caractérisée par un potentiel ¥y dépendant donc de Wp,
de I’épaisseur du glycocalyx et de la concentration en contre-ions. Ce potentiel de surface conduit
ensuite a la formation d’une couche diffuse, caractérisée par la longueur de Debye (Ap), conformément
au modele EDL de Gouy-Chapman-Stern. On notera que 1’épaisseur du glycocalyx (de 1’ordre de 10
nm) est environ 10 fois supérieure a celle de la longueur de Debye dans les conditions physiologiques
(soit 1 nm).

=  Modéles électriques des particules

Les microbilles constituées d’un polymeére (PSL) peuvent étre considérées €lectriquement comme des
sphéres homogénes dont les propriétés électriques dépendent du matériau (conductivité 10° S.m™ et
permittivité relative 2.55 pour le latex), mais leur modéle électrique tient généralement compte de la
charge de surface. La conductivité d’une particule (o,,) est donnée dans I’équation suivante :

2K

Op = Opbulk + (Equation 1.1)

ou ok représente la conductivité du matériau constituant la particule (négligeable dans le cas du
latex), K est la conductance de surface (ordre de grandeur 1 nS), et r désigne le rayon de la particule
[64]. Comme indiqué par cette équation, I’influence de la charge de surface sur le comportement de la
particule en présence d’ un champ électrique augmente lorsque la taille de la particule diminue.
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Les cellules sont formées de plusieurs compartiments de propriétés électriques différentes. Il est
donc nécessaire d’adopter un modéle a plusieurs couches pour les modéliser. On parle plus
couramment de modéle « multi-shell », pour lequel chaque couche est caractérisée par des propriétés
diélectriques propres (conductivité et permittivité).

La structure de base, qui peut étre appliquée dans le cas de cellules de composition simple, est
constituée d’une membrane entourant un cytoplasme, tous deux étant considérés comme
¢électriquement homogenes. C’est le modéle « single-shell » particulierement adapté aux cellules
possédant un petit noyau (Figure 1.15):

- La membrane plasmique, particuliérement isolante du fait de sa composition, présente une
faible conductivité comprise entre 10® et 10* S/m. On I’assimile souvent a un condensateur
dont la capacité est exprimée relativement a la surface membranaire. Sa valeur est
typiquement de I'ordre de 1uF/cm? [65]. Sa permittivité¢ relative varie en fonction de sa
composition, elle est située dans la gamme 2-10 [62].

- Le cytoplasme des cellules est classiquement composé de nombreux ions (K*, Mg®*, Na*’,
HCOy), protéines, acides nucléiques et autres molécules, et généralement modélisé comme un
diélectrique avec pertes, dont la permittivité relative et la conductivité varient respectivement
dans les gammes de 50-200 et 0,1-10 S/m [62].

On notera cependant que ce modéle ne prend pas en compte la présence d’organites membranaires
cytoplasmiques (noyau et vésicules) de propriétés diélectriques comparables a celles de la membrane
plasmique' [66][67][68]. Néanmoins le modéle « single-shell » est le plus couramment utilis¢, dans la
mesure ou il refléte bien la composition typique d’une cellule [66][69].

Membrane

6 =10%-10"S/m Cytoplasme
C,= 1 pF/em? 6,=0,1-10S/m
£=2-10 £,=2-10

=

Figure 1.15 — Modéle« single-shell » d’une cellule. La membrane est considérée comme une capacite,
tandis que le cytoplasme est assimilé a une sphére homogeéne assez conductrice.

III.1.b Meécanismes de polarisation des particules

Lorsqu’une particule diélectrique, bille ou cellule, est soumise a un champ électrique, différents
phénomeénes de polarisation peuvent intervenir. Si ceux-ci dépendent des propriétés de la particule,
nous comprendrons a travers les notions de relaxation et de dispersion que la fréquence du champ est
particuliérement critique sur ces mécanismes.

15 : .
Dans une certaine gamme de fréquences
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=  DC et basses fréquences : déformation de I’EDL et relaxation des contre-ions

On rappelle que la charge de surface d’une particule attire un nuage de contre-ions selon le modéle
EDL décrit précédemment. Considérons maintenant cette particule placée dans un champ électrique
continu. Toute espéce chargée dans le milieu se déplace, sous ’effet de la force de Coulomb, en
direction de I’une ou I’autre des électrodes (en fonction de son signe). Les contre-ions sont attirés a la
fois par la particule et par I’électrode. Ceci conduit a la déformation de I’EDL. Cette nouvelle
répartition non sphérique des contre-ions de I’EDL peut alors étre considérée électriquement comme
un dipo6le induit parall¢le au champ appliqué.

Figure 1.16 — Illustration de la déformation de I’EDL d’une particule soumise a un champ électrique
(E). Les charges de la couche de Stern s accumulent préférentiellement d’un coté et la couche diffuse
s étire dans la direction du champ. Schéma réalisé d’apres [64][70].

Conformément au modele d’EDL, les ions de la couche diffuse sont attirés par la charge de surface de
la particule sur une distance caractérisée par la longueur de Debye (Ap). Cependant Ap augmente
lorsque la concentration ionique du milieu diminue [59]. Si I’on considére I’exemple d’une particule
en suspension dans une solution de KCl de 1 M ou de 10° M, les Ap sont alors respectivement de 0.3
nm a 90 nm conformément a 1’équation de Poisson-Boltzman (augmentation d’un facteur 300). Ceci
signifie que plus la concentration ionique du milieu est faible, plus la double couche se déformera
facilement sous I’effet d’un champ extérieur. Le moment dipolaire induit est donc plus important a
faible concentration.

Examinons maintenant les conséquences de 1’application d’un champ alternatif sur ’EDL. Lorsque la
fréquence du champ est basse, les contre-ions de la couche diffuse se déplacent sur de larges distances
(comparables a la taille de la particule). Le dipole induit est alors important et parallele au champ
¢lectrique. Avec I’augmentation de la fréquence, la double couche n’a plus le temps de se déformer et
ce mécanisme de polarisation cesse de dominer.

Le modele de Schwartz [71] décrit le déplacement des contre-ions autour de la particule comme étant
le résultat d’une compétition entre la déformation de la couche diffuse sous I’effet du champ, et du
processus de diffusion qui tend a rééquilibrer la distribution sphérique [72]. Ce phénomene de
polarisation disparait avec 1’augmentation de la fréquence du champ électrique ce qui se traduit par
une diminution de la permittivité (dispersion dié¢lectrique) d’une quantité :

_ 1 e(Q)CL‘T 0 (Equation 1.2)
1+ ij EOk'BT

€

ou ¢, désigne la charge d’un contre-ion, a, le rayon de la particule, oy, la densité de charges de surface,
kg, la constante de Boltzmann, et 7, la température.
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Le temps de relaxation (zp) associé a ce phénomene dépend de la taille de la particule et est décrit par

I’équation suivante :

a? a?

'TD = = .
2ukgT 2D (Equation 1.3)

avec u, la mobilité mécanique d’un contre-ion, et D, la constante de diffusion d’un contre-ion. La

dispersion correspondante est notée dispersion « @ ».

Dans le cas d’une particule micrométrique, la fréquence de relaxation est habituellement inférieure au
kHz [72][73]. En basse fréquence, le phénoméne de polarisation li¢ a la déformation du nuage de
contre-ions domine. Au-dela, un autre phénomeéne de polarisation 1’emporte. Il trouve son origine dans
la différence de propriétés diélectriques entre la particule et son milieu de suspension. Ce phénomene,
dit de Maxwell-Wagner, est donc un mécanisme de polarisation interfaciale.

= Polarisation interfaciale et relaxation de Maxwell-Wagner

Considérons une particule diélectrique en suspension dans un électrolyte. Lorsqu’un champ électrique
est appliqué, une accumulation de charges se produit de part et d’autre de [|’interface
particule/électrolyte. En raison de leur différence de propriétés électriques, cela peut conduire a la
formation d’un dipdle net sur la particule (Figure 1.17). On notera que ce phénomeéne est d’autant plus
prononcé que les propriétés des matériaux sont éloignées. Il se manifeste notamment dans les milieux
biologiques tels que les cellules compte-tenu des différences de propriétés entre membrane et
cytoplasme [62].

Figure 1.17- Simulations Comsol® présentant le phénoméne de polarisation interfaciale. (a) La
particule est plus polarisable que le milieu de suspension, le dipéle net induit est alors orienté dans le
sens du champ. (b) Le milieu est plus polarisable que la particule, le dipdle net induit est orienté dans

le sens inverse du champ (c) La polarisabilité de la particule et du milieu sont identiques.
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Comme [’ensemble des phénoménes de polarisation, celui de Maxwell-Wagner est limité en
fréquence. Son temps de relaxation (zyw) est défini [74] par:
T & 2m Equation 1.4
MW — — 5 ation 1.
O.p —l_ 2 O.m ( qu )
avec g/, les permittivités respectives de la particule et du milieu, et o,/0,, leurs conductivités
respectives.

Dans le cas d’une cellule, on distingue toutefois généralement deux relaxations. La premiére est due a
la nature capacitive des membranes, la seconde, observée a des fréquences plus élevées, est liée a la
différence de conductivité entre le cytoplasme et le milieu extracellulaire [57][75]. Intervenant jusqu’a
une centaine de MHz, cette dispersion est parfois appelée « B ».

= Dispersion y

Les molécules dépourvues de symétrie sont naturellement polaires et donc caractérisées par un
moment dipolaire permanent'®. Cette polarisation intrinséque confére a ces molécules la possibilité de
s’orienter lorsqu’elles sont soumises a un champ électrique. On parle alors de polarisation dite
« d’orientation » ou « dipolaire ».Ce phénomene, également limité par la fréquence du champ
¢électrique, est caractérisé par une fréquence de relaxation associée a une chute de la permittivité du
matériau. C’est la dispersion « y », apparaissant classiquement autour de 20 GHz.

Cependant, ce mécanisme intervenant bien au-dela des fréquences auxquelles se limitent nos travaux,
celui-ci ne sera pas pris en compte dans ce manuscrit.

= Synthése

Lorsqu’une particule diélectrique (en suspension dans un électrolyte) est soumise a un champ
¢lectrique, différents mécanismes de polarisation peuvent se manifester. Si a basse fréquence, c’est la
déformation de ’EDL qui dicte la répartition des charges autour de la particule, I’augmentation de la
fréquence conduit a la prédominance des phénoménes de polarisation interfaciale. Les conséquences
de ces phénomenes de polarisation sur le comportement des particules sont décrites dans la suite.

II1.1.c Phénomenes électrocinétiques associés

Ce paragraphe est axé sur la description des principaux phénomenes électrocinétiques associés a la
polarisation de particules. Seront ainsi décrits 1’électrophorése, observée principalement en continu,
mais également la diélectrophorése et les phénomenes d’interaction dipolaires a 1’origine de la
formation de filaments de particules. Enfin seront présentés des phénoménes plus rarement décrits tels
que I’¢lectrorotation et la formation de bandes non alignées sur la direction du champ.

= Electrophorése

L’électrophorése se définit comme le phénomene de déplacement de particules chargées sous 1’effet
des forces de Coulomb. Ainsi, lorsqu’un milieu est soumis a un champ électrique continu et uniforme,
I’ensemble des espéces anioniques et cationiques migrent respectivement vers 1’anode et la cathode.
Cette technique est 1'une des principales méthodes de séparation ou de caractérisation de molécules
(ADN, protéines) utilisées en biochimie [76].

16 T A . . (.
C'est-a-dire méme en absence de champ électrique extérieur.
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Considérons a présent le cas d’une particule non chargée placée en suspension dans un électrolyte.
Celle-ci acquiert une charge de surface, par dissociation ionique ou adsorption d’espéces chargées
présentes en solution, attirant progressivement des contres-ions du milieu. Le déplacement
¢lectrophorétique d’une particule diélectrique est alors issu de I’interaction entre le champ électrique
et cette charge de surface. Cependant, a notre connaissance, peu de travaux portant sur
I’électrophorése de cellules sont référencés dans la littérature.

L’aptitude d’une particule a se déplacer par électrophorése est le résultat d’une opposition entre la
force de Coulomb et la force de frottement subie par la particule caractérisée par la loi de Stokes. Sa
mobilité électrophorétique dépend donc de sa taille, du champ appliqué, mais également de la
température et de la concentration ionique du milieu (agissant directement sur le potentiel zéta [77])
[63].

Les effets ¢lectrophorétiques subis par une particule micrométrique disparaissent au-dela de quelques

Hz, en raison de son inertie qui limite son déplacement. La double couche continue cependant de se
déformer jusqu’a des fréquences pouvant atteindre quelques dizaines de kHz [72].

= Diélectrophorese (DEP)

Une particule neutre polarisée sous 1’effet d’un champ alternatif uniforme ne subit donc aucun
mouvement au dela de quelques Hz (fréquence limite des phénomeénes électrophorétiques). Cependant,
si la particule est placée dans un champ non uniforme, elle peut se déplacer par diélectrophorése [57]
sous ’effet d’une force Fpgp décrite par:

Fpep = 27T€0€ma3 R@[fCM(w)]VEz (Equation 1.5)

avec a le rayon de la particule, g, la permittivité¢ du vide, ¢,, la permittivité relative du milieu, Re/fcu/
la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti, et E le champ électrique efficace.

L’expression de la force met ici en évidence 1’absence de DEP lorsque le champ est homogeéne
(VE*=0). Le sens de la force diélectrophorétique ne dépend pas du sens du champ (E?) mais du signe
de la partie réelle du facteur de Clausius Mossotti (fcy). Sous sa forme complexe, le foy est défini par:

* *
€ — €

fCM( ) — p 6* - 606 jo-
w N —— — 4 .
€5+ e W (Equations 1.6 et 1.7)

avec o, la fréquence angulaire du champ électrique, &,* et ¢,* respectivement les permittivités
complexes du milieu et de la particule, ¢ la permittivité relative, ¢, la permittivité du vide, et o la
conductivité.

Le fcm dépend donc des propriétés respectives de la particule et de son milieu d’immersion, ainsi que
de la fréquence du champ. Sa partie réelle peut varier entre -0.5 et +1. Lorsque Re[fcm] > 0, la
particule, plus polarisable que le milieu (cf. Figure 1.17), se déplace vers les maxima de champ sous
I’effet de la DEP positive (pDEP). Inversement, pour Re[fcm] < 0, la particule est moins polarisable
que le milieu (cf. Figure 1.17) et se déplace a I"opposé du gradient, vers les zones de champ
minimum. On parle alors de DEP négative (nDEP).
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Figure 1.18 — Illustration des phénomenes de diélectrophorese positive (pDEP) et négative (nDEP).
Schéma réalisé d’apres [78].

D’aprés les équations 1.6 et 1.7, le fcy est dominé par la conductivité aux faibles fréquences (w petit)
[57]. A 'inverse, ’influence de la permittivité devient prépondérante pour les hautes fréquences (w
grand). Dans ces deux cas extrémes, le fcy est alors respectivement décrit les équations 1.8 et 1.9 :

foM(worand) = =
(Wgrand) €p + 2€m

fCM(wpem't) - o) i 2Jm

L’augmentation de la fréquence peut conduire au changement de signe de Re[fcy]. Ce phénoméne
correspond a la relaxation interfaciale. La fréquence de transition, pour laquelle Re[fcy] devient nulle,
est couramment appelée fréquence de « cross-over » [57]. Il s’agit de I’inverse du temps de relaxation
interfaciale Ty introduit précédemment (Equation 1.4).

Le spectre diélectrophorétique représente 1’évolution des parties réelle et imaginaire du fcy en
fonction de la fréquence (Figure 1.19). La partie réelle décrit la polarisabilité de la particule, tandis
que la partie imaginaire, liée aux pertes diélectriques, indique si celles-ci sont plus importantes dans la
particule ou dans le milieu d’immersion [79].
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Figure 1.19 — Evolution des parties réelle et imaginaire du facteur de Clausius-Mossotti en fonction
de la fréquence pour des cellules DS19 suspendues dans un milieu de conductivité 56 mS/m.
Figure issue de [80].
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Le premier pic d’intensité de la partie imaginaire du fcy intervient a la fréquence de « cross-over »
(f.). Celle-ci correspond au changement de signe de la partie réelle du fcy. Elle est caractéristique de la
premicre relaxation due a la membrane plasmique de la cellule (polarisation de Maxwell-Wagner)
[70].

Le fcm dépendant des permittivités complexes de la cellule et du milieu, un certain nombre de
parametres peuvent avoir une influence critique sur le spectre di¢lectrique d’une cellule. La littérature
présente de nombreux cas d’étude de I’impact de paramétres tels que la conductivité du milieu [81] ou
la taille de la cellule [57] (Figure 1.20). Intervenants dans 1’expression de &,*, les paramétres de la
membrane (conductance G, épaisseur, capacité C,,) et du cytoplasme (permittivité &., conductivité o)
ont aussi une influence sur le spectre diélectrophorétique. La DEP est ainsi particuliérement adaptée
pour positionner ou séparer des particules selon leur propriétés dié¢lectriques [57].
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Figure 1.20 — Influence (A) de la concentration du milieu [81], (B) de la taille de la cellule [57] et (C)
de lintégrité de la membrane [82] sur le spectre diélectrophorétique d’une cellule (single-shell).

= Interaction dipdle-dipole

On rappelle qu’une particule placée dans un champ uniforme alternatif se polarise mais reste statique
(au-dela du kHz) en raison de la compensation des forces de Coulomb s’exercant sur les charges
opposées (Figure 1.17). Cependant, la présence d’autres particules a proximité peut conduire a des
interactions entre les dipoles voisins. On parle alors de DEP mutuelle, plus couramment appelée
interaction dipdle-dipdle [73]. Dés que I’attraction dipolaire est supérieure a 1’énergie thermique du
milieu, les particules s’alignent pour former des chaines [74] (Figure 1.21).
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Figure 1.21 — Mécanisme d’interaction dipole-dipole. Chaque particule est polarisée sous [’effet du
champ (E) et présente un dipdle induit dont le sens dépend du signe de Re[fcy]. Ce dipdle net peut
interagir avec celui d 'une particule voisine et conduire a la formation d’une chaine.
Schéma réalisé d’apres http://nanoparticles.org/
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Les alignements en chaines issus d’une interaction dipolaire ont été présentés dans un certain nombre
d’articles de référence [72][83][84][84]. Tous mettent en évidence ’influence du rapport entre les
¢énergies d’attraction dipolaire et thermique. Ce rapport (L) est notamment simplifié¢ par Mittal et al
[73] sous la forme :

mema’ (Re[fou] E)?
kgT

A= (Equation 1.10)

A décrit la transition ordre-désordre du systéme. Les particules s’alignant lorsque 4 >> 1, ceci met en
évidence I'influence du fcy, mais également de I’intensité du champ appliqué. Il existe donc une
valeur de champ limite a partir de laquelle la force d’interaction devient suffisante pour permettre la
formation de chaines [74].

= Electrorotation

L’¢lectrorotation traduit le mouvement d’une particule en rotation sous I’effet d’un champ électrique.
Ce phénomene est classiquement obtenu lorsque la particule est placée dans un champ tournant
(Figure 1.22) dont la fréquence est suffisamment ¢levée pour induire déphasage temporel du dipdle
induit sur le champ tournant [74][70]. Ce déphasage se traduit par un couple s’exercant sur la
particule. Il est décrit par 1’équation suivante [62]:

I' = —4mea®Im[fon E? (Equation 1.11)

avec I le couple (N/m), et Im[fcy,] la partie imaginaire du fcy. Le signe négatif marque le retard du
dipdle par rapport au champ.

90°

Figure 1.21 — Systeme d’électrodes pour lequel les tensions appliquées a deux électrodes adjacentes
sont déphasées de 90°. En fonction du déphasage entre le moment dipolaire induit (M) et le champ
électrique (E), le couple (I') met la particule en mouvement dans le sens inverse ou identique a celui
du champ électrique appliqué. Image tirée de [64].

Le sens du couple dépend directement du signe de la partie imaginaire du fcy [74]. Ainsi, pour Im[fcy]
positif, correspondant a un déphasage compris entre 0 et 180°, la particule et le champ tournent en
sens contraires. Inversement, quand Im[fcy] est négatif, soit pour un déphasage compris entre —180° et
0°, la particule tourne dans le méme sens que champ.

La technique d’électrorotation est essentiellement employée pour déterminer les caractéristiques

diélectriques de cellules uniques (notamment C,, G,, o, et &.). Elle permet en effet de remonter a la
signature diélectrophorétique d’un type de cellule, car I’évolution fréquentielle de la partie imaginaire
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du fou peut étre directement déduite de celle de la vitesse de rotation [62][70]. Cette méthode a
d’ailleurs derniérement été utilisée par Zimmermann et al [85] pour caractériser le spectre
d’¢lectrorotation des cellules HEK-293, qui sont utilisées dans ce manuscrit.

D’autre part, I’expérience d’électrorotation permet la caractérisation de la structure interne de la
cellule et est suffisamment sensible pour détecter la présence de parasites [86] ou méme différencier
des sous populations de cellules [87] (Figure 1.22).
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Figure 1.22 — Mise en évidence de !'influence des propriétés diélectriques des cellules sur leur vitesse

d’électrorotation. (A) Cellules infectées (®) ou non (o) par un parasite (Plasmodium falciparum)
[86].(B) Sous-populations de leucocytes [87].

Cependant, des phénomenes de rotation de cellules peuvent également intervenir en présence d’un
champ électrique fixe. Holzapfel er al [88], ont été¢ les premiers a observer ces mécanismes sur
plusieurs cellules se trouvant a proximité les unes des autres. Ils décrivent alors cet effet comme le

résultat d’une polarisation mutuelle des particules.

—

Le moment dipolaire (m ) induit au sein d’une particule est proportionnel au champ appliqué (E ),
mais présente un retard de phase par rapport a ce dernier d’un angle ® (Figure 1.23). Cet angle est
maximal (£ 7/2) a la fréquence de relaxation de Maxwell-Wagner.

Im

m = 47T606ma3fCM§

l_n}\i’ e Re

Figure 1.23 - Les pertes, mises en évidence par la partie imaginaire du fcy, entrainent un déphasage
temporel (@) entre le moment dipolaire induit et le champ appliqué.

Considérons deux cellules voisines soumises a un champ électrique ( £ ). Le moment dipolaire (1)
de la particule 1 induit un champ électrique E: a I’emplacement de la particule 2. Ce champ E,
engendre a son tour un moment dipolaire m, sur la particule 2 qui s’ajoute au moment m; déja

— — —

présent. Le moment résultant m .« = m +m> n’est pas aligné avec E;+E 2, ce qui crée un couple
(M) entre les 2 particules [72][84].
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L’expression du couple est la suivante:

2s1n6.cosb ]
M= —Foaw(l — ¢082¢) (Equation 1.12)
Avec F,= 6mgpsa’fon’Eo’, a le rayon des particules et r leur espacement. 8 correspond a 1’angle formé
entre la direction du champ et la ligne reliant deux particules voisines

Le couple M est donc [72][84][88] :
- nul pour ® = 0, autrement dit I’existence de ce couple est li¢ au retard de polarisation
- maximal pour un déphasage temporel ® =+ w/2, obtenu a la fréquence de relaxation
- maximal pour un angle 6 = 45° comme présenté sur la Figure 1.24.

Il est a noter que ce phénomene a pu étre observé sur des billes en basse fréquence [84] ou sur des
cellules autour de quelques dizaines de kHz [88]. Il est maximisé autour de la fréquence de relaxation
du phénoméne de polarisation prédominant (polarisation de la double couche dans le cas des billes,
polarisation interfaciale dans le cas des cellules).

$ o [ % ¢

O=0° 0=o90° O=-45° 0= +as5°

L J L J

Aucune rotation Rotation maximale

Figure 1.24— Schéma des différentes positions relatives entre deux cellules. Lorsque [’angle formé
entre la direction du champ et [’axe entre les deux cellules, est différent de 0° ou 90°, la polarisation
mutuelle induit la rotation des cellules. La vitesse de rotation est maximale pour un angle de 45°.
Réalisé d’apres [88]

= Bandes, zigzags et vortex

En 1993, les travaux de Hu ef al [72] mettent en évidence des instabilités hydrodynamiques lorsque
des microparticules (PSL) sont placées dans un champ électrique de fréquence comprise entre 2 et 200
kHz. Les auteurs observent alors la formation de bandes circulantes non alignées dans le sens du
champ. Ces phénoménes, parfois appelés « zigzag » ou « vortex » [84][73] sont décrits comme la
conséquence des interactions mutuelles entre particules voisines entrainant leur rotation (Figure 1.24)
et celle de la double-couche entourant chacune d’elles. Ceci introduit une dissymétrie dans le flux des
contre-ions et a pour effet la création d’un dipdle qui n’est pas orienté dans la méme direction que le
champ appliqué, ce qui explique I’inclinaison des bandes (Figure 1.25).

(a) (b)

Figure 1.25 — (a) Configuration initiale de 50 particules placées aléatoirement dans une région
donnée. (b) Formation d’une bande circulante inclinée par rapport au champ appliqué [72].
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= Synthése

Tous les phénomenes électrocinétiques observés sur des particules dépendent donc directement des
différents mécanismes de polarisation. Ceux-ci sont dirigés par les paramétres du champ électrique,
mais sont également fonction des propriétés diélectriques des particules.

Lele et al [84] ont synthétis€ 1’ensemble des comportements observés pour une suspension de
microbilles en fonction des parametres du champ électrique (fréquence, intensité). Le diagramme
présenté¢ sur la Figure 1.26 met en évidence les principaux phénomeénes rencontrés a savoir les
alignements dipolaires et les vortex.

12000 _
¥ Random dispersion
O Chains
E Chains and Bands
10000 — B Bands o
‘T 8000-— u s =§ @ o
= Bands and vartices .
|.|£ 6000 — u u o o
E Chains o
4000 —m ] m] (m] *
E 3
2000 % ¥ * *
W Random dispersion
678 | 2 3 45678 ) 2 3

frequency v (Hz)
Figure 1.26 — Diagramme de synthése des phénomeénes observés par Lele et al [84] pour une
suspension de particules de polystyréne placées dans un champ alternatif.

Le comportement d’une cellule polarisée est plus complexe du fait de sa composition. Les cellules
peuvent étre manipulées séparées ou caractérisées par diélectrophorése. La technique est en effet
particuliérement sensible aux propriétés diélectriques mais également a la taille des cellules. Au-dela
des aspects de caractérisation et de séparation, l’utilisation de champs électriques intense peut
¢galement conduire la formation de pores dans la membrane et conduire a sa destruction. C’est le
phénomeéne de lyse auquel le paragraphe suivant est consacr¢.

III.2 Lyse cellulaire en microsysteme

Comme décrit précédemment, la membrane plasmique est une barriére semi-perméable permettant de
réguler spécifiquement les entrées-sorties de molécules dans la cellule. Ceci conduit a conserver une
différence de potentiel entre les milieux extra et intracellulaire. Le potentiel transmembranaire (TMP)
est ainsi le résultat d'une distribution inégale d’ions et de macromolécules chargées de part et d'autre
de la membrane. Cependant, 1’application d’un champ électrique pulsé entraine une accumulation de
charges de part et d’autre de la membrane plasmique. Ceci entraine la modification du TMP et peut
conduire a la formation de pores a travers la membrane cellulaire. On parle alors
d’électroperméabilisation, un phénoméne induisant I’augmentation significative de la conductivité de
la membrane. Son étude a notamment conduit au développement de plusieurs applications notamment
thérapeutiques [89].
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= Théorie de 1’électroporation

Un champ électriqueE extérieur induit une accumulation de charges de part et d’autre de la
membrane. Cette différence de potentielle « induite » A¥; se superpose au TMP « intrinséque » de la
cellule (de rayon r) (Figure 1.27.a). L’augmentation du champ conduit a la dégradation de la
membrane a partir d’un potentiel critique W, (Figure 1.27.b). Néanmoins, la géométrie de la cellule
induisant une répartition inhomogéne des lignes de champ, ce potentiel critique n’est pas atteint
simultanément sur toute la surface de la membrane (Figure 1.27.c).

(c) E>>E,
/-—\q’
[ \
L) 1
1 1
\ 1

Figure 1.27 — (a) Représentation des potentiels intrinseques (TMP) et induits (AY;) par le champ
électrique E. a représente [’angle entre la direction du champ électrique et la tangente a la
membrane. (b) A partir d’'un champ critique (E. typiquement 1 kV/cm [90]), un pore est formé sur la
membrane au point ou le potentiel est le plus élevé (cos a. = 1), on parle de potentiel critique (‘¥.). Si
[’on augmente le champ, le potentiel critique est progressivement atteint pour des cos o. de plus en
plus faibles. Schéma réalisé d’apres [91] et [69].

L’effet du champ est classiquement décrit par la relation de Schwann [92] qui tient alors compte des
propriétés biologiques et €lectriques de la cellule (f;) mais également de 1’aspect cinétique de la
déformation de la membrane (constante de temps de charge 1) :

—1
AV, = fs.E.r.cos(a).(1 —exp™) (Equation 1.13)
Avec :
I = 300(3drio; + (3dr — d®)(om0;)) T=— rCm
* 2r3(0y, + 200)(0m + 0,50) — 2(r — d)3(0g — 0 (05 — o) —20(2042;7; + gam

ou 6, 0y et o;, les conductivités respectives du milieu, de la membrane et du cytoplasme (S/m), r le
rayon de la cellule (~ 5 pm), d I’épaisseur de la membrane (~ Snm) et C,, la capacité de la membrane
(~ 107 F/m).

Dans les conditions physiologiques classiques, 6, (<107 S/m) est largement inférieure a o; (0.2 S/m),
et si I’on considére le temps de charge de la membrane (t ~ ps) inférieur a la durée du pulse,
I’équation 1.13 peut se simplifier:

AV, = 1,5Frcos(«) (Equation 1.14)
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Les mécanismes de formation des pores sont particuliérement complexes et ont fait I’objet de
nombreux travaux [90][93]. Le détail de ces phénoménes n’aidant pas particuliérement a la
compréhension des mesures effectuées dans ce manuscrit, je me contenterai d’en présenter bricvement
les grandes lignes.

Selon I’énergie apportée a la membrane, les pores formés sont d’abord hydrophobes, c'est-a-dire de
simples espacements entre les lipides membranaires dus aux fluctuations thermiques, puis a partir d’un
certain diametre, deviennent hydrophiles par recombinaison des lipides. La théorie est ainsi basée sur
le principe thermodynamique de minimisation d’énergie [92]. Seul ce dernier type de pore permet le
passage d’ions et d’autres molécules solubles. Ensuite, aussi longtemps que la tension de seuil est
maintenue, le nombre et le diamétre des pores augmentent constamment, on parle de phase
d’extension. On distingue alors deux issues selon les paramétres du champ [93].

La formation des pores peut notamment étre réversible, c'est-a-dire que la membrane finit par se
reformer aprés 1’arrét du champ. Cette étape peut prendre de quelques secondes a plusieurs minutes
[92]. Ce cas de figure a conduit a I’¢laboration de plusieurs applications thérapeutiques. Les exemples
les plus courants sont le transfert de génes (thérapie génique) [89], I’¢électrochimiothérapie [94] ou
encore 1’¢lectrofusion cellulaire [69]. Nous y reviendrons dans la suite du manuscrit.

En revanche, si le champ dépasse un seuil de perméabilisation réversible [91], la membrane ne
pouvant plus se reformer, se fractionne. On parle alors de lyse cellulaire servant dans la grande
majorité des cas d’étape préliminaire a I’étude de la composition cellulaire.

= Lyse cellulaire en microsystémes

Dans le cas d’un systéme microfluidique, la lyse de cellule peut s’effectuer mécaniquement [95],
thermiquement [96], chimiquement [96] et comme abordé ci-dessus par électroporation irréversible.
L’utilisation de champs électriques étant particuliérement adaptée a une utilisation en microsystéme,
cette méthode s’est donc naturellement imposée. En effet, les distances entre les électrodes d’une puce
microfluidique peuvent étre micrométriques grace a I’utilisation de la photolithographie. Ainsi une
faible différence de potentiel est suffisante pour appliquer des champs électriques trés élevés dans les
régions inter-électrodes.

Par exemple, le champ électrique typiquement utilisé pour déstructurer une membrane plasmique est
de l'ordre de 1 kV/em [90]. Ainsi, pour une distance inter- électrodes de 1 cm, il est nécessaire
d’appliquer une tension de 1 kV. En revanche si cette distance est de 100 um (soit une dimension
habituellement retrouvée en microfluidique), cette tension passe a 10 V.

L’analyse des contenus intracellulaires est essentielle pour de nombreuses études biologiques
fondamentales et nécessite cependant la destruction de la membrane [97]. L’émergence des
microsystémes dans le domaine de la manipulation de cellules a donc rapidement conduit a la
réalisation de dispositifs dédiés a la lyse. On notera néanmoins qu’ils sont encore majoritairement
limités a I’étude de la faisabilité et la mise au point des paramétres optimaux. Quelques exemples
récents démontrent cependant la volonté d’intégrer la fonction de lyse en amont de modules dédiés a la
séparation [98] et/ou I’analyse des lysats cellulaires [99].

Le Tableau 1.4 recense quelques-uns de ces microsystémes.
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Références [99] [100] [98] [101] [102] [103]
Type AC AC AC DC DC DC
Parametres| Potentiel 6-8,5V >20V 55V 0-200V 0-20V 0-35V
électriques Pulse 10 - 100 ms 1 ms 0,1-1s
Fréquence | 5-10kHz |0,1-1MHz| 50kHz
Matériau Or Or Platine Platine (fil) Or Cuivre
Electrodes Distance |30-130 um 10 uym - 7 mm 60 um 20 um
Epaisseur | 50 um 60nm | 200nm | 2000m [ 50 um
Géométrie dentelée | constriction [ constriction | constriction | dentelée | cylindrique
Cellules HT29 A431 Levure CHO Végétale | Leucocyte
Conditions [  Nombre > 100 <10 > 100 <10 > 100 <10
Déplacement | Mouvement | Stationnaire | 300 pm/s | Mouvement | Stationnaire | 50 pm/s
Applications | Préparation Etude Etude Préparation | Préparation Etude

Tableau 1.4 — Tableau récapitulatif (liste non exhaustive) des principaux systemes microfluidiques
dédiés a la lyse de cellules trouvés dans la littérature.

Si les premiéres expériences de lyse ont été effectuées a I’aide de champs pulsés, la tendance actuelle
est a 'utilisation de champs alternatifs. On notera cependant qu’a I’inverse de 1’électroporation, la
mise au point des parameétres de lyse n’est pas particuliérement critique, puisqu’il suffit de dépasser le
seuil de perméabilisation réversible.

Dans le cas de lyse par champ pulsé, la durée des impulsions est relativement importante pour assurer
la formation d’un grand nombre de pores. Il s’agit d’ailleurs généralement d’une seule impulsion
classiquement comprise entre 10 ms et 1 s (Tableau 1.4). Son amplitude doit &tre supérieure au
potentiel critique, afin d’assurer la non réversibilité des pores. De maniére générale, c’est le rapport
entre la durée et I’amplitude du pulse qui détermine I’efficacité de la lyse. Ainsi, une faible durée de
pulse peut étre compensée par une forte amplitude, et inversement.

L’application de pulses trop long et de trop forte amplitude peut cependant parfois provoquer
I’¢lectrolyse de I’eau et I’apparition de bulles sur les électrodes. C’est pourquoi I’utilisation de champs
alternatifs a récemment été mise en avant [98].

La valeur du potentiel transmembranaire critique dépend alors de la fréquence du champ et d’une
constante de temps fonction des parametres de la membrane [88].

1
AV; = 1,5Frcos(a) ————— (Equation 1.15)
T+ (wr)?
rCh,
T= 2000; T
200+0; + Eo-m

Avec o, la fréquence angulaire du champ (rad/s) = 2xf, o,, o, et o;, les conductivités respectives du
milieu, de la membrane et du cytoplasme (S/m), r, le rayon de la cellule (~ 5 um), d, I’épaisseur de la
membrane (~ 5nm) et C,, la capacité de la membrane (~ 10” F/m ),
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L’évolution du potentiel transmembranaire induit en fonction de la fréquence est donc de type passe-
bas du premier ordre, avec une fréquence de coupure égale a 1/(2mr). Ainsi, dans le cas d’une
levure [98] 7 = 3.3.107s, la valeur du potentiel transmembranaire induit diminue au dela de 500 kHz
environ. Ainsi, pour lyser ces cellules avec une fréquence supérieure, il est nécessaire de compenser
avec I’augmentation de I’amplitude du champ.

Les paramétres de lyse sont assez variables selon les différents systémes retrouvés dans la littérature.
Ceci s’explique par la diversité de la géométrie des électrodes. En effet, méme si la distance inter-
¢électrodes est critique sur la valeur du champ, d’autres méthodes permettent d’augmenter localement
celui-ci. Les travaux se sont ainsi également focalisés sur la modulation des lignes de champ
principalement par des effets de pointes [99] ou par I'utilisation de zones isolantes [100] dont les
principes sont présenté sur la Figure 1.28.

(b)

Receiving Sample
Reservoir Reservoir

Cell movement

electrode tip

Figure 1.28 — Exemples de focalisation du champ électrique par effet de pointe [99] (a gauche) ou par
constriction du canal microfluidique [101] (a droite)

L’intérét de I'utilisation d’¢lectrodes épaisses a également été mis en évidence par la comparaison
entre des électrodes cylindriques épaisses et planaires [103]. Les expériences, effectuées sous débit
constant (~50 pm/s), dans les mémes conditions (pulses de 0 - 30 V, de durée entre 100 et 1000 ps)
ont démontré I’augmentation conséquente du rendement de lyse de 8 a prés de 30 %. Les auteurs
justifient cet effet par la décroissance beaucoup plus rapide du champ avec I’éloignement des
¢électrodes dans le cas des électrodes planaires.

On notera enfin que si la conductivité du milieu n’est pas forcément précisée dans les articles, celle-ci
est pourtant primordiale pour 1’efficacité du processus d’électroporation. Les travaux de Sukhorukov
et al [104], montrent par exemple que le rendement de lyse d’érythrocytes passe de 100 % a 20 % avec
I’augmentation de la conductivit¢é de 1 a 6 mS/cm. Les auteurs le justifient par la diminution des
phénomeénes d’électrodéformation. Inversement, Pucihar et al [105] précisent que si 1’usage d’un
milieu faiblement conducteur n’améliore pas particulierement [’¢électroporation, cela contribue
néanmoins a augmenter la viabilité des cellules aprés les pulses. Les auteurs spécifient par ailleurs
qu’une diminution trop importante conduit a augmenter la constante de temps de charge (1) de la
membrane et nécessite au final d’augmenter la durée des pulses ou leur amplitude. Cette considération
est par ailleurs confirmée par Ivorra ef al [106] dont les simulations démontrent qu’il est nécessaire
d’appliquer de plus fortes tensions lorsque la conductivité du milieu devient inférieure a 0.01 S/m.

Les techniques optiques et électriques sont classiquement utilisées pour évaluer ’efficacité d’une lyse.

En effet le changement de morphologie de la cellule est suffisamment conséquent pour étre observé au
microscope optique [103]. Néanmoins I’utilisation d’un fluorophore (cytoplasmique) est souvent
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privilégiée [99]. Par ailleurs, la lyse modifiant considérablement les propriétés diélectriques de la
cellule, la diélectrophorése peut étre employée pour le tri des cellules lysées ou non [98]. La
conductivité du milieu augmentant avec la lyse, sa mesure pourrait également renseigner sur 1’état des
cellules [107].

II1.3 Electrofusion de cellules

La formation des pores peut cependant étre réversible, c'est-a-dire conduisant a la reformation de la
membrane quelques secondes a plusieurs minutes apres [’arrét du champ [92][93]. Cette particularité
est principalement utilisée pour I’insertion d’un gene dans une cellule, on parle alors de transfection
[92], mais également de molécules antitumorales (bléomycine [69]), c’est 1’électrochimiothérapie.
Cependant, 1’électroporation réversible de la membrane peut également conduire a un autre
phénomene : la fusion de cellules [108].

= Fusion de cellule, processus et applications

La fusion de cellule est un processus biologique naturel intervenant notamment lors de I’infection
virale mais également dans les processus du développement [109]. On notera que la fusion de cellules
est avant tout une fusion des membranes [110]. Celles-ci nécessitent alors d’étre fragilisées par un
moyen quelconque avant d’étre mises en contact. La réorganisation des lipides peut alors conduire a
un mélange de ces membranes comme présenté sur la Figure 1.29.

Q9

iAppariemem Maturation T

e
Y

Fusion

Déstabilisation Fusion partielle
des membranes

Fusion compléte

Figure 1.29 — Représentation schématique du processus de la fusion de deux cellules A et B
préalablement appariées. La fragilisation de leur membrane conduit, aprés maturation, a la formation
d’une cellule hybride (H). Figure réalisée d’apres [109].

La fusion cellulaire permet de combiner les propriétés spécifiques des deux cellules. On obtient ainsi
une cellule hybride ayant des fonctions mixtes. Parmi les applications majeures de la fusion de
cellules, on retrouve la production massive d’anticorps monoclonaux a partir d’une cellule hybride
combinant les avantages d’un lymphocyte B (se différenciant en plasmocyte) et d’une cellule
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cancéreuse (durée de vie illimitée, machinerie cellulaire accélérée). C’est la technique de I’hybridome
[111] qui a notamment permis a ses inventeurs d’obtenir le prix Nobel de médecine en 1984.

Une autre application prometteuse concerne l’utilisation d’un hybride pour favoriser I’'immunité a
médiation cellulaire. La fusion d’une cellule tumorale avec une cellule dendritique permet a cette
derniére de pouvoir (aprés réinjection dans le corps) activer la prolifération des lymphocytes T. Ceux-
ci exercent alors une activité cytotoxique dirigée spécifiquement contre les cellules tumorales [112].

i, : (e /o
. /\)K/\ (\\J G2)s

2N + 2N Synikanyon

Figure 1.30 — (a) Si une ou plusieurs cellules de la méme lignée fusionnent pour donner une cellule
avec plusieurs noyaux, on parle de syncytium (processus retrouvé dans le développement [113]). (b)
Lorsque des cellules de lignées différentes sont fusionnées en une cellule hybride contenant au moins
deux noyaux différents, on parle d’hétérocaryon. (c) Si la cellule hybride ne contient plus qu’un seul
noyau, le produit de fusion est appelé syncaryon. Ceci peut intervenir a partir d’'un hétérocaryon
apres fusion de noyaux, ou bien rejet de chromosomes ou de [ 'un des noyaux hors de la cellule
hybride. Schéma issu de [109].

Les perspectives, notamment thérapeutiques, offertes par le contréle de ce phénoméne ont donc
logiquement motivé son étude. Des techniques de fusion cellulaire par voies chimiques (détergents)
[114], biochimiques (peptide viral) [110] et électriques ont ainsi été mises au point.

La découverte de la méthode électrique revient & Zimmermann dans les années 1980 [115]. Il met en
évidence que la mise en contact de deux cellules ayant été électroperméabilisées conduit a la fusion
mutuelle de leur membrane. Les contenus des deux cellules sont alors entourés par une seule
membrane. Cependant, les fortes tensions nécessaires mais surtout le manque de contrdle dans le
positionnement des cellules ont longtemps conduit a de trés faibles rendements (5-10%) [69].
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En effet, la position des cellules avant la fusion est primordiale si I’on souhaite s’assurer que la fusion
s’effectue spécifiquement entre deux cellules. La Figure 1.30 rappelle les différents cas de figure
possibles lorsqu’une expérience de fusion est réalisée. Elle met particuliecrement en évidence la
difficulté de contrdler la répartition des noyaux et des chromosomes pendant la fusion de cellule. La
conservation du matériel génétique étant primordiale pour les applications thérapeutiques visées,
I’étude fondamentale de ces phénomeénes a donc été une nécessité supplémentaire a 1’élaboration
d’outils microfluidiques plus adaptés a une étude a 1I’échelle de la cellule.

= Microsystémes dédiés a 1’electrofusion de cellules

La microfluidique, par la miniaturisation des électrodes et la diminution des tensions, a contribué a
I’amélioration des dispositifs de fusion. Le Tableau 1.5 synthétise les principaux microsystémes
dédiés a I’¢électrofusion retrouvés dans la littérature en répertoriant les géométries d’électrodes ainsi
que les protocoles utilisés. La mise au point d’un microsystéme d’électrofusion cellulaire fait face a un
certain nombre de contraintes. Tout d’abord, la fusion doit se faire spécifiquement entre les cellules
désirées. Les applications nécessitent ainsi principalement une fusion entre deux cellules de types
différents (A et B). Si d’un point de vue biologique, la fusion entre deux cellules identiques (A+A)
peut étre spontanée [109], ce n’est pas forcément le cas des cellules de lignées différentes.

L’une des premicres difficultés que présente la mise au point d’un dispositif d’¢lectrofusion est donc
de favoriser un appariement spécifique A+B. Ceci peut s’effectuer par plusieurs méthodes (DEP,
couplage Avidine/Biotine, hydrodynamiquement) et a conduit a un certain nombre de systémes. On
citera notamment les travaux de Skelley et al [116] utilisant des pieges hydrodynamiques couplés a
une inversion du sens d’injection des cellules (Figure 1.31.a). Ce systéme est particuliérement adapté
a la fusion sur puce de haute densité.

Un autre systéme réalisé par Kimura e al [117], met en ceuvre la DEP couplée a I'utilisation d’une
membrane séparant les deux types de cellules. La convergence des lignes de champ dans les pores de
la membrane favorise I’appariement par DEP positive. (Figure 1.31.b)

(b) _'.'
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!

Rotation|du dispositif

:

Figure 1.31 — Exemples d’appariements utilisés en étape préliminaire a la fusion de cellules,
(a) par piege hydrodynamique [116], (b) par piege diélectrophorétique [117].

Passé 1’appariement, le protocole électrique appliqué doit étre extrémement précis. En effet, si les
pulses utilisés pour la lyse doivent simplement dépasser le seuil de perméabilité réversible, le cas de
figure de la fusion est plus complexe. En effet les conditions optimales de fusion doivent permettre de
fragiliser suffisamment les membranes pour favoriser leur fusion, mais ne doit pas conduire a la lyse
cellulaire.
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Références [118] [119] [120] [121] [116] [122] [123] [117]
Matériaux Silicium (Platine) Silicium/Or Or Chrome/époxy Cuivre Aluminium ITO
Epaisseur 250 pm Eppendorf® | > 600 um 0,2 - 100 - 40 - 70 um planaires -
pum
Electrodes 50-100 75100
Espacement |30 - 500 um Helix um um 4 mm 200 pm 400 um 400 um
Géométrie | Constriction | Multiporator' | Interdigitée | Interdigitée | Constriction Constriction |Constriction| Membrane
Appariement DEP (cuvette) DEP DEP Hydrodynamique DEP DEP DEP
1-15 1-10 1-1,2
Champ KV/em 1-2,5kV/ecm KV/em V/em 0,5-5kV/ecm 1-3kV/cm | 0,1 kV/em | 0,5 kV/cm
Protocole Durée 10 pus 40 ps 5-50ps 20 ms 50 us 100 ps 300 ps 50 ps
Nombre 5-6 1-4 3-9 5 1 1 1
Ecart 200 ms
Cellule Liposomes | DC/Karpa Protoplaste 3T3/mESC DC3F/B16F10 L929 Jurkat/HL60
Conditions | o(milieu) 14 mS/cm 1 mS/cm 0,1 mS/cm 0,1 mS/ecm | 0,15 mS/cm| 0,15 mS/cm
Post-fusion DEP DEP DEP DEP DEP DEP DEP
Applications Etude Hybrides Haujce’ Etude Haute densité | Haute densité Etude Hau'te’
densité densité

Tableau 1.5 — Tableau récapitulatif (liste non exhaustive) des principaux systémes microfluidiques dédiés a I’electrofusion de cellules retrouvés dans la

littérature. IIs sont classés par date de publication (de 2004 a 2011).

"1 s’agit d’un appareil commercialisé par la société Eppendorf dédié a I’électroporation et Iélectrofusion.
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Les protocoles électriques appliqués en fusion sont trés semblables a ceux utilisés en électroporation.
IIs sont généralement basés sur la répétition de pulses (jusqu’a une dizaine [120]) dont la durée est
comprise entre 10 et 100 ps. L’amplitude des pulses conduit a des valeurs de champ comprises entre
0.5 et 15 kV/cm selon la taille des cellules, ce qui correspond globalement aux valeurs rencontrées en
¢électroporation [92].

Tout comme les dispositifs dédiés a la lyse, plusieurs géométries d’électrodes sont utilisées pour
atteindre ces valeurs de champ en appliquant le minimum de potentiel possible. Ceci permet d’éviter
I’¢lectrolyse de I’eau, mais surtout de localiser I’application des pulses spécifiquement sur les cellules
a fusionner. En effet, considérons le cas d’une fusion entre deux cellules de tailles différentes. Les
potentiels nécessaires pour les ¢lectroperméabiliser n’étant pas équivalents, la grosse cellule se lysera
avant que la petite ne soit affectée (Equation 1.14). En revanche la concentration des maxima de
champ a I’interface entre les deux cellules permet de localiser plus précisément la perméabilisation des
membranes. L’augmentation du champ est alors beaucoup moins critique pour la viabilité¢ des cellules
[124].

La technique la plus efficace pour concentrer le champ électrique a I’interface entre deux cellules a
fusionner est sans doute 1’utilisation d’un isolant au centre du canal. Ce systéme mis au point en 1989
[125] reste encore I’'une des méthodes les plus utilisées, son principe est présenté sur la Figure 1.32.

cell A cell B
‘\\\ f,f
£
elect- - elect-
rode - e_ - rode
A ~ y B

%

silicone
) separator
resin

fused cell

Figure 1.32 — Les deux populations de cellules sont introduites dans deux canaux distincts séparés
par un diélectrique. Une ouverture permet alors le contact entre deux cellules (A + B) mais également
la convergence du champ électrique (représenté en pointillé). Les maxima de champ sont alors
localisés principalement a l'interface entre les deux cellules, ceci facilitant la fusion.

Schéma issu de [125].

Par ailleurs, cette convergence des lignes de champ assure d’agir uniquement sur les cellules placées
au maximum du champ. L’effet de 1’électroporation sur les autres cellules se trouvant dans le canal
n’est alors pas significatif [124]. On notera par ailleurs que cette configuration évite que les cellules
soient trop proches des électrodes.
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L’intérét des électrodes épaisses pour la fusion de cellules a été également plusieurs fois mis en
évidence dans la littérature. Les travaux de Ju ef al [121] ont par exemple comparé la répartition des
lignes de champ entre électrodes planaires (200 nm) et épaisses (100 um). Leurs simulations (Figure
1.33) suggerent notamment que les électrodes épaisses offrent de meilleures conditions de fusion par
une distribution plus homogéne sur toute la hauteur du canal.

Ceci confirme d’ailleurs les conclusions de I’article de Lu ef al [103], comparant la distribution du
champ entre des ¢électrodes cylindriques de différentes épaisseurs. C’est ¢galement pour ces mémes
justifications que des électrodes épaisses ont été utilisés dans les travaux de Tresset et al [118] et
Pham Van et al [122].

0.2 ym 20 pm 50 pm Wum S Soum IS

L ald 4ld ald 4
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12
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Figure 1.33 — Simulations issues de [121], mettant en évidence la répartition du champ sur
[’épaisseur d’'un microcanal dans le cas d’électrodes planaires (a) ou d’électrodes épaisses (b).
Chaque image correspond a une coupe effectuée a différentes hauteur du canal conformément au
schéma (c). On remarque que le champ varie avec la hauteur pour les électrodes planaires, a
l’inverse de celui produit a [’aide d’électrodes épaisses.

Apres application des pulses, la réorganisation des lipides conduit a la fusion des membranes si les
membranes sont bien en contact. Le processus est ainsi favorisé par un bon appariement des cellules
pendant I’application des pulses mais également pendant 1’étape de maturation des membranes
(environ 30 min). La DEP [123] et les forces hydrodynamiques [116] sont classiquement utilisées a
cet effet jusqu’a la formation compléte des cellules hybrides.

= Rendement de fusion

L’efficacité du processus d’électrofusion est généralement évaluée par le marquage spécifique d’une
ou des deux cellules. Celui-ci peut étre effectué sur la membrane (Dil), le cytoplasme (Calcéine AM
[123]) ou encore le noyau (Hoechst [116]). Comme présenté sur la Figure 1.34, I’observation au
microscope a fluorescence permet alors de distinguer directement les hybrides.
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Figure 1.34 — Observation d’une fusion de deux cellules 3T3 exprimant respectivement la DsRed

(en rouge) et la GFP (en vert). 20 min apres le protocole d’électrofusion, la cellule hybride contient

les deux marqueurs et émet dans [’orange. Image tirée de [116]

Les microsystémes d’électrofusion sont comparés avec leur rendement de fusion, en particulier s’il
s’agit de dispositifs a haute densité (plusieurs centaines de fusions simultanées). On notera cependant
que cette notion ne renvoie pas toujours a la méme signification. Par exemple, 1’équipe de Kimura et
al [117], annonce ainsi un rendement de 78 a 90%. Il s’agit ici du pourcentage de fusions réussies sur
le nombre de paires formées. Dans un autre article [116], ’équipe de Skelley et al présente un
rendement de 50 % qui correspond cette fois au nombre d’hybrides formés (AB) sur le nombre total de
cellules. Ces mémes auteurs affirment notamment atteindre un rendement 5 fois supérieur au systéme
Helix commercialisé par Eppendorf®.

Enfin, I’'une des fonctionnalités que doit idéalement offrir un microsystéme dédié a la fusion cellulaire
est I’isolement des cellules hybrides d’intérét. Cette étape est particulierement délicate puisque comme
décrit précédemment, la fusion peut générer des syncaryons, des homocaryons ou des hétérocaryons,
ce qui rend d’autant plus difficile leur sélection. C’est pourquoi 1’étude des hybrides formés, cruciale
pour le futur développement de microsystémes de fusion fiables, fait toujours 1’objet de recherches
fondamentales. On notera néanmoins que selon I’application du microsystéme, la récupération des
hybrides n’est pas forcément une nécessité. Ceci en particulier s’il s’agit d’un outil de caractérisation
de la division de hybrides [123], ou encore d’un microsystéme dédi¢ a la mise au point des conditions
optimales de fusion.
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Chapitre 2

Développement d’une filiére d’intégration
du cPDMS en microfluidique

1 e chapitre est dédi¢ a la description du ¢cPDMS, un matériau nanocomposite formé de PDMS
dopé au noir de carbone dont la caractérisation et 1’utilisation en microfluidique font 1’objet de
cette thése.

Il débute par la présentation rapide des matériaux nanocomposites et plus particuliérement de ’intérét
de leur utilisation en microsystémes. Suivent ensuite la description détaillée du cPDMS et son
processus de préparation. Dans ce cadre, seront détaillées les propriétés physico-chimiques de chacun
de ses deux composants.

La seconde partie du chapitre est axée sur la caractérisation du cPDMS. Ce matériau étant destiné a
étre utilisé comme électrode, sa conductivité €lectrique est étudiée en fonction du dopage en carbone.
Cependant, I’intégration du cPDMS nécessite une adaptation de la chaine de microfabrication utilisée.
C’est justement 1’objet de la troisieme partie du chapitre qui décrit en détail le processus développé au
laboratoire permettant la réalisation d’un systéme microfluidique avec électrodes épaisses.

Dans la derniére partie, d’autres caractérisations effectuées sur le cPDMS sont présentées. Elles

permettent de mettre en évidence les propriétés de surface du matériau, celles-ci pouvant s’avérer
critiques en microfluidique.
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Chapitre 2 - Développement d’une filiere d’intégration du cPDMS en microfluidique

[. TECHNOLOGIE cPDMS

I.1 Les matériaux nanocomposites en microsystémes

= Définition et intérét

Un matériau composite est formé de plusieurs éléments dont 'association confére un ensemble de
propriétés qu'aucun des composants, pris séparément, ne posseéde. Ils sont classiquement constitués de
deux phases distinctes : la matrice et la charge (ou dopant). Lorsque 1’'un des composants (le plus
souvent le dopant) présente des dimensions nanométriques, on parle alors de matériaux
nanocomposites.

Les matrices de matériaux nanocomposites peuvent &tre d’origine métallique, céramique ou
organique. Parmi les matrices organiques, on distingue les polyméres thermoplastiques (PVC', COC?)
et les polyméres thermodurcissables (résine époxy, PDMS?) selon le type de liaisons existant entre les
monomeres.

Les dopants, possédant une ou plusieurs dimension(s) nanométrique(s), peuvent avoir
différentes géométries. On distingue ainsi les feuillets (graphéne, argiles), les nanotubes (CNTs") ou
les nanoparticules (carbone, Au, Ag, TiO,).

L’intérét des nanocomposites provient principalement de la réduction d’échelle. En effet, lorsque 1’on
diminue la taille d’un objet, son rapport surface/volume augmente. Ainsi a volume de dopants égal, il
y a une plus grande surface de contact dopant/matrice lorsque 1’on diminue la dimension des dopants.
Or, c’est précisément cette interface qui contrdle I’interaction entre la matrice et les dopants, et qui
explique en grande partie les avantages des nanocomposites :

- Augmentation de la résistance mécanique, par exemple la capacité du matériau a se déformer
sans se rompre est accrue. La diminution de la taille du dopant ne génére pas I’apparition de
contraintes dans le matériau [1].

- Amélioration des propriétés optiques, notamment grace aux dimensions des nanoparticules
inférieures aux longueurs d’onde de la lumicre visible (380-780 nm) [2].

- Augmentation des propriétés thermiques et €lectriques sans trop altérer 1’état de surface du
matériau [1].

=  Dopage électrique et percolation

La grande majorité des polymeéres commercialisés ne sont intrinséquement pas de bons conducteurs
¢lectriques (Figure 2.1). Ils présentent en effet une résistivité électrique de surface de 1’ordre de
10"°Q/0 (ohm par carré).Cependant, rendre un polymére conducteur peut parfois étre intéressant. La
encore, les principales applications de dopage ¢électrique de polymeres sont surtout industrielles avec
par exemple la dissipation de charges électrostatiques dans les emballages de produits électroniques

[3].

" Polychlorure de vinyle

? Cyclic Olefin Copolymer
? Polydimethylsiloxane

* Carbon Nano Tubes
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10 Polymére de base

10 Composites antistatiques

Polymeéres conducteurs

Poudres et fibres de carbone

Résistivité de surface (Q2/o)
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10°
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10" Métaux

10°

Figure 2.1 — Comparaison de la résistivité de surface de différentes classes de matériaux.
Figure réalisée d’apres www .boedeker.com/esdmatls.htm.

Le polymeére peut étre rendu électriquement conducteur :

- de maniére non permanente par ['utilisation de dopants chimiques consommables. Sont
typiquement utilisés des esters d’acides gras ou des amines quaternaires qui peuvent migrer
progressivement jusqu’a la surface pour former un film humide abaissant ainsi la résistivité
superficielle (~10"" Q/n).

- de maniére permanente en ajoutant des dopants dans le matériau et augmentant ainsi

définitivement la conductivité superficielle et volumique. Les dopants les plus courants sont a
base de carbone (nanoparticules, fibres, nanotubes) ou de métaux (or, argent, aluminium, etc.).

L’augmentation de la conductivité électrique avec le dopage en particules conductrices suit la théorie
de percolation [4]. Celle-ci est basée sur le fait que les dopants, ajoutés a une matrice diélectrique, se
lient (aléatoirement) pour former des régions plus conductrices que la moyenne. En augmentant la
quantité de dopants, ces régions s’agrandissent et le matériau composite devient conducteur lorsqu’un
chemin conducteur continu est formé. Cette conduction électrique s’effectue a partir d’une
concentration critique de particules chargées appelée seuil de percolation, qui ne nécessite pas
forcément de contact entre particules. En effet, la conduction peut se faire par effet tunnel entre
particules séparées par une distance de 1’ordre de I’ Angstréom. En revanche, cette limite de conduction
est extrémement dépendante de la forme du dopant [5].

Les nanocomposites se présentent donc comme une technologie alternative prometteuse, méme si leur
usage est actuellement limité par leur surcoit et la problématique de leur manipulation (toxicité).
Cependant, 1I’émergence de systémes microfluidiques en polymeéres offre de nouvelles perspectives
quant a leur utilisation.
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= FElectrodes nanocomposites en microsystemes

Comme décrit dans le premier chapitre, les méthodes traditionnelles de fabrication d’électrodes dans
les microsystémes présentent de nombreuses limitations. Les principales difficultés concernent la
réalisation d’électrodes épaisses (allant de quelques micrometres a plusieurs centaines de
micrométres), réalisées en matériau biocompatible, le tout intégré en microsystéme de maniére
parfaitement étanche. L’ensemble de ces verrous technologiques peut étre contourné par I’utilisation
de matériaux composites. C’est pourquoi on rencontre dans la littérature de plus en plus d’exemples de
dopage des polymeres utilisés en microsystémes tels que le polyuréthane [6], les résines époxy [7], et
plus récemment le PDMS [8][9][10]. Ce dernier étant le polymeére le plus utilisé¢ en microfluidique, il
fait légitimement [’objet d’études pour son utilisation en tant que matrice de matériaux
nanocomposites depuis une dizaine d’années. On retrouve majoritairement des exemples de dopage du
PDMS par des nanoparticules d’argent [8], des nanotubes de carbone [9] et parfois des nanoparticules
d’or [10]. Mais le PDMS peut également étre dopé par 1’ajout de noir de carbone, on parle alors de
cPDMS pour carbone-PDMS [8].Ses propriétés et ses utilisations sont détaillées dans la seconde partie
de ce chapitre.

1.2 cPDMS

Comme précisé brievement dans le paragraphe précédent, le cPDMS est un matériau nanocomposite
compos¢ de PDMS dopé avec du noir de carbone.

I.2.a Polvdiméthylsiloxane

Le PDMS est un polymeére classé dans la famille des polysiloxanes. Comme présenté sur la Figure
2.2.a, il est composé de groupements siloxanes répétés, c'est-a-dire de liaisons Si-O, dans lesquelles
deux groupements méthyles (-CHj3) sont substitués sur I’atome de silicium [11].

Matériau diélectrique (résistivité p = 1,2.10"* Q.cm), transparent, perméable aux gaz, simple a mettre
en ceuvre, le PDMS dispose de propriétés idéales pour le prototypage de laboratoires sur puce [11].
Moins cher que le silicium ou le verre [12], cet ¢élastomere de silicone, permettant de réaliser des
structures submicrométriques, s’est rapidement imposé comme le polymeére de référence en
microfluidique.

Le développement des techniques de « soft lithography » [13] a largement contribué a son utilisation.
Cette technique de réplication par moulage nécessite la réalisation préalable d’un moule typiquement
formé en résine photosensible. Le PDMS est ensuite versé sur ce moule afin d’en former une réplique
inversée pendant sa polymérisation.

Un traitement plasma oxygene peut ensuite étre utilisé pour coller cette réplique de PDMS a d’autres
matériaux (verre, silicium, polystyréne...) de maniére covalente et ainsi former un dispositif
microfluidique complet et étanche [14]. Ce processus n’est pas encore détaillé avec précision mais il
correspond a I’augmentation du nombre d’atomes d’oxygeéne a la surface du PDMS [15]. En effet,
sous I’action des radicaux oxygénés, les groupements méthyles de surface sont progressivement
remplacés par des groupements hydroxyles (-OH) pour former des silanols (Si-OH) [16] (Figure
2.2.b). Ainsi, lorsque deux surfaces exposées au traitement sont mises en contact, des liaisons Si-O-Si
(appelées également « ponts siloxanes ») lient les deux parties de maniére covalente.
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(a) PDMS (b) PDMS (c) Collage PDMS/Verre
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Figure 2.2 — Principe schématique de collage par plasma O2 entre le PDMS et le verre. Les
groupements méthyles (-CHj3) en surface du PDMS (a) sont remplacés par des groupements
hydroxyles (-OH) sous [’effet du plasma oxygene (b). Le traitement de surface permet alors le collage
covalent (pont siloxane) de PDMS sur verre (c).

Méme si de nombreux groupes ont publi¢ leurs paramétres de traitement optimum, notamment sur la
durée ou la puissance du plasma, peu d’articles présentent en détail le phénomeéne. En régle générale,
les surfaces doivent étre mises en contact pendant environ 1 min et une goutte de solvant (éthanol)
peut étre placée comme lubrifiant entre les surfaces traitées afin de faciliter un éventuel alignement. Le
dispositif assemblé doit étre ensuite chauffé plusieurs minutes, ceci permettant d’évaporer la goutte de
solvant et de terminer le processus de formation des liaisons. En augmentant la quantité de
groupements silanols a la surface du PDMS, le traitement plasma oxygeéne permet par ailleurs de
réduire ’hydrophobicité du matériau. Ce phénomene réversible, largement retrouvé dans la littérature
[16], sera détaillé dans la suite du manuscrit.

I.2.b Noir de carbone

Le carbone est un matériau non métallique existant sous les formes cristallines (graphite, diamant) ou
amorphes (charbon, noir de carbone). Les propriétés physiques du carbone varient considérablement
avec sa forme allotropique. Par exemple, le diamant, I’un des matériaux les plus durs, est transparent,
et caractérisé par une trés forte conductivité thermique et une trés faible conductivité électrique. A
I’inverse, le graphite est opaque et est trés bon conducteur électrique [17].

Chimiquement, le carbone peut se trouver sous forme inorganique, comme dans les calcaires [18],
mais il est surtout I’élément de base de prés de dix millions de composés organiques [19]. En effet,
étant tétravalent, il peut se lier a d’autres atomes via trois types de liaisons différentes selon
I’hybridation des orbitales atomiques [17]. Le type de liaison entre les atomes permet d’expliquer un
certain nombre de propriétés physico-chimiques des matériaux. Ainsi la double liaison (hybridation
sp?), par la délocalisation des électrons m, est responsable de la couleur noire et surtout de la
conductivité électrique du graphéne [20,21], une propriété particulierement recherchée dans les
matériaux nanocomposites.

Parmi les formes allotropiques amorphes du carbone, on trouve le noir de carbone. Il s’agit d’un terme
générique désignant la substance granuleuse réalisée a partir de la combustion d’hydrocarbures (huiles
aromatiques) ou leur décomposition (acétyleéne) [22]. Celles-ci produisent une fumée noire contenant
de trés fines particules de carbone pouvant étre séparées des gaz de combustion pour former une
poudre légere et noire (Figure 2.3). Le noir de carbone est I'un des produits chimiques les plus stables
et est utilisé principalement pour le renforcement du caoutchouc. C’est l'industrie du pneu qui
consomme 70% des 10 millions de tonnes de noir de carbone produites par an [23].
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La structure amorphe du noir de carbone, dépendant de la manic¢re dont le matériau est synthétisé,
permet la coexistence des formes sp', sp” et sp’ (Figure 2.3) mais peut également contenir quelques
impuretés [22,24]. La forme sp, la plus stable d’un point de vue thermodynamique (3 température
ambiante), représente ainsi 80% des liaisons présentes dans le noir de carbone, ce qui le rend
¢électriquement conducteur. C’est pourquoi le noir de carbone est largement utilisé comme charge
conductrice pour polyméres nanocomposites [25].

(a)

Figure 2.3 — Aspect (a), structure chimique (b) et représentation schématique d’une particule (c) de
noir de carbone.

Le noir de carbone est composé de particules nanométriques (10-50nm) formées d’un ensemble de
couches de graphéne (plan graphitique) désordonnées [17]. Ceci confére aux particules une
conductivité électrique particulierement élevé en dépit de la présence de discontinuités (dues a des
atomes de carbone sp’). Les particules s’assemblant trés rapidement en grappes pendant la synthése,
certaines couches de graphéne sont étendues sur plusieurs particules adjacentes et assurent ainsi une
conductivité élevée entre les particules d'un méme ensemble. On parle alors d’agrégats mesurant
typiquement de 100 a 500 nm [26].

Le noir de carbone utilisé ici pour la préparation du cPDMS est le Vulcain® XC-72R produit par Cabot
Corporation. Il est largement utilisé pour le dopage de matériaux polymeres [25,27].

L’examen (Figure 2.4) du Vulcain® XC-72R au microscope électronique a balayage (MEB) révéle
une composition en particules de taille comprise entre 20 nm et 60 nm et d’agrégats supérieurs a 100
nm, ce qui reste cohérent avec les données de la fiche technique et les mesures retrouvées dans la
littérature [26].

Figure 2.4 — Observations MEB du noir de carbone (Vulcain XC72) mettant en évidence les
dimensions des particules de noir de carbone ainsi que la formation d’agrégats.
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Des mesures de la taille des agrégats ont également été effectuées a 1’aide d’un Zetasizer” (Malvern
Instruments 1td). Cette technique spectroscopique permet de détecter la présence et la dimension de
particules dans une solution par diffusion dynamique de la lumiére. Les résultats sont représentés sous
la forme d’un spectre décrivant la distribution de tailles des particules dans le milieu. La hauteur des
pics n’est en revanche pas proportionnelle a la quantité de particules correspondante. En effet, lors de
la mesure, la détection de grosses particules tend a cacher celle des plus petites [28].

Pour I’expérience, quelques milligrammes de Vulcain® XC-72R sont mélangés a de ’eau distillée.
Cependant, le noir de carbone étant hydrophobe, il ne se mélange pas a I’eau et se colle
préférentiellement aux parois de la cuvette d’analyse du Zetasizer”. Quelques secondes au vortex
permettent néanmoins de mettre partiellement en suspension les particules avant la mesure. Les
résultats, présentés sur la Figure 2.5, confirment la présence d’agrégats de rayon compris entre 100 et
500 nm. Ces valeurs, supérieures a la taille des agrégats observés dans les mesures au MEB (Figure
24), s’expliquent par la mauvaise dispersion du noir de carbone dans 1’eau qui provoque des
agglomérats d’agrégats [29].

20
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Figure 2.5 — Mesures au Zetasizer” des diamétres (hydrodynamiques) des particules de noir de
carbone dispersées dans de [’eau distillée.

L’expérience a donc été refaite en ajoutant une goutte de surfactant (savon liquide) dans le mélange
eau-noir de carbone. L’ensemble est ensuite passé¢ au vortex pendant quelques secondes. Les résultats,
présentés sur la Figure 2.6, montrent une distribution de taille différente. Les mesures révelent des
entités inférieures a 100 nm. Celles-ci correspondent a la dissociation d’agrégats plus gros sous 1’effet
du détergent et du vortex. Ces valeurs sont néanmoins légérement supérieures a celles observées au
MEB. Cela peut s’expliquer notamment par le fait que le Zetasizer” mesure le diamétre
hydrodynamique des particules. De plus, comme décrit précédemment, la mesure de grosses particules
masquant celle des plus petites, 'intensité des pics n’est pas proportionnelle & la concentration en
particules. C’est pourquoi la faible augmentation des pics est malgré tout assez significative.
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Figure 2.6 — Mesures au Zetasizer” des diamétres (hydrodynamiques) des particules de noir de
carbone dispersées dans un mélange d’eau distillée et de savon.
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La contribution la plus importante a la résistance ¢lectrique du noir de carbone est située a I’interface
entre les différents agrégats. La taille, la structure et la nature chimique de la surface des particules
¢lémentaires sont ainsi directement responsables de la conductivité électrique [24].

La conductivité du noir de carbone est cependant difficilement mesurable en raison de la faible densité
du matériau (entre 0.1 et 0.6), et nécessite de compacter des poudres. Les pressions appliquées et la
température influencant grandement la mesure, la conductivité du noir de carbone est trés variable et
n’est connue que pour des conditions données (typiquement entre 10™ et 10 S/cm pour quelques
dizaines de MPa [30]). Réputé pour son excellente conductivité électrique, de I’ordre de 4 S/cm (pour
une compacité ou APF’ de 0,3), le Vulcain® XC-72R est largement utilisé pour le dopage électrique
des matériaux.

1.3 Préparation du cPDMS

Lors du mélange du PDMS et du noir de carbone, des forces électrostatiques créent une cohésion entre
les agrégats de noir de carbone pour former des agglomérats (1-100pum) [25]. L’équilibre entre la
dimension et I’espacement de ces agglomérats est primordial pour atteindre la percolation [26,30].

La premiére étape de la réalisation du mélange consiste en la préparation du PDMS (Sylgard 184,
Dow Corning”™). Ceci s’effectue classiquement par le mélange de ses deux composantsa savoir
I’¢élastomere auquel est ajouté 10% en masse de durcisseur. L’ensemble est ensuite placé dans un
dessiccateur pendant 40 min. Aprés dégazage, la masse de PDMS désirée est prélevée et utilisée
rapidement pour le mélange. Dans le cas ou le mélange ne peut pas étre directement effectué, il est
préférable de conserver le PDMS au réfrigérateur afin de ralentir sa polymérisation.

Dans un second temps, le noir de carbone est prélevé, pesé et ajouté au PDMS. Cependant, compte
tenu des études sur la toxicité des nanoparticules et leur implication potentielle dans les cancers[22], la
manipulation de nanopoudres nécessite de nombreuses précautions. L’ensemble du protocole suivant
est effectué sous une hotte a extraction et requiert le port de protections adaptées aux nanoparticules
(blouse intégrale KleenGuard® A20, masque 3M® 9332, lunettes et gants).

En raison de la volatilité du noir de carbone et des contraintes dues aux protections, le mélange est trés
délicat. La quantité désirée (en masse) de nanoparticules est ajoutée progressivement et le mélange
manuel est effectué lentement a ’aide d’une spatule métallique. Le dopage est alors exprimé par la
relation suivante :

m(Carbone)
m(Carbone + PDMS)

dopage = (Equation 2.1)

Différents mélanges sont ainsi effectués avec des quantités de carbone croissantes jusqu’a atteindre la
saturation de la matrice en noir de carbone. Celle-ci est atteinte pour un dopage de I’ordre de 30%
conformément a la littérature [8]. Cependant compte tenu de la différence de densité des deux
matériaux, cela correspond, en terme de volume, a un rapport d’environ 1:10 (PDMS:Carbone).

La viscosité du matériau augmentant avec le dopage, le matériau alors obtenu est trés friable. La
structure du cPDMS doit cependant rester compatible avec son utilisation en microsystémes. Parmi les

> Atomic Packing Factor, qui correspond 4 la fraction d’un volume occupée par les atomes.
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différentes concentrations testées, le cPDMS contenant 25% de carbone (en masse) s’est trouvé étre le
plus adapté a la fabrication des dispositifs microfluidiques. Ce dopage représente le bon compromis
entre la mise en forme du matériau et sa conductivité (caractérisée dans la suite du manuscrit).

L’ajout de solvant spécifique comme 1’hexane est parfois utilisé afin de fluidifier le PDMS [32]. Cette
solution a été ici envisagée dans le but de faciliter le mélange et d’augmenter la concentration
maximale de noir de carbone. Cependant si les solvants utilisés (hexane, mésityléne) ont effectivement
amélioré le mélange, ils ont provoqué des fissures dans le cPDMS en s’évaporant pendant la
polymérisation. Cette possibilité n’a donc pas été retenue.

La texture obtenue pour un mélange a 25% de carbone est néanmoins trés différente de celle du
PDMS. Le mélange est alors pateux, tres collant, et donc beaucoup plus délicat a manipuler (Figure
2.7). Ainsi a la différence du PDMS, le cPDMS, bien trop visqueux pour étre €talé a la tournette ou
méme étre versé dans un moule, nécessite d’€tre étalé¢ a 1’aide d’une spatule. C’est cependant cette
différence de texture, bien qu’elle ait nécessité une adaptation des techniques de microfabrication, qui
a permis la fabrication d’un microsystéme a électrodes épaisses.

Figure 2.7 — Photographie d’une préparation de cPDMS dopé a 25 %.

La polymérisation du cPDMS nécessite le méme protocole de recuit que le PDMS. 1l dépend de la
température et peut étre compris entre 48h a température ambiante et 10min a 150°C. Au laboratoire,
le cPDMS est recuit 2h a 75°C.

II. CARACTERISATIONS DU cPDMS

Le cPDMS ¢étant peu caractérisé dans la littérature, ce paragraphe vise a mettre en évidence son
potentiel en microfluidique notamment pour ses propriétés ¢lectriques.

II.1  Caractérisation électrique du cPDMS

II.1.a Mesures de conductivité en fonction du dopage

Le cPDMS étant majoritairement constitué¢ d’un matériau isolant, sa conductivité électrique dépend
directement du dopage en carbone conformément a la théorie de la percolation. Niu et al [8] ont été les
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premiers a caractériser cette conductivité électrique qui est de ["ordre de 20 S/m a la concentration
utilisée par les auteurs (25% en masse de carbone).

Nous avons donc voulu comparer la conductivité du cPDMS réalisé au laboratoire avec celle obtenue
dans Ia littérature. Conformément a I’article [8], les mesures ont été effectuées sur un film de cPDMS
de 200 pm d’épaisseur, par un banc de mesure 4 pointes. Cependant le matériau testé étant
particuliérement souple, les pointes peuvent facilement pénétrer dans le cPDMS ce qui n’est plus en
adéquation avec le modéle utilisé par 1’appareil pour déterminer la conductivité.

Une configuration alternative de mesure a donc été développée. Elle consiste a réaliser des structures
de cPDMS de dimensions contrdlées puis de mesurer leur résistance électrique a ’aide d’un
ohmmeétre. La résistivité du matériau est ensuite facilement déduite par la relation suivante:

R = P (Equation 2.2)

S

R la résistance mesurée (Q), p la résistivité électrique du matériau (€2.m), L la longueur de la structure
(m), et S la surface de la structure (m ).

Avec :

Pour simplifier la fabrication et afin d’effectuer des mesures dans des ordres de grandeurs compatibles
avec notre appareillage, le cPDMS est préparé sous forme de cylindres de 5 mm de diamétre et 5 mm
d’¢épaisseur. Pour cela du cPDMS a différents dopages (de 10 a 25 % en masse de carbone) est préparé
puis étalé dans un moule formé d’une plaque de PMMA® (de 5 mm d’épaisseur) préalablement percée
(9 de 5 mm). Comme présenté sur la Figure 2.8, I’ensemble est pris en sandwich entre deux lames de
verre (silanisées), puis placé a I’étuve pendant 2h. La polymérisation du matériau sur verre permet
d’assurer un état de surface a moindre rugosité. Aprés avoir enlevé les lames de verre, une couche d’or
(50 nm) est déposée (par évaporation) sur chaque face de la plaque. Les cylindres de cPDMS sont
ensuite délicatement démoulés avant les mesures de résistance effectuées a 1’aide d’'un ohmmeétre
(2000, Keithley®).

Figure 2.8 — Principe de fabrication des cylindres de cPDMS (a) et de leur mesure de résistance
apres métallisation (b).

SPoly(methyl metacrylate) plus connu sous le nom de Plexiglass®
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La fine couche surfacique d’or, dont la résistance est négligeable devant celle du cPDMS (la
conductivité de I’or étant environ 2 millions de fois supérieure), permet d’homogénéiser le passage du
courant dans 1’ensemble du volume de cPDMS. Les valeurs sont présentées et comparées aux résultats
obtenus par Niu et al [8] sur la Figure 2.9.

.,
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Figure 2.9 — Mesures de conductivité du cPDMS en fonction du dopage effectuées au laboratoire (®)
et comparées avec les résultats (0) de [’article de Niu et al [8].

Les deux allures sont conformes a la percolation. Cependant, la courbe obtenue expérimentalement au
laboratoire présente des valeurs de conductivité en moyenne deux fois plus faibles & méme dopage.
Une conductivité de I’ordre de 10 S/m contre prés de 20 S/m est ainsi obtenue a 25% de carbone.
Cette différence de conductivité peut étre attribuée a la qualité du mélange, qui, effectué
manuellement, peut ne pas étre parfaitement homogéne. De plus, les barres d’erreur (3 fois la valeur
de I’écart type), reflets de la variabilité des mesures, augmentent avec le dopage du matériau. Ceci
traduit également d’importantes inhomogénéités entre les différents échantillons et donc au sein du
méme matériau. Ces écarts de mesure peuvent cependant provenir de la mesure elle-méme. En effet,
une légere variation de I’épaisseur se répercute directement la mesure de résistance électrique du
matériau.

Par ailleurs, la courbe de I’article de Niu ez al [8], n’est pas réalisée avec la méme méthode (4 pointes)
et ne présente pas de barres d’erreur. Il est donc délicat d’interpréter cette différence de conductivité.
On notera €galement, qu’a notre connaissance, cet article est le seul a caractériser la conductivité du
cPDMS, la base de comparaison est donc limitée.

II.1.b Caractérisation de ’interface cPDMS/Or

L’utilisation de reprises de contact métalliques, servant d’interface entre le matériau nanocomposite et
la connectique, est indispensable afin d’appliquer le champ électrique aux électrodes de cPDMS. La
caractérisation de ce contact a I’aide d’un analyseur d’impédance est importante pour comprendre le
comportement électrique du cPDMS dans le microsystéme.
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Des mesures d’impédance (HP4194, Hewlett Packard®) ont donc été réalisées afin de caractériser
I’interface cPDMS/or et de mettre en évidence d’éventuels phénoménes capacitifs.

Un dispositif est réalisé a cet effet. Il est composé d’une lame de verre sur laquelle des reprises de
contact en Cr/Au (50 nm/150 nm) ont été réalisées par lift-off. Du cPDMS a 25% a été alors préparé et
déposé sur la lame de verre en prenant soin de recouvrir les reprises de contact comme présenté sur la
Figure 2.10.a. Enfin, une derniére étape de polymérisation (1h a 75°C) a été effectuée avant la
mesure.

(a) (b) _—

Reprises
de contact

Figure 2.10 — Schéma du principe de mesure d’impédance de [’interface cPDMS/Or (a)
et diagramme de Bode associé (b).

La mesure est effectuée entre les deux reprises de contact dans une gamme allant de 40 Hz a 10 MHz.
L’impédance électrique est décrite sur le diagramme de Bode [33] (Figure 2.10.b).

Les courbes présentent un comportement purement résistif jusqu’a 10° Hz (au dela, les capacités
parasites de la connectique peuvent expliquer I’argument non nul mesuré). L’interface cPDMS/or se
comporte donc comme une résistance dans la gamme de fréquences de nos applications.

A partir de la résistance mesurée (3174 Q), de la distance inter électrodes (4,6 cm) et des dimensions
du cPDMS (1,2 cm de largeur, 100 pm d’épaisseur), la résistivité du cPDMS peut étre retrouvée par le
calcul a partir de I’Equation 2.2. La conductivité obtenue est alors de 12,1 S/m, ce qui est en accord
avec les mesures réalisées avec les plots de cPDMS.

I1.2 Dispositif microfluidique en cPDMS et caractérisations

Le premier objectif était de réussir a intégrer des ¢lectrodes de cPDMS de part et d’autre d’un canal
microfluidique afin de mettre en valeur les avantages du matériau : a savoir le contrdle de I’épaisseur
des ¢électrodes et une intégration compléte et étanche.

I1.2.a Mise au point d’un systéme microfluidique cPDMS

=  Processus de fabrication développé au laboratoire

Basée sur le principe de « soft lithography », la réalisation du microsystéme a été effectuée a ’aide
d’une technique a double photolithographie spécifiquement développée au laboratoire. Le protocole de
fabrication est présenté sur la Figure 2.11.
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Figure 2.11 — Etapes de fabrication d’un microcanal avec électrodes épaisses en cPDMS.

(1) La premicre étape consiste a réaliser un moule de 100 pm d’épaisseur et 200 um de largeur par
photolithographie en utilisant la résine SU8-2100 (MicroChem®). Pour cela le substrat de verre (lame
de 25x75 mm) est d’abord rincé a 1’éthanol, séché a I’azote puis nettoyé au plasma O, (50 W pendant
2 min). Une épaisseur de 100 pm de résine SU8-2100 est ensuite déposée sur le verre a 1’aide d’une
tournette (5 s a 500 tr/min puis 30 s a 3000 tr/min). Aprés recuit (20 min a 65°C et 30 min a 95°C), la
résine est insolée sous lampe UV avec un masque en plastique (réalisé avec CIéWin® et imprimé a
3600 dpi). A la suite du second recuit (5 min a 65°C et 15 min a 95°C), les parties non insolées sont
développées (Propyléne Glycol Methyl Ether Acetate, 10-15 min). Les lames sont ensuite rincées a
I’isopropanol puis séchées a I’azote.

(2) Un second masquage est alors réalisé a I’aide d’une autre résine photosensible (Laminar Etertec”,
épaisseur 50 pum). Sous forme de film, cette résine séche (négative) est manuellement laminée
directement sur les lames (lithographiées dans 1’étape 1). L’insolation est effectuée sous lampe UV
avec alignement entre le canal de SUS existant et le second masque avant le premier recuit (20 s a
105°C). Les parties non insolées sont ensuite développées (carbonate de calcium 10 g/L, 10 min).
Apres rincage a I’eau distillée et séchage a 1’azote, un dernier recuit (20 s, 105°C) est effectué afin de
sécher complétement les lames. L’ensemble est alors silanisé (Octadecyltrichlorosilane) sous vide
pendant 2h. Il est important de noter que cette double lithographie n’est possible que parce que le
processus de mise en forme de la résine seéche utilise une solution de développement et de
« stripping » compatible avec la SUS.

(3) Le cPDMS est alors préparé a 25% de carbone comme décrit précédemment puis étalé sur le

moule. Ainsi en plus de structurer les électrodes, la résine seche permet d’empécher la présence de
cPDMS sur le canal de SUS et ainsi d’éviter tout court-circuit entre les deux électrodes. Cette seconde
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lithographie permet donc de localiser précisément et de faciliter le dépot de cPDMS. Le moule couvert
de cPDMS est placé a I’étuve (1h, 75°C) pour accélérer sa polymérisation.

(4) L’ensemble est ensuite placé quelques minutes dans un bain d’acétone qui permet d’éliminer la
résine seéche sans abimer la résine SU8. Aprés ringage a 1’éthanol, puis séchage a I’azote, le tout est
recouvert de PDMS non polymérisé puis placé a I’étuve (2h, 75°C). Caractérisée dans la suite de ce
chapitre, I’adhésion entre le PDMS et le cPDMS est bonne méme si les polymérisations respectives de
chacun des deux matériaux ne sont pas effectuées simultanément.

(5) Le démoulage est effectué¢ manuellement avec précautions. Cette étape délicate est néanmoins
facilitée par la silanisation effectuée lors de 1’étape 2.

Au final, dans ce procéd¢, 1’épaisseur des électrodes de cPDMS dépend exclusivement de celle du
canal en SUS. Celui-ci pouvant étre modulé pour des épaisseurs entre 1 et 300 um, le procédé de

fabrication peut potentiellement s’adapter a la majorité des systémes microfluidiques simples.

= (Observation du microcanal

La rugosité et la définition du canal ont été observées par MEB. Les images sont présentées sur la
Figure 2.12. Les canaux étant constitués de parties conductrices et de parties isolantes, un dépot de
quelques nanometres d’or a la surface de 1’échantillon (par évaporation) a été nécessaire pour faciliter
les observations.

Canal b

PDMS

Bord du = SSppm s

canal S

200pm cPDMS 10pm

Figure 2.12 — Photographies MEB du microcanal dans son ensemble (a), de dessus (b) et de la paroi
des électrodes de cPDMS au grossissement x15000 (c)

La photographie (a) présente une vue transversale du microcanal (retourné). Sa section apparait
légérement trapézoidale ce qui peut étre observé pour des lithographies sur résine négative de type
SU8 [34]. L’image (b) est centrée sur la paroi du canal observé de dessus. Celle-ci se révele
[égerement rugueuse et présente des aspérités de I’ordre du micromeétre sur quasiment toute son
épaisseur. Ceci peut s’expliquer par la polymérisation du cPDMS effectuée directement sur la tranche
du canal en SUS. Les lithographies ayant été réalisées a partir d’un masque en plastique, la résolution
du canal peut difficilement descendre en dessous de 10 pum. La rugosit¢ du moule peut étre
responsable de ces aspérités. La photographie (c) a été effectuée en inclinant le canal a grossissement
x15000. Elle permet d’observer plus précisément la paroi interne du canal constituée de cPDMS. On
observe une grande densité d’agrégats de carbone affleurant la surface.
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Ces observations ont ainsi pu mettre en évidence :

o que I’état de surface du moule en résine semble directement responsable des aspérités de
tailles micrométriques retrouvées sur le cPDMS, ceci rendant ’étape de lithographie critique
pour la définition du canal.

o laprésence d’agrégats de noir de carbone conducteur directement a fleur de canal.

= Collage du canal

Deux trous cylindriques sont ensuite réalisés, a chaque extrémité du canal, en percant le PDMS sur
toute son épaisseur a ’aide d’un poingon (Harris Unicore®™). Ces entrées-sorties fluidiques permettront
apres le collage I’insertion de capillaires et donc I’entrée des liquides dans le microcanal.

La derniére étape de la fabrication du microsystéme consiste a refermer le canal de PDMS/cPDMS par
collage plasma sur une lame de verre. Ce type de collage, largement utilisé en microfluidique, assure
I’étanchéité entre le PDMS et le verre de maniere irréversible. Cependant, afin de permettre la reprise
de contact du cPDMS, la lame de verre nécessite des reprises de contact (50 nm Cr/200 nm Au)
préalablement réalisées par lift-off. Les électrodes Cr/Au permettent en effet, aprés soudure a 1’étain,
de connecter le microsystétme a toute 1’¢lectronique nécessaire pour I’application des champs
¢électriques dans le canal (Figure 2.13).

Le bloc de PDMS/cPDMS et la lame de verre sont donc traités au plasma oxygene (50 W, 2,5 min),
rapidement mis en contact avec alignement (a ’aide d’une goutte d’éthanol permettant de retarder le
collage) puis laissés quelques minutes a I’é¢tuve (75°C).

=  Finitions

Apres collage, un certain nombre de finitions sont encore indispensables. Tout d’abord, afin de
permettre les entrées et sorties de liquides dans le microcanal, des tubes de polyéthyléne (Smiths®™)
sont insérés dans les trous réalisés avant le collage. Du silicone (JS533, Loctite™) permet d’assurer
I’étanchéité entre le PDMS et les tubes. Enfin des fils électriques sont soudés a faible température
(~250°C) sur les reprises de contact en or. Le dispositif final est présenté sur la Figure 2.13.

(a)

Reprises
de contact

Figure 2.13 — Photographies (a) de la face arriére du dispositif mettant en évidence les reprises de
contact, (b) et de ’ensemble du microsysteme.

69



Chapitre 2 - Développement d’une filiere d’intégration du cPDMS en microfluidique

I1.2.b Evaluation de I’adhésion PDMS/cPDMS

Le cPDMS étant formé en majorit¢é de PDMS (dans notre cas a 75% en masse), 1’évaluation de sa
capacité a adhérer au PDMS non dopé était donc importante. Des objets bi-composants ont été réalisés
afin d’évaluer cette adhérence par des mesures d’étirement. Ces objets sont fabriqués en deux étapes.
La partie cPDMS est d’abord réalisée en ¢étalant le matériau dans la premiére moitié du moule. La
seconde partie du moule est ensuite remplie de PDMS. Apres polymérisation (2 h, 75°C), I’ensemble
est démoulé puis découpé en lamelles de différentes épaisseurs. Chaque tranche est alors étirée a la
main comme présenté sur la Figure 2.14. Sur la quinzaine d’essais effectués, le plan de rupture ne
s’est jamais trouvé a I’interface PDMS-cPDMS. Les liaisons créées entre les deux polymeres pendant
la polymérisation sont donc fortes et irréversibles malgré la présence des nanoparticules.

Figure 2.14 — Principe de la mesure d’étirement manuel des bi-composants PDMS/cPDMS.

I1.2.c Chimie de surface du cPDMS

Dans les systémes microfluidiques envisagés, la surface des électrodes de cPDMS doit étre
directement en contact avec les fluides. Il est donc intéressant d’évaluer les modifications physico-
chimiques de surface apportées par le dopage. Des mesures d’angle de contact permettent de
renseigner sur 1’hydrophobicité du matériau, c'est-a-dire la capacité des groupements de surface a
interagir avec les molécules d’eau [35].

=  Mesures d’angle de contact

Présentée sur la Figure 2.15, I’expérience consiste a déposer une goutte d’eau (1uL) sur la surface a
analyser. Selon les propriétés chimiques de surface du matériau, la goutte doit plus ou moins s’étaler.
L’angle formé entre la surface du matériau et la tangente a la goutte au point d’interface est alors

mesuré. Plus ’angle est grand, plus la surface est hydrophobe.

Figure 2.15 — Principe de la mesure d’angle de contact. Une goutte d’eau d’1 uL est déposée a la
surface du matériau, ici du cPDMS. L’angle formé (~100°) est caractéristique d 'une surface
hydrophobe.
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Des mesures d’angles de contact sont effectuées pour comparer les surfaces de PDMS et de cPDMS
(25% de carbone). Cependant, la rugosité de surface ayant une forte influence sur la mesure [35], les
surfaces a analyser doivent étre préparées de maniére a étre les plus planes possibles. Chaque matériau
est donc étalé sur une lame de verre préalablement silanisée (OTS), la polymérisation sur ce substrat
traité permettant d’assurer une faible rugosité tout en facilitant le démoulage. Les mesures, répétées
une trentaine de fois sur différents endroits du matériau, donnent conformément a la littérature (entre
90 et 120° [36]), un angle de contact de 93,3° (+5,3°) pour le PDMS. L’angle passe a 103,1° (£5,5°)
pour le cPDMS. Cette différence d’angle de contact (de 1’ordre de 10%) provient donc de la présence
de carbone. Ce phénoméne peut s’expliquer de deux maniéres. Il est d’abord possible que les
particules de carbone, présentes en surface sous forme d’agglomérats, augmentent la rugosité de
surface et donc son hydrophobicité. Mais cet effet peut également provenir de I’apport en surface de
groupements chimiques hydrophobes provenant du noir de carbone.

De nombreux travaux présentent 1’effet du plasma oxygene sur les propriétés physico-chimiques d’un
matériau. Ces modifications apportées par ce traitement peuvent étre chimiques, comme par exemple
la réduction de son hydrophobicité par la substitution de groupements oxygénés (cétones,
carboxylates, hydroxyles, éther-oxydes...) a sa surface [37]. Le phénomeéne, présenté sur la Figure
2.2, permet notamment de remplacer les groupements méthyles de surface du PDMS par des silanols,
des groupements polaires rendant la surface hydrophile. Mais le traitement peut également induire des
modifications physiques puisqu’on I'utilise couramment pour le décapage des impuretés adsorbées a
la surface d’échantillons avant leur utilisation. L’oxydation peut également provoquer 1’augmentation
de la rugosité de surface de nombreux matériaux, par exemple sur les polymeéres amorphes [38].

Pour comprendre ces phénoménes, il est nécessaire d’appréhender briévement le principe général de
cette technique. Les échantillons sont placés sous vide dans un bati de gravure ionique réactive
(Reactive Ion Etching, RIE). Du gaz (ici du dioxygene) est alors injecté dans la chambre avec un
certain débit compensé par le pompage. Cet apport contrdlé en oxygene assure ainsi le renouvellement
constant du gaz. Le plasma est ensuite activé dans la chambre par I’application d’un champ
¢électromagnétique a haute fréquence d’une puissance comprise entre 50 et 200 Watts. Sous I’effet de
ce champ, le gaz se transforme en plasma, soit un mélange d’ions et de radicaux oxygénés trés réactifs.
Selon leur charge, ces molécules vont étre instantanément dirigées vers [’une ou I’autre des électrodes,
ce qui empéche leur recombinaison. Les échantillons placés sur I’anode sont ainsi notamment
bombardés par des anions radicalaires (ici des anions superoxydes O,%).

Les modifications de la composition chimique de surface sont alors directement dues a ces radicaux
qui réagissent (non spécifiquement) avec des groupements de la surface. Ceci conduit a la formation
de composés oxygénés. Plus les radicaux arrivent avec une forte énergie sur la surface, plus le plasma
va induire des modifications « physiques » en détruisant progressivement des groupements chimiques
a la surface. Ce mode de gravure est d’ailleurs le réle initial de ce type de bati.

Le contréle des paramétres du plasma joue donc un role décisif sur les modifications de la surface.
Ainsi, si I’on cherche a favoriser la modification chimique de la surface, le traitement doit étre effectué
avec une forte quantité d’oxygene mais a faible puissance. Ceci permet de générer de nombreux
radicaux mais pas trop destructeurs, qui conduisent a la formation de composés oxygénés en surface
sans trop la détruire.
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Inversement, si I’on cherche un traitement plus physique, c’est la puissance et la durée du traitement
qu’il faut augmenter. Schématiquement, on peut dire que si les radicaux arrivent a la surface avec une
plus grande énergie, ils auront tendance a détruire les groupements chimiques plutot qu’a les modifier

Afin d’évaluer I’influence du traitement plasma sur la chimie de surface du cPDMS, quelques
¢chantillons sont traités au plasma oxygene (50 W) pendant différentes durées. Chaque échantillon est
ensuite immédiatement placé dans I’eau, afin de conserver I’effet du traitement plasma jusqu’aux
mesures d’angles de contact, qui pour des raisons pratiques ont été effectuées 24h aprés. Les résultats
comparant le cPDMS et le PDMS sont présentés sur la Figure 2.16. On notera que chaque point de la
courbe est une moyenne effectuée sur plus d’une trentaine de mesures.

* PDMS

a cPDMS

angle de contact

P " oovs

2 2 4 6 ] 10
Durée du traitement plasma O, (min)

Figure 2.16 — Mesures d’angles de contact sur PDMS (®) et cPDMS ( A ) a différentes durées de
traitements plasma oxygene (1, 2.5, 5 et 10 min). 50 W, + 200mTorr 0;.

L’hydrophobicit¢é du PDMS diminue ici rapidement avec le traitement plasma conformément a la
littérature [39]. D¢s la premicre minute de traitement, I’angle de contact diminue de prés de 60 %. A
partir de 2,5 min de traitement, un plateau est observé. Ce seuil refléte le remplacement, probablement
total, des groupements méthyles de surface par les silanols. La surface du matériau est alors tellement
hydrophile que la goutte s’étale complétement et I’angle n’est quasiment plus mesurable.

Le cPDMS présente un comportement identique et semble donc étre bien influencé par le traitement
plasma. De maniére analogue au PDMS, I’hydrophobicité diminue rapidement pour finalement
atteindre un plateau. Les valeurs d’angle de contact sont cependant toujours légérement supérieures a
celles obtenues pour le PDMS. Cette différence, de ’ordre de 10%, n’est visiblement pas influencée
par le traitement plasma.

Le cPDMS étant plus hydrophobe que le PDMS, I’effet apporté par 1’ajout de carbone n’est
apparemment pas modifié¢ par le plasma oxygene. Or, si ce phénomeéne provenait de la rugosité du
cPDMS, T’effet devrait s’inverser apres le traitement plasma. En effet, des travaux ont démontré le
parallele entre la rugosité et 1’hydrophobicité d’un matériau [36,37]. Ainsi, pour un méme matériau
hydrophobe, la surface la plus rugueuse sera la plus hydrophobe puisqu’elle comporte un plus grand
nombre de groupements chimiques hydrophobes en contact avec la solution. Mais inversement, si ces
surfaces sont rendues hydrophiles par un traitement chimique, c’est la surface la plus rugueuse qui sera
la plus hydrophile puisqu’elle comporte le plus de groupements chimiques hydrophiles. C’est a dire
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que la rugosité accentue I’effet du traitement de surface [38,39]. Or dans nos mesures, le cPDMS étant
plus hydrophobe que le PDMS, cette différence ne peut pas étre uniquement due a une éventuelle
rugosité apportée par des agglomérats de carbone [44].

On notera que ce comportement du cPDMS aprés traitement au plasma oxygeéne permet d’expliquer
I’efficacité des collages plasma effectués entre le cPDMS et le verre. Par ailleurs, des essais de collage
entre deux morceaux de cPDMS et entre cPDMS et PDMS ont également été réalisés avec succes.

= FEvaluation de 1’état de surface du cPDMS par microscopie électronique a balayage

Il est néanmoins intéressant d’évaluer la rugosité du cPDMS. Des échantillons (non métallisés) de
cPDMS non traités et traités au plasma oxygene (5 min, a 50 W) ont donc été observés au MEB. Deux
images a grossissement x25000 sont présentées sur la Figure 2.17.

Figure 2.17 — Images MEB de [’état de surface d’échantillons de cPDMS non traité (a)
et traité au plasma oxygeéne (5 min, 50 W, +200 mTorr 0) (b). Grossissement 25000x.

On retrouve ici les agrégats de carbone a la surface du cPDMS non dopé (a).Conducteurs, donc bien
visibles, ils présentent des dimensions de I’ordre de la centaine de nm ce qui reste cohérent avec les
mesures effectuées sur noir de carbone seul (Figure 2.4). Cependant, la surface non traitée révele
également des zones non conductrices qui se chargent (surbrillances) sous I’effet du faisceau
d’électrons et rendent floue une partie de I’image.

La surface de cPDMS traitée au plasma (b) présente quant a elle moins de zones de surbrillances et de
flou et nous pouvons donc estimer que la surface est globalement plus conductrice apres traitement
plasma. Le traitement au plasma semble avoir gravé les parties isolantes et permis de mettre a jour de
nouvelles zones conductrices.

La littérature est riche d’exemples de I’influence du plasma oxygeéne sur la modification de la chimie
de surface des polymeéres [45]. Cependant ce traitement peut également agir physiquement sur la
rugosité de matériaux. Les travaux de Cvelbar et al [46], effectués sur un composite de Poly(p-
phényléne sulfide) et de graphite, démontrent que 1’oxydation au plasma dégrade a la fois le polymeére
et le graphite en désorbant des composés tels que le CO, CO,, HO... Les auteurs précisent cependant
que dans leur cas, la gravure du graphite étant plus lente que celle du polymere, le prolongement de
I’oxydation tend a augmenter la rugosité de la surface. Néanmoins, cette gravure du polymere
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entrainant progressivement le détachement de particules de carbone, la rugosité est limitée par la taille
des agrégats du dopant. Ce phénoméne est présenté sur la Figure 2.18.
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Figure 2.18 — Schéma du mécanisme supposé de la modification de la surface SPCE apres traitement
au plasma oxygene. Tiré de [44]

Dans notre cas et au vu des images MEB, la rugosit¢ du cPDMS ne semble cependant pas avoir
particuliérement augmenté a la suite du traitement plasma. Il est cependant trés délicat de conclure sur
cet effet a partir de ces images et une étude plus approfondie de I’évolution de la rugosité de la surface
(par exemple par AFM) pour différents paramétres de traitement apporterait des informations
complémentaires.

=  Hypothése sur la différence d’hydrophobicité entre le cPDMS et le PDMS

Les mesures d’angles de contact indiquent que le cPDMS présente une surface toujours légérement
plus hydrophobe que celle du PDMS (d’environ 10°) quelle que soit la durée du traitement au plasma
oxygene. Cet effet ne peut pas provenir de la rugosité du cPDMS puisque le matériau devrait, a
I’inverse, étre plus hydrophile que le PDMS aprés le traitement plasma. Ceci est d’ailleurs confirmé
par les observations MEB qui ne révelent pas de modification majeure de la rugosité du matériau apres
traitement au plasma.

Cette différence d’hydrophobicité entre PDMS et cPDMS doit donc probablement étre le reflet de la
présence de groupements chimiques apportés par le noir de carbone. Le Vulcain XC-72R est composé
a 99,5 % de carbone et 0,5 % de soufre [24]. La grande majorité des groupements chimiques présents
dans le noir de carbone sont trés hydrophobes, comme les alcénes ou les alcanes, mais se modifient
sous ’action du plasma [47]. Le noir de carbone devient ainsi hydrophile aprés traitement [37]. Des
composés organo-sulfurés peuvent cependant se trouver en surface et étre donc responsables de ce
comportement. Des mesures par spectroscopie Raman du XC-72R [24] ont notamment permis de
mettre en évidence que pres des ¥4 de ces composés sulfurés présentent une liaison thioéther (R-S-R”’).
Ce type de liaison peut étre oxydé en sulfoxide et former ainsi des composés hydrophobes. Des études
complémentaires par spectroscopie Raman ou XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) permettraient
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certainement d’identifier les groupements polaires et apolaires présents en surface avant et apres
oxydation au plasma.

I1.2.d Evaluation de la cohésion du cPDMS : perte de carbone

Les ¢électrodes d’or sont les plus utilisées en microsystéme. Réalisées par évaporation, elles nécessitent
une couche d’accroche, typiquement en chrome, pour adhérer au substrat. Cependant, si des potentiels
trop élevés sont appliqués a ce type d’électrode, celles-ci peuvent rapidement se dégrader, voir se
détacher dans la solution. Ce phénomene se produit notamment lors de 1’¢lectrolyse de I’eau [48].

11 est important de pouvoir s’assurer que le composite ne se dégrade pas pendant son utilisation. Nous
avons étudié la cohésion, soit la tenue mécanique, du matériau sous différents champs électriques. Des
mesures ¢€lectrochimiques ont été réalisées dans un microsystéme incorporant des électrodes en
cPDMS (présenté précédemment Figure 2.13) a 1’aide d’un potentiostat (développé au
laboratoire).Une configuration a deux électrodes a été utilisée. Celles-ci sont raccordées, via les
reprises de contact en or, aux deux électrodes épaisses de cPDMS (100 um d’épaisseur, 1 cm de
longueur) séparées d’un microcanal de 200 um de largeur rempli avec de I'eau distillée.

La différence de potentiel appliquée aux bornes des électrodes est alors progressivement augmentée (a
50 mV/s) jusqu’a 2,5V. Le courant associé¢ est mesuré¢ a ’aide du potentiostat. Il est le reflet des
réactions électrochimiques se produisant dans la solution analysée en fonction des potentiels
appliqués. Les résultats sont présentés sur la Figure 2.19.

Nous observons une courbe /(V) ayant un comportement classique pour une cellule électrochimique.
Le courant est relativement faible ente 500 mV et 1500 mV, correspondant globalement & un courant
capacitif. A partir de 1500 mV le courant augmente en raison de 1’oxydoréduction du solvant. La
solution étant composée d’eau, il s’agit ici du phénoméne d’électrolyse de I’eau. Plus le potentiel
augmente, plus la réaction est favorisée, ce qui conduit rapidement a I’apparition de bulles (H, et O,)
dans le canal. La méme expérience conduite avec des €lectrodes d’or conduisant & leur détérioration,
I’étude de la cohésion du nanocomposite sous différents champs électriques a été réalisée.
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Figure 2.19 - Détermination du seuil d’électrolyse par caractérisation I(V) (50mV/sec). La différence
de potentiels est appliquée entre deux électrodes de cPDMS en présence d’eau désionisée dans le
microcanal.
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De I’eau pure est injectée par I’'une des entrées du canal (avec électrodes de cPDMS), récupérée puis
analysée a sa sortie a ’aide du Zetasizer”, un appareillage déja présenté dans le paragraphe précédent.
Le principe de la mesure est représenté Figure 2.20.

H,0 H,0 + Carbone?

I
- m

—J—

Figure 2.20 — Principe de la mesure d’évaluation du détachement de particules de carbone. L’eau
injectée est récupérée et analysée au Zetasizer pour vérifier |’absence de particules de carbone.

Des expériences témoins sont effectuées avant les mesures: témoin positif (eau/noir de carbone, déja
réalisé¢ dans le paragraphe précédent), et témoin négatif (eau seule). Le Zetasizer est théoriquement
capable de détecter des particules en solution dans des dimensions comprises entre 5 pm et 1 nm. La
limite de concentration n’est cependant pas précisée.

La gamme de conditions testées prend en compte différents débits appliqués par un contréleur
d’écoulement (MFCS, Fluigent™) mais surtout différents protocoles électriques imposés (pendant le
passage de I’eau) dans des gammes de champs électriques et de différences de potentiel qui seront
classiquement utilisés dans nos microsystémes. Le controle électrique est assuré par un générateur
(33250E, Agilent™) associé¢ & un amplificateur (HSA4011, NF Corporation”™), I’ensemble est piloté via
une interface Labview” développée au laboratoire Ampére, et contrdlé par un oscilloscope
(DSO6034A, Agilent™). Le Tableau 2.1 décrit une partie des différents protocoles testés qui sont
notamment choisis en fonction des types d’applications visées. Ainsi, 1’utilisation de régime continu
est intéressante pour des mesures électrochimiques (de type voltammétrie cyclique), tandis que le
régime alternatif est utilisé, par exemple, pour la manipulation de particules par dié¢lectrophorese.

Pour chaque mesure, les champs électriques sont appliqués pendant quelques minutes, soit le temps

suffisant pour récupérer 500 pL (soit le volume minimal nécessaire a la mesure au Zétasizer).

Formation Détection de
Champ électri Vi
amp Electrique (V/m) de bulles particules
2,5.10* Non Non
5.10 Non Non
DC 10.10* Non Non
20.10" Oui Non
30.10* Oui Non
40.10" Oui Non
5.10* Non Non
AC 10.10* Non Non
300kHz 20.10* Non Non
30.10" Non Non

Tableau 2.1 — Exemples de protocoles électriques appliqués et détection de particules
associée (liste non exhaustive). Expériences réalisées sur microsystemes de 200 et 600 pm de largeur.
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D’apres les mesures effectuées a I’aide du Zetasizer”, aucun détachement de particules de carbone n’a
été détecté quels que soient les protocoles électriques appliqués. Compte tenu de la sensibilité et de la
limite de résolution de ’appareil [28],0n peut admettre que s’il y a détachement de carbone, celui-ci
n’est pas significatif. Ceci est d’ailleurs particuliérement intéressant dans le cas ou les protocoles
¢lectriques ont conduit a 1’électrolyse de I’eau. Ainsi contrairement aux électrodes d’or, 1’électrolyse
apparait ici sans conséquence pour les électrodes de cPDMS. L’expérience peut étre réitérée plusieurs
fois sans détériorer les parois du cPDMS ni modifier les parameétres d’électrolyse. C’est pourquoi la
robustesse des électrodes vis-a-vis des champs électriques, particulierement importante en
microfluidique, se présente ici comme un atout majeur du cPDMS.

Conclusion du chapitre

Formé a partir d’une matrice de PDMS, le cPDMS est un matériau compatible avec des procédés
largement utilisés en microfluidique tels que la soft-lithographie. Son intégration en microcanal sous
la forme d’électrode a néanmoins nécessité la mise au point d’un procédé de microfabrication
spécifique lui permettant d’étre structuré dans une large gamme d’épaisseurs et de géométries.

Conducteur (¢ de ’ordre de 10 S/m), trés robuste (notamment a 1’¢électrolyse), compatible avec le
collage plasma, le cPDMS présente donc des avantages certains pour une intégration étanche
d’¢électrodes épaisses en canaux microfluidiques.

De plus, le carbone et le PDMS étant biocompatibles et chimiquement stables, le cPDMS peut
présenter un intérét dans un large éventail d’applications telles que la détection électrochimique
d’espéces en solution ou encore la manipulation sans contact de cellules, deux domaines ou
I’utilisation d’¢lectrodes épaisses peut se révéler avantageuse [48,49]

Comme présenté dans ce chapitre, les propriétés physico-chimiques (hydrophobicité, surface active)
de surface du cPDMS peuvent étre modifiées par un traitement au plasma oxygene. Les phénomenes
physico-chimiques mis en jeu ne sont cependant pas encore clairement identifiés.

Il est connu dans la littérature que certaines espéces €lectroactives ont des signatures électrochimiques
qui sont particulierement sensibles a I’état de surface de 1’¢lectrode sur laquelle a lieu leur réaction.
Ainsi, le chapitre suivant correspondant a une étude du comportement électrochimique des électrodes
de cPDMS apporte quelques éléments de réponse quant aux modifications induites par le traitement
plasma. L’intérét du matériau pour 1’analyse d’espéces électroactives sera évalué¢ par la méme
occasion.
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Chapitre 3

Caractérisation électrochimique
d’électrodes en cPDMS

( Ee chapitre est consacré a la caractérisation électrochimique du cPDMS mais également a
I’évaluation de son potentiel en vu d’une intégration en systéme microfluidique dédi¢ a la
détection d’espéces €lectroactives.

Il débute par quelques généralités concernant les €lectrodes de carbone avant d’aborder les aspects
«matériels et méthodes» qui présentent le protocole de fabrication d’électrode en cPDMS ainsi que les
especes redox utilisées pour la caractérisation de ces électrodes. La derniére partie du chapitre
synthétise I’ensemble des mesures électrochimiques effectuées sur ces électrodes. Le caractére critique
de I’épaisseur mais également du dopage du matériau sur sa réponse électrochimique seront mis en
évidence.

Des études plus approfondies avec plusieurs especes électroactives permettront la caractérisation de
I’interface cPDMS/électrolyte. Nous serons d’ailleurs amenés, dans ce cadre, a démontrer I’influence
du traitement au plasma oxygene.
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I. ELEMENTS CARACTERISTIQUES DES ELECTRODES
DE CARBONE EN ELECTROCHIMIE

Le carbone est un élément largement utilisé en électrochimie analytique présentant des formes
allotropiques radicalement différentes [1]. Ce polymorphisme est a 1’origine de la grande diversité des
¢lectrodes de carbone et de leurs propriétés. Pour comparer les €électrodes de carbone entre elles, il est
nécessaire de bien distinguer les propriétés de la masse (ou « bulk ») du matériau (conductivité
¢électrique) de ses propriétés de surface (fenétre de potentiel, oxydation, adsorption).

I.1 Conductivité électrique

Toutes les formes allotropiques du carbone ne permettent pas la conduction électrique entre atomes de
carbone. C’est pourquoi les électrodes les plus courantes sont réalisées en carbone de type sp”. On
distingue ainsi classiquement les électrodes de graphite (HOPG'), en carbone vitreux (GCEZ) et a base
de résines pyrolysées (PPF’) [2]. Des travaux plus récents ont également démontré le potentiel de
matériaux émergeants tels que le graphéne [3] et les nanotubes de carbone [4]. Il existe néanmoins une
exception avec le diamant (hybridation sp’) rendu conducteur aprés dopage a I’aide d’impuretés telles
que le bore [5].

La conductivité électrique de tous ces matériaux n’est cependant pas équivalente. Le Tableau 3.1
compare leur résistivité électrique avec celle obtenue pour le cPDMS dans le chapitre II.

Résistivité électrique (Q.cm)
HOPG ~10”
Carbone Vitreux ~107
Fibre de carbone ~107
Noir de carbone 0,25
Résine pyrolysée 0,006
cPDMS 10

Tableau 3.1: Résistivités électriques des principales électrodes de carbone comparées a celle du
cPDMS. Valeurs tirées de [2] et [6].

En électrochimie, la conductivité du matériau n’est pas la seule caractéristique importante qui influe
sur les performances de 1’électrode. En effet, ses propriétés de surface, qui lui permettent des transferts
de charges avec les espéces électroactives, jouent €également un role prépondérant.

1.2 Fenétre de potentiel électrochimique

Le carbone est reconnu pour avoir une large fenétre électrochimique [2], c’est a dire la gamme de
potentiel dans laquelle aucune réaction d’oxydoréduction, provenant de la dégradation des ¢€lectrodes,
du solvant ou de 1’¢électrolyte support, n’a licu. Cette fenétre correspond donc au domaine de potentiel

' Highly oriented pyrolytic graphite
? Glassy Carbon Electrode
’ Pyrolyzed Photoresist Film
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dans lequel I’ajout dans le milieu d’une espece €lectroactive est observable sur une courbe /-E (Figure
3.1). Ainsi, plus cette fenétre est large, plus le systéme électrochimique (matériau d’¢électrode, solvant,
¢lectrolyte) permet d’observer 1’oxydation et la réduction dun grand nombre de couples
¢lectrochimiques.

En solution aqueuse, la limite négative (de réduction) de potentiel correspond trés souvent a la
réduction du solvant: H" en H,. De méme, la limite positive (d’oxydation) de potentiel est souvent due
a l'oxydation soit de [’électrode de travail, soit de l'eau en O,. La fenétre de polarisation peut
¢galement dépendre du pH.

E [Vvs.SCE]

-2 -4 0 | 2
1 I | | |
pH=0
Pt pH=7
pH=14
pH=0
Hg pH=7
pH=14
0.1M Et. NOH
[ of 1M HCIO.
0.TM KCI

Figure 3.1 : Comparaison de la fenétre de potentiels des principales électrodes de travail utilisées en
électrochimie (Platine, Mercure et Carbone).
Image issue de www .bio-logic.info/potentiostat/electrodes.html

La gamme d’utilisation d’une électrode de carbone en présence de KCI 0,1M se situe donc
globalement entre 1 Vet -1 V (vs SCE).

[.3 Modification de surface : adsorption et oxydation

Le carbone est particuliérement propice aux phénomeénes d’adsorption a sa surface [7]. Les forces
(interactions €lectrostatiques, Van der Waals, liaisons covalentes) qui gouvernent ces phénomeénes ne
sont pas particulierement spécifiques mais dépendent de la chimie de surface de 1’électrode.

Si le carbone est réputé pour étre chimiquement inerte [2], sa surface peut réagir en présence
d’oxygene, d’eau ou d’autres composés oxygénés pour former de nouveaux groupements chimiques
(acides carboxyliques, éthers, carbonyles). On parle alors de surfaces oxydées.

Les charges de surface apportées par ces nouveaux groupements facilitent 1’adsorption de composés
désirés (ou non) sur la surface de 1’électrode. Leur impact sur la mesure électrochimique ne doit pas
étre ignoré. La présence d’impuretés peut notamment perturber le transfert de charges a I’interface
¢lectrode/€lectrolyte lors des processus faradiques. C’est pourquoi les ¢lectrodes de carbone
nécessitent souvent une étape d’activation, telle quun polissage mécanique, un traitement thermique,
laser ou encore au plasma [2], avant leur utilisation [8].
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II. MATERIELS ET METHODES

Les ¢électrodes réalisées en cPDMS ont joué le role d’¢lectrode de travail (WE) alors qu’une électrode
de Pt et une électrode Ag/AgCl ont respectivement joué le role d’électrode auxiliaire (AUX) et de
référence (REF). Les mesures électrochimiques ont été menées sur deux potentiostats différents : (i)
un potentiostat « maison » et (ii) un potentiostat commercial (Voltalab®40, Radiometer Analytical).

II.1 Configurations d’électrodes en cPDMS, protocoles de fabrication

L’ensemble des résultats de caractérisation présentés dans ce chapitre ont nécessité la mise au point et
la réalisation de configuration d’¢électrodes dédiées. Ces systémes a électrodes de cPDMS ont tout
d’abord été élaborés de maniére a étre compatibles avec les outils d’analyse électrochimiques
habituellement utilisé au laboratoire avant d’étre progressivement optimisés et miniaturisés. Ce
paragraphe vise a détailler les différents protocoles de fabrication de ces microsystemes de 1’échelle
« macro » a leur I’intégration microfluidique.

II.1.a Configuration type « Embout d’Electrode Tournante » (EET)

Afin d’évaluer l'intérét du cPDMS en électrochimie, la premiére configuration réalisée s’est
naturellement orientée vers une géométrie adaptable au systéme d’électrodes tournantes (EDI101,
Radiometer Analytical®), un équipement de caractérisation électrochimique habituellement utilisé au
laboratoire Ampere. Ce type d’appareillage est constitué d’un moteur prolongé d’un axe auquel vient
se visser un embout d’¢électrode de différents matériaux tels que 1’or ou le platine (Figure 3.2).

Pour adapter cet équipement au matériau cPDMS, nous avons privilégié un systéme s’emboitant
directement sur I’embout en or, comme présenté sur la Figure 3.2.

(b) cylindre délectrode
de cPDMS
\ |

|

\m/

Figure 3.2 — (a) Embout d’électrode en or (O5mm, épaisseur Smm) recouvert d 'un bouchon de
PDMS/cPDMS (@5mm, épaisseur Smm) et (b) vue d’ensemble du moule a injection permettant la
fabrication des bouchons de PDMS-cPDMS.

La réalisation de ces EET en cPDMS/ PDMS a nécessité le développement au laboratoire d’une

méthode largement inspirée des moules a injection utilisé en plasturgie. Leur fabrication s’effectue en
deux étapes :
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- réaliser des cylindres de cPDMS de hauteurs et diametres controlés, préparés, comme décrit
sur la Figure 2.6, a ’aide de plaques percées (5 mm) et pris entre deux lames de verre.

- recouvrir ces cylindres avec du PDMS en ne laissant que les deux faces (avant et arriere) de
cPDMS apparentes : 'une des faces permettra la reprise de contact avec 1’embout d’électrode
tournante en or, 1’autre sera en contact avec la solution a analyser. Pour cela, un cylindre cPDMS est
d'abord posé sur I'embout d'¢lectrode tournante en or, puis l'ensemble est placé dans un moule (Figure
3.2). Du PDMS non polymérisé est alors injecté par I'une des entrées jusqu'au remplissage complet du
moule. Aprés polymérisation (2h a 75°C), l'ensemble est délicatement démoulé. Plusieurs embouts
d’épaisseur variable de cPDMS (2mm ou S5Smm) ont ainsi été formés.

Pour cette configuration, les mesures électrochimiques ont été réalisées dans une cellule
¢électrochimique conventionnelle en verre.

Cependant, cette technique ne permettant pas de fabriquer des électrodes d’épaisseur inférieure a 2
mm, nous avons été amenés a mettre au point d’autres configurations.

II.1.b Configuration en Film Mince pleine plagque (FM1)

Le procédé de fabrication de cette configuration d’électrode est le suivant (Figure 3.3):
(1) Une lame de verre est recouverte, par évaporation, de 50 nm de chrome et 200 nm d’or.
(2) Un gabarit de 100 um d’épaisseur est déposé sur cette plaque.
(3) Le dépot et I’épaisseur de cPDMS sont contrdlés par ce gabarit.
(4) Le gabarit est ¢liminé aprés polymérisation du cPDMS, afin de permettre la reprise de
contact.

Pour cette configuration, nous avons privilégié 1'utilisation de cuvettes en PDMS, placées au-dessus
des électrodes FM, afin qu’elles assurent le role de cellule électrochimique et qu’elles définissent la
surface de I’électrode WE (ici @ 1cm).

UrlAu

(b)

(1 I Verre ]

N ———
o ——

Reprise de contact POMS POMS

o |  —

Figure 3.3 — (a) Représentation schématique d’un dispositif FMI contenant 3 cellules électrochimiques
miniatures avec électrodes de travail en cPDMS de 100um d’épaisseur. (b) Etapes de fabrication.
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II.1.c Configuration en Film Mince localisé (FM?2)

L’intégration future du cPDMS en systeme microfluidique a nécessit¢ le développement d’un
protocole plus adapté que celui utilisé pour la configuration FM1. Ainsi, nous avons été amenés a
résoudre le probléme de la localisation d’électrodes en cPDMS sur un substrat de verre. Le protocole
développé a conduit a une configuration d’électrodes en film mince localisé (FM2) selon les étapes
détaillées sur la Figure 3.4.

(1) Des reprises de contact (Cr/Au : 50/200 nm) sont réalisées par lift-off sur une lame de verre.

(2) Réalisation d’un moule en résine Etertec®, une résine séche photosensible de 50 um
d’épaisseur, privilégi¢e a la SUS pour sa simplicité d’utilisation.

(3) Le cPDMS est alors étalé dans les ouvertures. Le tout est alors placé a I’étuve (30 min, 75°C)
afin de permettre une polymérisation partielle du cPDMS. La résine est ensuite ¢liminée
(acétone).

(4) Une seconde lame de verre, préalablement structurée (par photolithographie sur résine Etertec
®) et silanisée (OTS), est plaquée contre la premiére avant injection de PDMS liquide.
L’ensemble est alors maintenu sous pression a 1’aide de pinces et placé 2h a 75°C afin de
polymériser le PDMS et le cPDMS. 11 est important d’utiliser deux fois la méme résine afin
que I’épaisseur du PDMS soit égale a celle du cPDMS, ceci afin d’assurer la présence de
cPDMS a la surface.

(5) La silanisation de la seconde lame de verre permet de faciliter le démoulage. La bonne
adhésion entre le cPDMS et le PDMS (démontrée au chapitre II) assure 1’étanchéité entre
I”¢lectrolyte et la couche d’or.

(a) (b) [ Verre | (1)

PDMS
p— —

cPDMS

(3)

Verre h Verre silanisé J
(4)
I ! = | |

Reprise de contact

| — ] {5)

Figure 3.4 - (a) Représentation schématique du dispositif planaire a électrodes de cPDMS
miniaturisées. (b) Processus de microfabrication associé.

Les dispositifs réalisés a I’aide de ce nouveau procédé sont composés d’une électrode de travail
cylindrique de cPDMS (5 mm de diametre et 50 pm d’épaisseur) intégrée dans un film de PDMS de la
méme épaisseur. Le contact est repris par-dessous a ’aide d’une piste en or.

Pour les mesures électrochimiques, ce dispositif est fixé au fond d’une boite de Petri, les reprises de

contact sont soudées a I’étain puis isolées a 1’aide d’Araldite®. La boite est remplie de I’électrolyte a
analyser avant d’y plonger les deux électrodes restantes (AUX et REF).
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1.2  Couples redox modeles utilisés

Par usage, on qualifie une sonde redox de «sensible » si sa constante cinétique de transfert
¢électronique apparait modifiée aprés traitement physique ou/et chimique de la surface de 1’électrode.
Cette constante cinétique, caractérisant le transfert électronique entre les espéces et 1’électrode, peut
étre comparée a la constante de transport de matiére pour définir si un couple est rapide ou lent [9].

On distingue ainsi deux modes de transfert électronique:

- le premier systeme est dit de « sphére interne ». Le transfert d’électron(s) est réalisé si un
pont chimique permet de lier 1’¢lectrode et ’espéce redox. Compte tenu de la structure en double
couche de I’interface, le mécanisme n’est donc possible que si ’espéce en solution vient s’adsorber a
la surface de 1’¢lectrode.

- dans le second systeme, dit de « spheére externe », le transfert peut s’effectuer directement
entre deux espéces non connectées chimiquement et sans échange de ligand. L’¢électron est alors forcé
de traverser la couche de Stern par effet tunnel [2]. Méme si ce mécanisme est thermodynamiquement
moins favorable, ce type de réaction est couramment retrouvé dans les réactions d’oxydoréduction
biochimiques puisque les encombrements stériques (dans les macromolécules) peuvent empécher la
formation de liaisons chimiques directes entre deux centres redox.

Ces deux processus sont présentés sur la Figure 3.5.

(a) (b)
IP.IP OI.—IP IF.IP OHP
E ; B .ﬁ

I eq—T
red @

red Vs

R

LY
&

Figure 3.5 - Représentation schématique des deux modes de transfert d’électrons (a) Dans le procédé
redox de sphere externe les électrons sont transférés par effet tunnel entre [’électrode [’espece redox
solvatée (dans le plan externe d’Helmholtz). (b) Dans le procédé dit de sphere interne, les électrons

sont transférés chimiquement entre [’électrode et [’espéece redox adsorbée a sa surface.

L’utilisation de sondes redox permet : (i) de comparer la réponse obtenue pour des électrodes en
cPDMS avec celles obtenues pour d’autres types de carbone et (ii) d’évaluer les modifications de
surface apportées par un éventuel traitement tel qu’une oxydation ou une activation.

Par exemple, une électrode, devenue négativement chargée a la suite d’un traitement de surface,
pourrait devenir plus sensible a une espéce chargée positivement et inversement pour un composé
négativement chargé, du fait des interactions électrostatiques. Chaque espéce redox est en effet plus ou
moins affectée par les propriétés de surface des électrodes comme le présente la Figure 3.6.
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Figure 3.6 : Classement des principales espéces redox en fonction de leur sensibilité a la modification
de surface des électrodes de carbone. Figure réalisée d’apres [8].

La voltammétrie cyclique, une des méthodes électrochimiques les plus courantes, peut étre utilisée
pour mettre en évidence cette « sensibilité ». Cette technique consiste a balayer le potentiel appliqué a
I’électrode de travail, E, et mesurer 1’évolution du courant associé, I. Ce dernier est le résultat de deux
composantes distinctes:

- I, le courant faradique, associ¢ au transfert de charges a l’interface électrode/solution
accompagnant les réactions d’oxydoréduction des espéces.

- I, le courant capacitif, provenant de I’accumulation de charges a I’interface entre
I’électrode et la solution. Il dépend de la charge et de la décharge de la double couche
¢lectrochimique, et apparait a chaque fois que le potentiel de 1’électrode est modifi¢.

La représentation de / en fonction de E conduit a une courbe caractéristique appelée voltammogramme
dont un exemple est présenté sur la Figure 3.7. Ce voltammogramme peut étre décrit, la plupart du
temps, par I’apparition d’un pic de courant anodique en position E,, et d’un pic de courant cathodique

en position E,.. La valeur AE = E,; — E,. caractérise la rapidité du transfert €lectronique du couple

P
rédox et permet de calculer la constante cinétique du couple. Néanmoins, il faut manier ces valeurs
avec précaution et, par exemple, s’assurer de I’absence de chute ohmique. La variation de AE =

E

pa — Epc permet de mettre en évidence des effets de surface et sera utilisée dans cette étude.
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Figure 3.7 - Voltamogramme schématique d’un systéme redox réversible caractérisé par ses pics
anodique d’oxydation (Ipa, Epa) et cathodique de réduction (Ipc, Epc).

Trois sondes redox modeles ont été choisies ici pour la caractérisation d’électrode de cPDMS en
raison de leurs propriétés chimiques et donc leur « sensibilité » vis a vis de la surface des électrodes.

II.2.a Ferricyanure/ferrocyanure

Le couple ferricyanure/ferrocyanure (Fe(CN)s")/(Fe(CN)¢"), usuellement appelé ferri/ferro, met en jeu
le processus redox monoélectronique a sphére interne suivant :

— 13- = —74-
N
N b b
C C
e, [ &% e | cZ
e+ +8 4 R Fe +11
o ‘C\ Pod ‘C\
N € \N N? € \N
I I
N
- - L — (Equation 3.1)

L’atome de Fer dit ferrique (ou Fe(Ill) de degré d’oxydation III) du ferricyanure est réduit en Fer dit
ferreux (Fe(Il) de degré d’oxydation II) en donnant du ferrocyanure. Les deux molécules présentent
des propriétés physico-chimiques sensiblement identiques. Elles sont hydrophiles, négativement
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chargées [10] et la constante cinétique de transfert électronique de cette réaction apparait trés sensible
a I’état de surface des électrodes (conformément a la Figure 3.5)

Le couple ferri/ferro est donc largement utilisé pour la mise en évidence, par voie électrochimique, des
modifications de surface d’électrodes [2] induites par traitement chimique ou physique. La Figure 3.8
présente un exemple de [’utilisation de ce couple rédox pour démontrer I’effet du DNPH
(Dinitrophenylhydrazine, un réactif organique modifiant la composition de surface) sur la réponse
¢électrochimique d’une électrode de carbone vitreux [8].

“‘“E“r - GC — Pic d’oxydation
|  — GC+DNPH £ ¥
. 0.040 |
< | ==
E ! o
< 0.000 |
&
[
[
=2
o
-0.040 |
*— Pic de réduction
-0.080 ——— — ————————

1.20 1.00 O.B0 0.60 040 020 0.00 -0.20
Potential ( V vs AgfAgCl)

Figure 3.8 — Voltammogrammes présentant ['influence de la modification de surface (DNPH)
d’électrodes de carbone vitreux (GC). Les mesures sont réalisées en présence de ferri/ferro (5 mM
dans 0,2 M HCIO,). Figure réalisée d’apres [9].

Chaque ¢lectrode présente un pic de courant anodique (L., E,.), reflet de I’oxydation (Fell en Felll), et
un pic de courant cathodique (I,,c E,a)correspondant a la réduction (Felll en Fell).

11 est possible d’observer une augmentation du AE de la réaction apres traitement de 1’¢électrode, ce qui
suggere un transfert électronique plus lent. On rappelle que celui-ci est théoriquement égal a 0,059/n
(V) dans un systéme rapide idéal (avec n électrons transférés (ici 1) durant la réaction, a 25°C).

I1.2.b Ruthénium hexaammine

Cette molécule est un complexe constitué d’un atome de ruthénium, 1ié a 6 groupements amines,
pouvant se trouver a plusieurs degrés d’oxydation. La réaction redox qui nous intéresse est la
suivante :

3+ 2+
NH, NH,
H3N’f« | “\\NH3 H3N"'~ l .\\‘NH3
(Ru‘lu + " — (Ru‘H
N | ONH, N | ONH,
NH, NH;
(Equation 3.2)
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Le complexe de ruthénium hexaammine Ru(NH;)>"**

est un composé cationique et hydrophile. 11 est
couramment admis que la rapidité du transfert électronique, lors de sa réaction avec une électrode,
n’est pas affectée par la modification de sa chimie de surface [2][8].

La Figure 3.9 présente l'influence de 1’adsorption de DNPH sur la réponse électrochimique

d’¢électrode de carbone vitreux vis-a-vis du Ru(NH;)s> ™"
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Figure 3.9 — Voltammogrammes présentant ['influence de la modification de surface (dépot de BMB)
d’électrodes de carbone vitreux (GC). Les mesures sont réalisées en présence de Ruthénium
hexaammine (1 mM dans 1 M KCI). Figure réalisée d’apres [9].

A T’inverse du comportement observé pour le ferri/ferro, la réponse électrochimique de 1’¢électrode
GC, n’est pas modifiée aprés traitement au DNPH. En effet, le changement de chimie de surface
n’influence pas le 4E de la réaction. D’autres exemples de modification de surface mettent en
évidence ce phénomene [8].

On notera cependant, qu’a l’instar des autres sondes redox, les mesures ¢lectrochimiques du
Ru(NH;)s*"*" sont sensibles aux variations de surface active (comme I’augmentation du nombre de
sites de transfert de charges) de 1’¢électrode parfois induites lors de traitements physico-chimiques.

I1.2.c Catéchol

Egalement appelé 1,2-dihydroxybenzene, le catéchol est composé d’un cycle benzénique sur lequel
sont substitués deux groupements hydroxyles (fonctions alcools) en position ortho. La molécule est
obtenue par réduction d’une orthoquinone (1,2-benzoquinone) selon la réaction redox (a deux
¢électrons) suivante :

#2074 2H

o OH (Equation 3.3)
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Le catéchol est I'un des composés phénoliques les plus courants et a logiquement fait I’objet
d’analyses. Il est depuis largement utilisé pour la caractérisation des méthodes analytiques du fait de
son excellente activité électrochimique.

Le couple catéchol/benzoquinone est réputé pour étre sensible a 1’état de la surface de 1’¢lectrode, et
notamment a la présence d’une couche d’oxyde [11], signe que le transfert de charges avec la surface
dépend d’une interaction du catéchol avec certains groupements chimiques spécifiques [8].

III. RESULTATS DE VOLTAMMETRIE CYCLIQUE

III.1 Etudes préliminaires

Tout d’abord, afin d’évaluer le potentiel du cPDMS pour une utilisation en électrochimie, le
comportement du couple ferricyanure/ferrocyanure (Fe(CNg)*"*) a été étudié. La sonde électro-active
a été préparée a 20 mM(dans du KCI 0,1 M). On notera que cette concentration est ¢levée car des
mesures effectuées avec des concentrations inférieures n’ont pas donné de signal significatif. Les
mesures ont été réalisées avec un dispositif de cPDMS de type EET de 2mm d’épaisseurs. Le cPDMS
a été préparé a 25% de carbone afin de se placer dans les conditions optimales de conductivité.

La superposition des courbes obtenues, avec et sans couple, est présentée sur la Figure 3.10.

2000

1500 | Fell/Felll 20 mM
KCl0,l M

1000 4

KC10,1 M

-1000 A

-1500 A

Densité de courant (pA/cm?)
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-1.5 -1 -0.5
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Figure 3.10 — Superposition des voltammogrammes obtenus dans KCI 0,1 M avec et sans Fe(CNs)*'*

20 mM. Mesures a 250 mV/s sur électrodes de cPDMS (25%) de type EET de 2 mm d’épaisseur.

La courbe obtenue pour les électrodes plongées dans une solution contenant du KCl seul, renseigne
sur la fenétre de potentiel de 1’¢électrode en cPDMS qui est ici comprise entre -1000 mV et +1500 mV
(vs Ag/AgCl). Cette large fenétre de potentiel est conforme au comportement général du carbone [2].
L’allure de la courbe en présence de Fe(II) et Fe(Ill) est caractéristique d’une réaction redox. Les pics
de courant d’oxydation et de réduction sont distinctement observés, signe que les électrodes de
cPDMS semblent adaptées a ce type d’expérience.
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Cependant, la valeur de AE, ici autour de 2000 mV, est trés largement supérieure a la valeur théorique
attendue (59 mV) et a celles habituellement retrouvées dans la littérature [8]. Deux phénomenes
peuvent expliquer cette différence :
e D’une part, cette valeur importante de AE peut provenir de la chute ohmique engendrée par la
forte résistivité du matériau ainsi que son épaisseur.

e D’autre part, la rapidité de transfert de charges a I’interface électrode/électrolyte peut étre
limitée par 1’état de surface du cPDMS. Celui-ci, de maniére native, n’est peut étre pas
particuliérement adapté a 1’oxydoréduction de ce couple.

Pour identifier les effets de ces phénomenes, différents tests ont été conduits dans la suite de I’¢tude:
e (Caractérisation de I’influence du dopage.

e mise en évidence de l’'influence de I’état de surface du cPDMS par I’évaluation des
conséquences du traitement plasma oxygene sur sa réponse ¢lectrochimique pour ’¢électrolyte
seul et pour les trois couples électrochimiques présentés précédemment. En effet, de
nombreux travaux mettent en évidence la nécessité d’activer la surface des électrodes de
carbone avant leur utilisation [2]. Le choix de ce traitement et I’étude de son influence se
justifient également par son utilisation lors du procédé technologique d’intégration
d’¢électrodes de cPDMS dans un systéme PDMS.

II1.2 Influence du dopage du cPDMS
III.2.a Réduction de I’épaisseur du cPDMS

Afin de limiter I’effet de la chute ohmique, nous avons travaillé avec des épaisseurs de cPDMSde 100

um ce qui nous a également permis de réduire la concentration de Fe(CNg)*™.

g
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Figure 3.11 — Voltammogramme obtenu avec Fe(CNg ) ImM (dans KCL 0,1 M). Mesures a 200 mV/s
sur électrodes de cPDMS (25%) de type FM1 de 100 um d’épaisseur.
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La Figure 3.11 présente le voltammogramme ainsi obtenu pour une électrode de cPDMS de 100 um
d’épaisseur et pour une concentration en espéces €lectroactives de 1 mM.

Ces ¢lectrodes présentent ainsi un AE de 540 mV, soit une réduction de plus de 70% par rapport a
I’¢électrode de 2 mm. Cette valeur reste néanmoins supérieure aux 59 mV théoriquement attendus.

II1.2.b Influence du dopage du cPDMS

Une autre mani¢re de diminuer la résistance du matériau consiste en l’augmentation de sa
conductivité. On rappelle que la proportion de noir de carbone dans le cPDMS influence directement
sa conductivité, mais aussi probablement le nombre de sites actifs et donc la surface électroactive de
I’¢lectrode. Nous avons donc voulu évaluer I’influence du dopage sur la réponse électrochimique du
matériau envers le Fe(CNg)™™* (1 mM dans KC1 0,1 M).

Des ¢lectrodes de cPDMS (de type FM1) de 100 um d’épaisseur mais de dopages allant de 18 a 25%
de carbone ont été réalisées. Les résultats sont présentés sur la Figure 3.12.
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Figure 3.12 — Voltammogrammes des mesures effectuées sur électrodes de cPDMS de type FM1
(e=100 um) a différents dopages (18, 20, 22 et 25% de carbone wiw) en présence de Fe(CNg)*™*
(1 mM dans KCI 0,1 M). Vitesse de balayage 50 mV/s.

L’allure générale des courbes montre clairement 1’impact de la concentration en noir de carbone sur la
réponse électrochimique du matériau. La diminution du dopage entraine ainsi I’augmentation du AE
allant de 536 mV pour 25% a 823 mV pour 20%, mais également la réduction des courants de pic.
Ceci est d’ailleurs conforme au modele de percolation traduisant la dépendance critique du dopage
d’un matériau sur sa conductivité.

Ce comportement est ¢galement décrit dans les travaux de Ferrera et al [12] effectués sur diamant
dopé bore. Les auteurs justifient alors ces observations par I’amélioration du passage de courant dans
le matériau mais également par I’augmentation du nombre de sites de transfert de charges a I’interface
avec D’électrolyte. Ces deux phénoménes cumulés entrainent alors une amélioration visible de la
rapidité de la réaction. Nous pouvons supposer qu’il en est de méme avec le cPDMS ou une
augmentation du dopage entraine a la fois une amélioration de la conductivité du matériau mais
également 1’augmentation du nombre de sites actifs en surface de 1I’¢lectrode.
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II1.3  Evaluation de I’influence du plasma oxygéne sur les mesures

Les mesures d’angle de contact décrites dans le chapitre II ont mis en évidence la modification de la
surface du cPDMS par une oxydation au plasma oxygeéne. Le traitement permet d’une part de modifier
sa chimie de surface en augmentant, par exemple, considérablement ses propriétés hydrophiles, mais
également de nettoyer 1’électrode en détruisant les impuretés adsorbées.

Les mesures réalisées dans ce paragraphe visent donc a caractériser I’effet du plasma oxygene sur la
réponse €lectrochimique du cPDMS vis-a-vis de trois sondes électroactives.

II1.3.a Influence de la durée du plasma

Dans un premier temps I’influence de la durée du plasma a été évaluée sur la réponse électrochimique
du cPDMS envers le Fe(CNg)™™* Les électrodes, réalisées selon le modéle FM1 (e=100 pm, @ 5 mm,
25%), sont traitées au plasma oxygeéne (50 W, 200 mTorr) pendant des durées variables : 2,5 min, 10
min, 20 min et non traitées. On rappelle que les électrodes sont conservées dans I’eau désionisée pour
conserver leur caractére hydrophile avant leur utilisation.

Les résultats sont présentés sur la Figure 3.13.
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Figure 3.13 — Voltammogrammes des mesures effectuées sur électrodes type FM1 de cPDMS
(e=100um) traitées au plasma oxygene pendant différentes durées (2,5 m, 10 min, 20 min et non
traitée) en présence de Fe(CNg)** (ImM dans KCI IM). Vitesse de balayage 50 mV/s. Plasma 0,,
S50 W, + 200 mTorr.

L’allure générale des courbes présente directement 1’influence du plasma oxygene sur la réaction du
couple Fe(CNg)*™* sur I’électrode cPDMS. Ainsi, dés 2,5 min de traitement, le AE est largement réduit
(227 mV contre 511 mV, soit une réduction de 50%). Ces observations sont conformes aux travaux
effectués sur électrodes de carbone sérigraphiées [13] pour lesquels les auteurs décrivent une
diminution du AE de 440 a 156 mV apreés oxydation au plasma oxygeéne 100 W.
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Parall¢lement, le traitement entraine une nette augmentation de la valeur des courants de pic, soit un
comportement similaire a ceux décrits dans la littérature [13].

L’oxydation plasma de la surface de cPDMS favorise ainsi considérablement le transfert électronique
entre celle-ci et I’électrolyte. Les molécules de Fe(CNg)*™* étant reconnues sensibles aux changements
de surface de 1’¢électrode, ce comportement confirme une modification de la surface de cPDMS suite
au plasma. On notera, en revanche, que le prolongement du traitement au-dela de 10 min ne semble
pas modifier de maniere significative la réponse de 1’¢lectrode.

Plusieurs pistes peuvent étre proposées pour expliquer la variation de la réponse électrochimique du
cPDMS:
- La modification des groupements chimiques de la surface (notamment mise en évidence grace
au caracteére hydrophile de la surface apres traitement).

- L’augmentation du nombre de sites actifs (mis en évidence par les images MEB) peut
conduire a ’augmentation de la surface active de 1’électrode.

La caractérisation de ’effet du plasma sur le cPDMS, a I’aide d’autres sondes électroactives, permet
d’apporter des ¢éléments de réponse complémentaires. Par la suite, les électrodes sont traitées au
plasma oxygene pendant 2,5 min, ce qui reste suffisant pour 1’amélioration significative de la réponse
de Fe(CNg)*™* tout en restant compatible avec les procédés de collage plasma.

1I1.3.b Influence du plasma 0, sur la mesure de ruthénium hexaammine

Les mesures de voltammétrie cyclique ont été effectuées sur des électrodes réalisées selon le modéle
FM2 (e=50 pm, @ 5 mm, 25%). Celles-ci ont été traitées (2,5 min) ou non au plasma oxygeéne afin
d’en évaluer I’impact sur leur réponse électrochimique vis a vis du ruthénium hexaammine (2 mM
dans KC1 0,1 M). Les voltammogrammes obtenus sont présentés sur la Figure 3.14.
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Figure 3.14-Voltammogrammes des mesures effectuées sur FM2 de cPDMS (D5 mm, e=50 pm)

traitées (2,5 min, 50 W, 200 mTorr) ou non en présence de ruthénium hexaammine 2mM (dans KCI
0,IM). Vitesse de balayage 200mV/s.
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Les deux courbes correspondant aux électrodes traitée et non traitée présentent des AE identiques (de
114 mV). Le traitement de surface ne semble donc pas modifier la rapidité du transfert électronique
entre le couple et la surface de I’¢électrode. Ceci est cohérent avec le comportement habituel du
ruthénium hexaammine pour lequel le transfert de charges avec 1’¢lectrode s’effectue par procédé de
sphére externe [2]. Ces valeurs sont par ailleurs conformes a celles retrouvées dans la littérature sur
¢électrodes GC (~ 110 mV) [8].

Cependant, le traitement des ¢lectrodes de cPDMS au plasma oxygene entraine une augmentation des
valeurs de courant de pic. Cette différence de courant faradique indique probablement que le nombre
de sites actif est augmenté lors du traitement plasma O,. Ces observations ont également été décrites
dans la littérature sur des ¢lectrodes GC [14]. Les auteurs de I’article justifient la hausse du courant par
une augmentation de la rugosité des électrodes utilisées, ce qui entraine une augmentation de leur
surface.

II1.3.c Influence du plasma 0, sur la réaction du catéchol a I’électrode

Les mesures de voltammétrie cyclique sont effectuées sur électrodes réalisées selon le modéle FM2
(=50 pm, @ 5 mm, 25%). La réponse ¢électrochimique des €lectrodes vis a vis du catéchol (2 mM) est
comparée avant et aprés traitement (2,5 min). Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 3.15.
On notera qu’a la différence des deux couples redox précédents, le catéchol est préparé dans du PBS
0.1 M a pH 6.5 qui s’avere étre le tampon optimal pour la mesure des courants de pic [15].
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Figure 3.15 — Voltammogrammes des mesures effectuées sur FM2 de cPDMS (@5 mm, e=50 um,
25%) traitées au plasma (2,5 min, 50 W, 200 mTorr) ou non en présence de catéchol
2mM (dans PBS 0,IM). Vitesse de balayage de 200mV/s.

L’allure des deux courbes met clairement en évidence de nouveau I’influence du plasma sur la réponse

¢électrochimique du cPDMS pour le catéchol. Le traitement de surface améliore significativement les
mesures : le AE passe de 603 mV a 234 mV, soit plus de 60% de réduction sous I’effet du plasma
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oxygene. Ces mesures sont particulieérement conformes aux travaux de Wang et al [13] présentant
I’effet du plasma oxygene sur la réponse électrochimique d’électrodes d’encre de carbone
sérigraphiées. Les auteurs observent une diminution du 4E de 665 mV a 233 mV aprés 20 min de
traitement a 100 W pour la méme espéce (0.4 mM de catéchol dans 50 mM PBS).

Le catéchol étant sensible a la présence d’oxydes qui favorisent son adsorption [11], ce résultat
confirme 1’oxydation de la surface suite au plasma oxygéne et la présence de groupements contenant
de I’oxygene.

II1.4 Caractérisation du courant capacitif

Lorsque les mesures ampérométriques sont réalisées en absence de couple électroactif, un courant
résiduel, dit capacitif, est observé pendant une expérience de voltammétrie cyclique. On rappelle qu’il
provient de I’accumulation de charges dans la double couche, a I'interface électrode/électrolyte.
Chaque électrode est ainsi caractérisée par une capacité d’interface qui renseigne sur les phénoménes
de répartition des charges a sa surface. Cette capacité est particuliérement dépendante de 1’état de
surface mais également de I’électrolyte.

Dans les cas d’utilisation de I’électrochimie comme outil de détection, ce courant capacitif est
considéré comme du bruit. Il peut en effet masquer la mesures de pics de courant faradiques, en
particulier si I’espéce a détecter est en faible concentration. Le rapport entre le courant faradique et le
courant capacitif est ainsi limitant pour la mesure. On parle de rapport signal sur bruit (Rgz)

IIT14.a Influence du plasma oxygéne sur le courant capacitif

Si le traitement au plasma oxygene peut influencer la mesure des courants faradiques, nous avons
observé que ce traitement agissait également sur les phénoménes capacitifs. Des mesures en
voltammétrie cyclique ont été réalisées sur des électrodes (type FM1), traitées (2,5 min) ou non au
plasma oxygene, en présence de 1’électrolyte support seul. Les résultats sont présentés sur la Figure
3.16.

2.5 min

Densité de courant (pA/cm?)

-15 4

-600  -400  -200 0 200 400 600 800 1000 1200
Potentiel (mV vs Ag/AgCl)

Figure 3.16 — Voltammogrammes des mesures effectuées sur électrodes FM1 de cPDMS (e=100 ym)
traitées au plasma O, (50 W, 200 mTorr, 2,5 min) ou non en présence de KCl 0,1 M.
Vitesse de balayage 50 mV/s.
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Le plasma induit ici une augmentation trés significative du courant capacitif. L’¢lectrode non traitée
présente un signal capacitif de I’ordre de 100 nA/cm , qui passe a pres de 2,5 pA/cm aprés traitement
au plasma. Cette augmentation conjointe du courant capacitif et de la durée du traitement au plasma
oxygene est ¢galement retrouvée dans la littérature pour des électrodes en fibre de carbone [16] ot une
augmentation de la surface active est également démontrée.

II1.4.b Détermination de la capacité d’interface

La voltammétrie cyclique permet I’estimation de la capacité de la double couche a l'interface. La
mesure de cette capacité de double couche s’effectuant directement a partir de 1’étude du courant
capacitif, il est important de s'affranchir au maximum des phénomeénes faradiques. L'expérience est
effectuée en présence d'un électrolyte inerte seul (sans couple électroactif). Il est également important
de réaliser les mesures dans une gamme de potentiel ne permettant pas I'oxydoréduction du solvant. Le
courant mesuré ne dépend alors que du courant capacitif. Il est décrit par I’hypothése suivante :

_dQ _ U

== E = Cv (Equation 3.4)

le

Avec I le courant (en Ampere), Q la charge électrique (en Coulomb), C la capacité de la double
couche (en Farad), v la vitesse de balayage (en V/s), soit la variation de potentiel (E) par unité de
temps (t)

Le courant capacitif est ainsi proportionnel a la vitesse de balayage. Des expériences de voltammétrie
cyclique ont été réalisées a différentes vitesses de balayage (entre 50 et 2000 mV/s).Ces mesures sont
effectuées sur la méme électrode (type FM1, 25%) avant puis apres traitement au plasma oxygene (50
W, +200 mTorr, 2,5 min). Les courants capacitifs ainsi obtenus ont été représentés en fonction des
vitesses de balayage sur la Figure 3.17.
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Figure 3.17 —Influence du plasma oxygene sur la capacité de la double couche de I’interface
cPDMS/KCI (0.IM). Les mesures sont effectuées avant (en bleu) et aprés (en rouge) plasma oxygéne
(50 W, +200 mTorr, 2,5 min) sur EPM de cPDMS (25%).
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Conformément au résultat attendu, le courant capacitif varie linéairement (R >0,996) avec la vitesse de
balayage, aussi bien avant qu’aprés 1’oxydation de la surface. La capacité semble ici nettement
augmenter sous 1’effet du plasma oxygene. En effet, avant traitement, I’électrode présente une capacité
d’interface de 710 nF/cm?, soit une valeur légerement plus faible que celles habituellement retrouvées
dans la littérature, a savoir comprises entre 1 et 35 pF/cm (sur électrodes de carbone en KC1 0,1 M)
[17]. Apres le plasma, la pente indique une capacité de 13,9 uF/cm . Les mémes expériences, réalisées
en présence de PBS 0,1 M, ont également mis en évidence 1’augmentation de la capacité d’interface de
4,3 uF/cm (R 0,997) a 13,8 uF/em (R 0,999) apres le traitement plasma. Une étude plus rigoureuse
utilisant la méthode de spectroscopie d’impédance devrait permettre de valider ces mesures

La double couche se comportant comme un condensateur plan, I’augmentation de la capacité
d’interface peut notamment s’expliquer par [’agrandissement de la surface de [’électrode.
L’augmentation du nombre de sites actifs sous 1’effet du traitement au plasma oxygene semble ici
particuliérement cohérente au vu des résultats obtenus avec les sondes électroactives.

II1.4.c Rapport Signal/Bruit

Les mesures précédentes ont mis en évidence I’influence du traitement plasma sur les phénomenes
faradiques et capacitifs. Cependant, afin d’évaluer I’intérét d’un tel traitement sur les mesures
¢électrochimiques, I’analyse des résultats passe par la détermination du Ry, c'est-a-dire le rapport entre
les valeurs de courant obtenues avec et sans espéce ¢électroactive.

Le Tableau 3.2 présente 1’effet du plasma oxygeéne sur le 4E et le Ry.

Ferri/Ferro Ruthénium Hexaammine Catéchol
Non traitée| 2,5min | Non traitée 2,5min | Non traitée| 2,5 min
AE 511 227 114 114 603 234
Rapport (S/B)[ 1080 65 1852 98 84 21

Tableau 3.2 — Influence du traitement plasma O, (2,5 min, 50 W, +200 mTorr) sur les paramétres de
détection du ferri/ferro (1 mM, dans KCI 0,1 M), du ruthénium hexaammine (2 mM dans KCI 0,IM) et
du catéchol (2 mM dans PBS 0,I1M). Mesures effectuées sur FM2 (25%) a 250 mV/s.

Les résultats montrent clairement que le traitement plasma entraine la diminution du Rgp. Un bon
rapport signal sur bruit étant essentiel pour toute technique analytique, le traitement plasma semble
donc relativement défavorable pour la détection de molécules faiblement concentrées.

Cependant, si la mesure est effectuée pour détecter un mélange de plusieurs espéces redox, il est plus
intéressant de se placer dans les conditions pour lesquelles la réversibilité de la réaction est optimale
(faible 4E).

Le meilleur compromis entre le AE et le rapport signal sur bruit dépend donc finalement de I’objectif
de la mesure et des conditions dans lesquelles celle-ci est réalisée.
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Conclusion

Les avantages de la microfluidique pour les mesures électrochimiques n’est plus a démontrer. En plus
de diminuer les consommations de réactifs nécessaires [18], la miniaturisation permet d’augmenter la
rapidité, la précision et le rendement des analyses [19]. Les outils microfluidiques assurent la détection
¢lectrochimique de concentrations d’électrolytes inférieures au nM, dans ’espace et le temps avec une
sensibilité remarquable [20]. Ces microsystémes nécessitent cependant 1’intégration d’électrodes de
dimensions micrométriques.

Le cPDMS constitue une alternative intéressante aux ¢électrodes de carbone classiquement utilisées. Si
les mesures présentées dans ce paragraphe ont démontré le potentiel de ce matériau pour une
utilisation en électrochimie, celle-ci passe nécessairement par la maitrise de plusieurs contraintes.

La résistivité du cPDMS limitant notamment la mesure de courant, ce matériau implique un dopage
rigoureux et nécessite d’étre utilisé dans des épaisseurs inférieures a 100 pm.

Par ailleurs, la réactivité électrochimique du matériau peut étre modulée par un traitement au plasma
oxygene. L’¢tude de ce phénomene, a I’aide de sondes électroactives, a notamment démontré que la
conséquence du plasma est avant tout chimique avec 1’augmentation du caractére hydrophile couplée a
I’oxydation de la surface. Ces deux effets combinés favorisent alors I’adsorption des espéces
¢lectroactives a la surface du cPDMS.

Si ’oxydation diminue le AE et augmente les valeurs de courant, elle n’est cependant pas sans
conséquence sur la valeur du rapport signal sur bruit. Une caractérisation plus approfondie de la
puissance et de la durée du traitement plasma permettrait sans doute d’optimiser les conditions du
traitement tout en restant compatible avec les procédés de microfabrication.

Les systemes décris précédemment restent néanmoins tous dépendants d’une cellule électrochimique.
Le passage a un dispositif microfluidique nécessite cependant I’intégration des trois électrodes. Si les
¢électrodes de travail et auxiliaire peuvent étre réalisée en cPDMS (type FM2), la miniaturisation de
I’¢lectrode de référence est plus délicate. Elle pourrait cependant étre réalisée a partir d’'une FM2 de
cPDMS recouverte d’une couche d’Ag/AgCl, ou encore avec une électrode d’AgPDMS couverte
d’AgCl. La Figure 3.18 propose une configuration intégrant des électrodes coplanaires en cPDMS
dans un canal microfluidique en PDMS.

PDMS

Microcanal en PDMS

¢PDMS recouvert
d’Ag/AgCl

Verre

Reprise de contact

Figure 3.18 - Représentation schématique d’un dispositif microfluidique intégrant trois
électrodes de cPDMS. L électrode de référence est recouverte d’Ag/AgCIL.
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Chapitre 4

Manipulation électrique de particules en
microsysteme cPDMS

Ce chapitre est consacré a la mise en évidence du potentiel du cPDMS pour la manipulation
¢électrocinétique de particules en microsystéme. Il débute par la présentation rapide du systéme
expérimental utilisé avec notamment une description de 1’instrumentation et des particules manipulées
dans ce chapitre. Nous seront d’ailleurs amenés a décrire les précautions nécessaires a la manipulation
de cellules.

Les différents phénomenes électrocinétiques observés en présence de microbilles ou de cellules sont
ensuite décris dans la deuxiéme partie du chapitre. Nous verrons qu’ils sont particuliérement
dépendant des parameétres du champ électrique conformément aux mécanismes de polarisation
présentés dans le chapitre 1.

La troisiéme section présente I’ensemble des résultats de lyse de cellules en microsystéeme cPDMS.
Ces expérimentations, notamment réalisées par I’application de signaux impulsionnels et alternatifs,
ont conduit a la détermination des paramétres d’électroporation réversible. Leur connaissance est
indispensable dans des procédés tels que 1’électrofusion de cellules qui fait justement 1’objet du denier
paragraphe. Celui-ci est dédi¢ a la mise au point d’un microsystéme destiné a la fusion de cellules
intégrant un procédé de piégeage hydrodynamique couplé au systeme de Washizu [1] permettant la
concentration des lignes de champ.
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I. SYSTEME EXPERIMENTAL

I.1 Equipement

= Instrumentation

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus a I’aide de dispositifs microfluidiques intégrant
des électrodes en cPDMS. Les étapes nécessaires a leur fabrication sont détaillées dans le chapitre 2
(Figure 2.11). Ces microsystémes sont composés d’un canal de 50pum d’épaisseur dont les parois sont
constituées de cPDMS. Cette épaisseur est suffisamment importante pour permettre le libre
déplacement des microparticules (billes de 3 et 10 um, bactéries E. Coli et cellules HEK-293 et reste
compatible avec la profondeur de champ du microscope. Les expériences ont été réalisées avec
I’instrumentation adaptée au contrdle des paramétres fluidiques et électriques ainsi qu’a I’observation
des effets induits par les champs électriques appliqués (Figure 4.1).

- Les solutions sont injectées dans le microcanal a 1’aide d’un contrdleur d’écoulement (MCFS
Fluigent”). Cet équipement, piloté par un logiciel d’instrumentation virtuelle, permet de réguler la
pression sur plusieurs voies différentes et de I’ajuster en temps réel.

- Les particules a I’intérieur du canal sont observées a 1’aide d’un microscope droit (Nikon
Eclipse LV150) et d’un microscope a fluorescence (Axio Imager Zeiss), tous deux équipés d’une
caméra (Zeiss AxioCam HS).

- Les signaux électriques appliqués aux électrodes sont produits a l’aide d’un générateur
(Agilent” 33250A) piloté sous Labview'™ via son interface GPIB. Ce générateur est couplé a un
amplificateur (NF® HSA 40114011 — bande passante 1 MHz) permettant des gains en tension de 10,
20, 50 ou 100. Les tensions appliquées sont controlées a 1’oscilloscope (Agilent® DSO6034A — bande
passante 300 MHz).

Microscope a
fluorescence &

AT R W

L‘ﬂﬁ L

Figure 4.1 — Instrumentation optique, fluidique et électrique utilisée lors des expérimentations.

Pour découpler, dans la mesure du possible les effets électrocinétiques des effets hydrodynamiques,
les expérimentations ont été réalisées en 1’absence de débit [2].

Cependant, si le controleur d’écoulement (Fluigent®) permet de stopper assez efficacement le
déplacement de liquide, quelques mouvements résiduels persistent et peuvent perturber la mesure. La
majorité des expériences ont été effectuées en canaux de 200 pm de largeur. Néanmoins, certains
phénomenes étudiés, relativement lents, sont particulierement sensibles a la présence d’un écoulement
résiduel. C’est pourquoi les manipulations sont réalisées dans certains cas en canaux de 600 pm de
large, moins sensibles a I’influence de ces variations [2].
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Afin de simplifier la comparaison entre les expériences, 1’amplitude de la tension appliquée est
rapportée a la largeur du canal et les protocoles électriques appliqués sont donc décrits en valeur de
champs électriques.

Enfin, afin d’éviter tout phénomene d’adsorption des particules (billes ou cellules) sur le verre, les
canaux sont remplis d’une solution de BSA (Bovine Serum Albumin) a 1% et incubés a 37°C pendant
2 h. Ils sont ensuite rincés (eau désionisée) avant leur utilisation pour éliminer I’excédent de BSA.

= Microbilles
L’intérét des électrodes de cPDMS pour la manipulation électrocinétique de particules a d’abord été
mis en évidence par I’utilisation de microbilles (Polybeads, Polysciences Inc.) diélectriques
(polystyréne latex, PSL) sphériques et de diamétres contrdlés (ici 3 pm et 10 um).
Ces particules sont lavées plusieurs fois avec de 1’eau désionisée par centrifugation avant leur
utilisation. Ceci permet d’éliminer les traces de surfactant et de s’assurer d’étre en milieu trés
faiblement conducteur.
Parallélement, des mesures réalisées a 1’aide du Zetasizer™ ont été effectuées sur ces microbilles afin
d’évaluer leur potentiel z&ta. Pour cela, les billes sont remises en suspension a faible concentration (la
solution doit étre transparente) dans de I’eau désionisée, puis placées dans une cuvette adaptée a la
mesure (DTS1061, Malvern®™). L appareil applique alors un champ électrique 4 travers la dispersion et
mesure la mobilité électrophorétique des particules. Cette mobilité peut étre reliée au potentiel zéta
lorsque I’on connait les propriétés du solvant utilisé. Les mesures ont mis en évidence une charge de
surface négative, ce qui reste conforme a la littérature.

= Bactéries
Dans un deuxiéme temps, des bactéries ont fait I’objet d’une étude préliminaire a la manipulation de
cellules eucaryotes. Moins contraignantes que ces derniéres (moins sensible a ’osmose, a la
température, et a la composition du milieu), les bactéries permettent de se familiariser plus simplement
a I’utilisation d’organismes vivants.
Des bactéries Escherichia ColiTOP10 (Invitrogen®™) ont été cultivées dans un milieu Luria-Bertani
liquide incubé a 37°C pendant 24 h (5 pl de bactéries dans 15 mL de milieu). Aprés centrifugation
(5000 rpm 5 min), elles ont été remises en suspension dans une solution de glycérol a 10% (2 fois)
assurant une faible conductivité tout en évitant les chocs osmotiques.
De la classe des entérobactéries, les E. Coli sont des bacilles (~1 pm) a Gram négative, c'est-a-dire
présentant une membrane dite externe composée de lipopolysaccharides et de protéines. Ces
molécules sont alors responsables de la charge de surface négative (2 pH neutre) [3] des bactéries a
Gram-. Des mesures de potentiel zéta effectuées sur différentes lignées d’E. Coli confirment leur
charge de surface négative [4].

.2 Cellules eucaryotes

= Cellules et milieu

Les manipulations ont été effectuées sur des cellules adhérentes HEK-293, dérivées de cellules
embryonnaires du rein (humain). Elles sont souvent utilisées d’apres la littérature [5][6] et leur culture
est par ailleurs bien maitrisée au laboratoire Ampeére. Leurs propriétés diélectriques ont de plus été
récemment caractérisées par Zimmerman et al [7]. Elles sont présentées dans le Tableau 4.1 :
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Cell line  Medium osmolarity €, (mF/m 2y G (S!m:}“ a; (mS!m]h zley b

HEK293 300 (mOsm) 8.5 £ 0.3 ~0 533 £ 63 19
HEK293 100 (mOsm) 7.5 £0.3 126 £ 33 175 £ 14 85 £ 15

Tableau 4.1 — Propriétés électriques des cellules HEK-293. Cm et Gm désignent respectivement la
capacité et la conductance surfacique de la membrane. o; et &; sont les conductivité et permittivité du
cytoplasme des cellules. Tableau issu de [7]

Les cellules HEK-293 (ATCC CRL-1573™) commandées chez PAA sont cultivées sur milieu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complété par 10% de FBS (Fetal Bovine Serum), 5% de
glutamine et 5% de pénicilline-streptomycine. Les cellules sont incubées a 37°C pendant deux jours en
atmosphéere a 5% de CO, / 95% O,. A confluence (80% de la surface couverte), les cellules sont
rincées avec du DMEM, détachées avec de la trypsine, puis récupérées dans du DMEM. Aprées
centrifugation douce (5 min a 233g), les cellules HEK-293 sont remises en suspension dans un milieu
adapté a leur manipulation, c'est-a-dire un milieu devant étre préférentiellement isotonique mais
surtout présenter une faible conductivité (cf. Chapitre 1).

Pour nos expériences, les cellules ont été préparées dans un tampon a pH 7.02, d’osmolarité 300
mOsm.L™ et de conductivité 93.6 uS/cm acheté chez Eppendorf® (Electrofusion Buffer Isoosmolar).
Cependant, le passage du milieu de culture (trés conducteur, supérieur a 10 mS/cm) au milieu de
fusion (trés peu conducteur) nécessite plusieurs ringages afin de réduire efficacement la conductivité.
Ces étapes de lavage ne sont en revanche pas sans conséquence sur la viabilité des cellules. Des tests
effectués au bleu Trypan ont mis en évidence jusqu’a prés de 35% de pertes de cellules a la suite d’un
lavage (centrifugation + changement de milieu). Un milieu contenant trés peu d’ions peut en effet
induire un stress pour les cellules [8]. Ce phénomene couplé aux contraintes mécaniques liées a la
centrifugation peut étre la raison de cette diminution significative du nombre de cellules.

Un protocole incluant deux étapes de centrifugations semble étre le bon compromis pour permettre
I’ajustement de la conductivité tout en préservant au mieux la viabilité cellulaire. Il permet ainsi
d’obtenir une conductivité électrique de I’ordre de 100 puS/cm, ce qui reste sensiblement proche du
tampon de fusion pur (93.6 pS/cm).

= Marquage et contraintes d utilisation

Afin de faciliter les observations des cellules, en particulier pour la lyse ou la fusion, I'utilisation d’un
marqueur fluorescent est idéale. Pour certaines expériences, les HEK-293 ont été marquées a la
calcéine AM (pour acetoxyméthyl), un marqueur cytoplasmique. Ce fluorophore, réputé pour sa
stabilité¢ (quenching faible), est un dérivé de la calcéine issu de la modification de ses groupements
carboxyliques (trés polaires) par des groupements esters (lipophiles). La molécule peut diffuser dans
les membranes cellulaires. Une fois a l'intérieur de la cellule, les groupements esters sont hydrolysés
par des enzymes présentes naturellement dans la cellule (estérases non spécifiques). Les composés
formés, alors chargés et polaires, sont ainsi piégés dans la cellule (Figure 4.2). La calcéine AM est
incolore et non fluorescente jusqu'a son hydrolyse. Les longueurs d'onde d'excitation et d'émission
sont respectivement de 490 nm et 515 nm.
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Figure 4.2 — Principe du marquage a la calcéine AM. La molécule entre dans la cellule ou elle est
hydrolysée par une enzyme du cytoplasme. La calcéine formée est alors fluorescente et piégée
dans la cellule.

L’utilisation d’un marqueur de fluorescence pouvant parfois se révéler toxique pour les cellules[9],
nous avons voulu dans un premier temps évaluer I’influence de la calcéine sur la viabilité de HEK-293
en milieu de fusion.

Afin de comparer I’effet du marqueur, des cellules marquées et non marquées ont été observées sous
microscope a fluorescence. Pour cela, la moitié d’une flasque de cellules a été placée en présence de
calcéine (1% v/v) puis incubée a 37°C pendant 30 min. La seconde moitié non traitée est conservée a
I’¢tuve. Chaque lot de cellules est ensuite préparé séparément selon le protocole décrit précédemment
(centrifugations et passage en milieu de fusion). Ceci permet d’éliminer le marqueur en exces dans le
lot de cellules marquées et éviter ainsi qu’il ne s’incorpore aux cellules non marquées lors du mélange
des deux lots. Une goutte de ce mélange a été observée au microscope a fluorescence (entre lame et
lamelle). La Figure 4.3 présente 1’évolution dans le temps de la morphologie des cellules marquées et
non marquées.

N

t20min

Figure 4.3 — Modifications morphologiques observées sur cellules HEK-293 marquées et non

marquées (calcéine AM). Les images sont prises 1 min et 20 min apres la derniére remise en

suspension dans le milieu de fusion (Eppendorf). Les fleches blanches mettent en évidence les
bourgeonnements caractéristiques du processus apoptotique.
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Ces photographies correspondent a la superposition d’une image en contraste de phase (toutes les
cellules sont visibles) avec une image en fluorescence (seules les cellules marquées sont visibles). Le
marquage est trés efficace, il est aisé a t; (c'est-a-dire a I’instant 1 min apreés la derni¢re remise en
suspension dans le milieu de fusion) de différencier les cellules marquées a la calcéine AM (ici
blanches) des cellules non marquées (sombres). Les cellules sont plutdt sphériques, de diameétre
relativement constant (~10 pm). Ni le protocole de préparation, ni le marquage ne semblent influencer
ici leur morphologie. On admettra qu’a t;, les cellules sont en bonne santé.

Des photographies ont été prises régulierement (toutes les 5 minutes) en prenant soin d’éviter tout
phénoméne de quenching. A partir de 15 minutes, des bourgeonnements'ont été observés a surface de
quelques cellules. Ce phénomeéne, significatif du processus apoptotique, s’étend a I’ensemble des
cellules vers 20 minutes d’observation qu’elles soient marquées ou non (Figure 4.3). La présence de
la calcéine AM ne semble donc pas influencer ce phénomeéne.

L’expérience de marquage a été reproduite en remplagant le milieu de fusion par du DMEM beaucoup
plus favorable a la viabilité des cellules. L’ensemble du protocole de préparation (centrifugations) est
conservé. Les mémes phénomeénes de bourgeonnements sont alors observées mais cette fois aprés 30-
40 minutes d’observation (au lieu de 20 minutes dans le milieu de fusion). Ce dernier, drastiquement
appauvri en ions et dénué de nutriments, doit donc probablement induire un stress supplémentaire chez
la cellule, ce qui réduit considérablement la durée des expériences.

Les effets cumulés des centrifugations et du changement de milieu sont donc critiques pour la viabilité
des cellules. Cependant placer les cellules dans un milieu trés faiblement conducteur étant
indispensable pour leur manipulation sous champ électrique, nous devons nous contenter
d’expériences de courtes durées.

II. ELECTROMANIPULATION DE PARTICULES

[I1.1 Manipulation électrocinétique de microbilles

L’intérét des électrodes de cPDMS pour la manipulation électrocinétique de particules a d’abord été
mis en évidence par ['utilisation de microbilles de polystyréne (3 um et 10 pm). Ces phénomenes
ayant déja fait I’objet d’un certain nombre de travaux (cf. Chapitre I), nous avons voulu vérifier que
les mémes comportements pouvaient étre retrouvés avec les électrodes de cPDMS.

Les particules ont été injectées dans le canal a 1’aide du Fluigent®. Aprés arrét de I’écoulement,
quelques secondes sont nécessaires pour stabiliser le déplacement du liquide et donc des particules
dans le microcanal. En absence de champ électrique, ces billes sont dispersées dans tout le canal de
maniére trés homogeéne (Figure 4.4.a). Les billes de 10um de diamétre sont particuliérement
immobiles, a ’inverse de celles de 3pum qui s’agitent Iégérement sous I’effet du mouvement brownien.

On rappelle que le comportement d’une particule sous champ électrique est fonction des parametres
du champ appliqué mais également de ses propriétés diélectriques. Différents protocoles électriques
ont été testés en faisant varier I’amplitude et la fréquence des champs électriques appliqués. Trois
comportements majeurs décrits dans la littérature ont pu étre mis en évidence lors de ces expériences.

! « Blebbing » ou « budding » en anglais
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= Formation de chaines/alignements

Pour des fréquences comprises entre 10 Hz et quelques MHz, des phénoménes d’alignement ont été
observés. Les particules s’organisent en chaines paralléles au champ électrique comme présenté sur la
Figure 4.4. Ce phénomeéne correspond a I’interaction dipodle-dipole [10], [11]. L’accumulation de
charges non homogénes de part et d’autre de I’interface particule/milieu est a 1’origine d’un dipéle
induit sur chaque particule (cf. Chapitre I) dont I’orientation dépend du signe de la partie réelle du
facteur de Clausius-Mossotti. Les charges induites de part et d’autre des particules s’attirent et
s’alignent dans le sens du champ électrique.

Figure 4.4 — Alignements de microbilles de polystyréne (@ 10 um, dans [’eau désionisée) sous [ effet
d’un champ électrique alternatif (3.10° Vim 500 kHz). Expérience effectuée en microcanal de 200 jum
de largeur bordé de deux électrodes de cPDMS (25 %) de 50 um d’épaisseur.

- Pour des fréquences comprises entre 100 kHz et 5 MHz, la vitesse de formation des
chaines semble peu influencée par la fréquence (pour une intensité de champ donnée). Ceci indique
que la polarisabilité des billes est sensiblement constante dans cette gamme. En revanche, pour une
méme fréquence, I’augmentation de I’intensité du champ entraine un alignement plus rapide des billes
entre elles. Ces phénomeénes ont été observés pour les deux tailles de billes (10 um ou 3
pm).Conformément a la littérature [10], le seuil a partir duquel I’organisation en chaine est effective, a
é6té observé autour de 1.10° V/m (cf. Figure 4.7). 1l s’agit du champ a partir duquel les forces
d’interaction particule-particule deviennent supérieures a I’énergie thermique.

- Pour les fréquences inférieures a 100 kHz, ces alignements n’ont été observés que
pour des champs électriques présentant une intensité comprise entre 0,5.10° et 2.10° V/m.
L’interaction dipdle-dipdle semble alors plus faible, les alignements étant plus longs a s’organiser et
impliquant moins de billes. Pour des intensités supérieures, le phénomene de rotation du a la
polarisation mutuelle entre 2 particules voisines I’emporte (cf. Figure 4.7).
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»  Mouvements Zigzag/ vortex (50 Hz — 1 kHz)

Pour des fréquences comprises entre 10 Hz et 100 kHz, a mesure que 1’amplitude augmente, les
phénomeénes d’alignements sont progressivement remplacés par des phénomeénes circulants. En effet,
au dela de 1.10° V/m, le phénoméne de rotation des particules, induit par la polarisation mutuelle des
billes voisines, I’emporte sur les alignements dipdle-dipdle. Les billes s’organisent alors sous la forme
de bandes en mouvement, plus souvent appelées « zigzag » ou « vortex », qui finissent par s’incliner a
45° par rapport au champ électrique (Figure 4.5). On notera également que les billes ne tournent pas
dans le méme sens selon 1’angle formé avec le champ électrique.

L’amplitude du champ semble jouer un réle important dans ces phénomeénes. Ainsi, I’augmentation de
I’intensité entraine une accélération du processus de rotation avec notamment des échanges de
particules entre les différents vortex. Autour de 3.10° V/m, des mouvements elliptiques légérement
désordonnés commencent a étre observés. Au dela de 4.10° V/m, les phénoménes deviennent trés
rapides et tres irréguliers mais conservent néanmoins globalement une allure circulante [12].

Par ailleurs, en raison de leur sensibilité a la variation de flux dans le canal, ces phénoménes ont
principalement été étudiés en canal de 600 pm de largeur.

Ces vortex sont décrits dans la littérature pour des fréquences comprises entre 100 Hz et quelques kHz
dans des conditions similaires aux notres (taille de bille, conductivité du milieu) [13]. Ils impliquent
des interactions mutuelles entre particules voisines, associées aux effets de rotation induits par
relaxation de la double couche [10][14][15]. La coexistence de ces deux mécanismes est a I’origine de
ces phénomenes.

. . . . 4

Figure 4.5 — Phénoménes zigzags observés sur des billes de 3um dans un canal de 600um de largeur

a 500Hz et 5.10° Vim. Détail du phénoméne : les images permettent de suivre la mobilité d une bille
(coloriée ici en rouge) a 500 Hz et 1.1 0’ Vim.
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= Déplacements latéraux en alternance (0.1 Hz —quelques Hz)

A faible fréquence, c'est-a-dire entre 0.1 Hz et quelques Hz, des mouvements latéraux de billes ont été
observés. Les particules se déplacent alternativement en direction d’une électrode puis de 1’autre
(Figure 4.6). D’aprés nos observations, les paramétres du champ influencent directement Ies
déplacements de billes. Ainsi la fréquence du champ appliquée parait correspondre a la fréquence
d’alternance des particules. Quant a I’amplitude, elle semble proportionnelle a la vitesse de
déplacement des billes et donc a la distance parcourue pendant la période donnée.

Ainsi a fréquence constante, si I’on augmente 1’amplitude, le déplacement des billes est plus rapide, et
donc la distance de migration plus importante. De méme, a amplitude constante, les billes se déplacent
plus loin pour des faibles fréquences. On notera cependant qu’a ces faibles fréquences, si 1’on
augmente trop l’amplitude, le courant peut devenir suffisamment important pour permettre
I’¢lectrolyse de I’eau, phénomene traduit par I’apparition de bulles d’air dans le canal.

Figure 4.6 — Phénoméne de déplacement alternatif de microbilles (3 um) sous [’effet d 'un champ
électrique d’1 Hz et 2.10° V/m. L’image b correspond a I'image a prise 1/2 sec plus tard. Les
expériences sont effectuées dans un canal avec électrodes de cPDMS (e=50 um) séparées de 600 pm.

Ce phénoméne semble ici trés proche de la migration électrophorétique observée sous un champ
¢électrique continu. En effet, les billes présentant une charge de surface négative (informations
obtenues grace aux mesures de potentiel zéta), elles se déplacent sous I’effet du champ électrique
appliqué [16] en direction de 1’anode (chargée positivement). L’augmentation corrélée de la vitesse de
déplacement des particules avec le champ électrique est cohérente avec la littérature [17].

Cependant, en basse fréquence, il est difficile de discerner tous les phénoménes impliqués (effets
¢lectrohydrodynamiques [18][19], processus électrolytiques, électrophorése) et de conclure sur la
mobilité électrophorétique [20].

= Schéma de synthése

Afin de synthétiser I’ensemble de ces résultats, une cartographie des phénomeénes observés a été
réalisée sur un seul microsysteme de 200 pm de largeur avec une concentration en billes (3 um de
diamétre) de I’ordre de 2.10° particules/mL. La plage de fréquences couverte, comprise entre 0.1 Hz et
1 MHz, correspond a la bande passante de I’ensemble générateur-amplificateur de tension. Les
phénomenes observés ont été classifiés en fonction de la fréquence et I’amplitude du champ. Ils sont
présentés dans la Figure 4.7.
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Figure 4.7 — Schéma de synthése des phénoménes observés pour une suspension de billes (@ 3um,
dans de l’eau désionisée) dans un microcanal avec électrodes de cPDMS (50 um d’épaisseur)

séparées de 200um.

Le graphique permet de mettre en évidence différents comportements décrits précédemment. Ces
phénomenes sont ici limités entre :
- la répartition aléatoire obtenue lorsque le champ électrique est trop faible pour provoquer
I’apparition d’un des phénomenes,
- et I’électrolyse de I’eau conduisant a I’apparition de bulles.

e Conformément a la littérature [10][14], les phénomenes d’alignement dipole-dipdle ont été
observés pour des fréquences supérieures a 100 kHz. L’amplitude du champ est ici particuliérement
critique sur la force d’interaction qui détermine la rapidité de formation des chaines et le nombre de
particules concernées. Des filaments de billes ont également été observés pour des fréquences
comprises entre 0.1 et 10 kHz, mais seulement pour de faibles amplitudes (inférieures a 10° V/m). Ces
résultats sont également en accord avec les travaux de Lele et al [14].

e Les phénoménes « vortex » ou « zigzags» observés lors de nos expériences ont été obtenus
pour des protocoles électriques comparables en fréquence avec la littérature mais pas forcément avec
les mémes valeurs de champ, ce qui peut s’expliquer par la différence de nature et de géométrie
d’¢électrodes [14][13] (Figure 4.8). La gamme de fréquences est située entre une centaine de Hz et
quelques dizaines de kHz. Nos expériences ont été complétées par des observations a des intensités de
champ supérieures. Ainsi pour des amplitudes supérieures a 3.10° V/m, les mouvements sont de plus
en plus désordonnés [12].
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Figure 4.8 — Diagramme des phénomeénes observés par Lele et al [14] pour une suspension de
particules de polystyréne (@ 3 um, 10 uM KCl) placées dans un champ alternatif.

e Pour les plus faibles fréquences, les particules se déplacent alternativement vers 1’une ou
I’autre des électrodes. Ce phénoméne se produit jusqu’a une fréquence d’environ 10 Hz. D’apres nos
observations, la vitesse de déplacement des billes dépend de I’intensité du champ, la fréquence du
champ déterminant la durée du mouvement. L’intensité est toutefois limitée par 1’électrolyse de 1’eau
autour de 3.10° V/m. Compte tenu de I’ensemble de phénoménes électrohydrodynamiques pouvant
étre observés a basse fréquence, il n’est ici pas rigoureux de définir ces mouvements comme étant la
seule conséquence de 1’¢électrophoreése.

On notera qu’il est difficile de déterminer avec précision les fréquences et amplitudes de transition
entre les différents phénomenes. Il ne s’agit pas en effet d’une limite distincte mais véritablement
d’une zone plus ou moins large dans laquelle les deux phénomeénes coexistent. L’un des deux
phénomenes prend progressivement ’ascendant sur I’autre. Par exemple la Figure 4.9 présente le
passage d’alignements en chaines a des mouvements « zigzags ». Ainsi lorsque la fréquence est
réduite progressivement de 10° Hz a 10* Hz (a 2.10° V/m), les chaines de billes commencent par se
rapprocher latéralement, puis les phénomenes circulatoires apparaissent, ce qui permet aux billes de
s’aligner perpendiculairement au champ électrique (avant de former des vortex).

a b - C a d T
e B ;| i
. K 10um
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E

Figure 4.9 — Changement d’organisation des billes avec la diminution de la fréquence: 10° Hz (a),
6.10° Hz (b), 3.10° Hz (c), 10° Hz (d) a amplitude constante (2.10° Vim).

Si les observations décrites a la Figure 4.9 sont cohérentes avec les travaux de Lele et al [14], elles

vont néanmoins a 1’encontre des conclusions de Holzapfel er al [21]. Ces derniers expliquent que la
vitesse et le sens de la rotation induite entre particules voisines dépendent de leur position relative par
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rapport au champ. Ils précisent ainsi que des particules parfaitement alignées, selon une ligne paralléle
au champ, ne devraient pas entrer en rotation sous I’effet de la polarisation mutuelle (cf. Chapitre 1).
Cependant, nos mesures étant effectuées avec des billes de 3 pm, celles-ci peuvent étre plus facilement
sujettes aux variations d’écoulement dans le canal et a 1’agitation thermique. Elles ne restent donc,
d’aprés nous, jamais parfaitement alignées et peuvent ainsi provoquer la rotation des cellules
adjacentes.

= Conclusion :

L’ensemble des comportements observés dans ce paragraphe (alignements dipole-dipdle, vortex) sont
conformes a la littérature et retrouvés dans des gammes de fréquences et d’amplitudes comparables.
Ceci montre que les ¢lectrodes de cPDMS sont adaptées pour une utilisation dans la gamme de
fréquences généralement utilisée lors de manipulation de microbilles. Le paragraphe suivant présente
les résultats obtenus en présence de cellules.

I1.2 Manipulation électrocinétique de cellules

I1.2.a Manipulation de bactéries

Quelques expériences préliminaires sur bactéries ont été réalisées. Comme précédemment, les canaux
(200pm de largeur) sont traités avec une solution de BSA 1% puis laissés pendant 2h a I’étuve a 37°C.
Cette étape de saturation est indispensable pour éviter tout phénoméne d’adsorption des bactéries a la
surface du verre. Les protocoles sont identiques a ceux appliqués pour les billes. Les comportements
tels que les zigzags, les mouvements de va-et-vient et les alignements ont été retrouvés pour des

paramétres é€lectriques comparables. Les expériences ont cependant été principalement focalisées sur
la formation de chaines paralléles aux champs électriques appliqués dans le canal.

De maniére trés similaire aux billes, les bactéries s’assemblent en chaines (Figure 4.10.b) sous 1’effet
du champ pour des fréquences comprises entre 100 kHz et quelques MHz. Avec I’augmentation de
I’amplitude (3.10° V/m, 1 MHz), les filaments s’associent latéralement par groupes de 10-20 (Figure
4.10.c). Le phénomene est réversible, puisque les bactéries se dispersent immédiatement apres arrét du
champ (Figure 4.10.d).

Figure 4.10 — Bactéries E. Coli en absence de champ (a), sous IMHz/2.10°V/m (b), sous 1 MHz et
3.10° V/m (c) et enfin 1 seconde aprés I'arrét du champ électrique (d). Expériences effectuées dans un
canal microfluidique avec électrodes de cPDMS (épaisseur 50 um) séparées de 200 ym.

Ces expériences préliminaires ont mis en évidence le potentiel des électrodes en cPDMS pour la
manipulation d’entités biologiques. L utilisation de champs électriques pour diriger 1’organisation de
micro-organismes pourrait par exemple faciliter la formation de biofilms [22] qui font 1’objet de
nombreuses études depuis une dizaine d’années du fait de leur vaste domaine d’applications [23].
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I1.2.b Manipulation de cellules HEK-293

Les cellules HEK-293, préparées dans le milieu de fusion, sont injectées dans un canal microfluidique
de 200 um de largeur avec électrodes de cPDMS (e=50 pum). En absence de champ électrique, la
répartition des cellules est assez homogéne. A 1’arrét du Fluigent”, les cellules sont immobiles mais
restent parfois sujettes aux écoulements résiduels dans le canal.

Différents protocoles électriques ont été testés en faisant varier I’amplitude et la fréquence des champs
¢lectriques appliqués. Les expériences ont cependant été axées sur les alignements compte tenu de leur
intérét avéré dans de nombreuses applications microfluidiques.

= Filaments de cellules

Pour les fréquences allant de quelques kHz au MHz, des phénoménes d’alignement ont été observés.
Les HEK-293 s’assemblent progressivement en chaines perpendiculaires au canal, selon les lignes de
champ ¢électrique. Comme décrit précédemment, ce phénomene résulte de la polarisation des cellules
sous l’effet du champ a Il’origine d’interactions dipdles-dipdles. Comme pour les microbilles,
I’intensité du champ joue un réle déterminant sur la rapidité d’assemblage des filaments et le nombre
de cellules impliquées. Cependant, deux comportements différents correspondant aux phénomeénes de
diélectrophorese positive et négative ont été ici mis en évidence. En effet, la rugosité des électrodes
peut induire, par effet de pointe, des inhomogénéités de champ électrique.

Par ailleurs, la seule présence des cellules contribue a rendre le champ non uniforme et permet le
déplacement des cellules par diélectrophorése comme cela a été démontré numériquement par Kua et
al [24]. Leurs travaux précisent que la force diélectrophorétique induite par les inhomogénéités de
champs dues aux cellules augmente avec la taille des particules mais également lorsque celles-ci sont
proches des parois du canal.

Figure 4.11 — Alignement de HEK-293 par diélectrophorese (a) négative a 10 kHz (b) et positive a 1
MHz (Amplitude constante 2.10° Vim). Expérience réalisée en microcanal de 200 um de largeur avec
électrodes de cPDMS de 50 um d’épaisseur.

- Pour les fréquences comprises entre 1 et 50 kHz, les cellules s’assemblent en chaines
tout en restant centrées dans le canal comme présenté sur la Figure 4.11.a. Ce comportement est
caractéristique de la diélectrophorése négative (cf. Chapitre I) pour laquelle les cellules, en présence
d’un gradient de champ électrique, se déplacent vers les minima de champ. La nDEP se produit
habituellement dans une gamme de fréquences similaire (pour des milieux de conductivité
comparable) [25].
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- Pour les fréquences allant de 100 kHz a quelques MHz, les billes s’assemblent
toujours en chaines mais sont cette fois préférentiellement accrochées a I’'une des électrodes (Figure
4.11.b). Ce comportement traduit le fait que les cellules sont soumises a la diélectrophorése positive
puisqu’elles se rapprochent des maxima de champ. Ces phénomenes de pDEP sont d’ailleurs
généralement rencontrés pour des fréquences comparables (pour des milieux de conductivité

similaires) [25].

= Rotation de cellules

Pour les fréquences intermédiaires, c’est a dire comprises entre 50 et 100kHz, les cellules ne s’alignent
plus et restent isolées les unes des autres. Ce phénoméne est habituellement retrouvé lors du passage
entre la pDEP et la nDEP [26], c'est-a-dire lorsque la partie réelle du facteur de Clausius-Mossotti
devient nulle (a la fréquence de « cross-over »).

Les expériences ont également révélé des phénomenes de rotation de cellules dans cette gamme de
fréquences. Ces observations étant effectuées aprés arrét du Fluigent® et quelques minutes de
stabilisation, seule I’application du champ électrique a pu étre responsable de ces phénomeénes,
d’autant plus que ceux-ci s’arrétent immédiatement aprés coupure du champ. En variant le champ
appliqué, plusieurs facteurs modulant ces phénoménes de rotation ont pu étre mis en évidence. Les
vitesses de rotations ont été caractérisées manuellement a partir d’images extraites de fichiers vidéo.
Ainsi, en suivant une aspérité sur la membrane des cellules (représentée par un point rouge sur la
Figure 4.12), et connaissant la vitesse d’acquisition de la caméra, il est possible de remonter a la
vitesse de rotation de la cellule.

Figure 4.12 — Rotation d 'une cellule HEK-293 sous [’effet d 'un champ électrique alternatif de 80 kHz
et 1.10° V/m. Expérience réalisée en microcanal de 200 um de largeur avec électrodes de cPDMS de
50 um d’épaisseur.

“ 10

(095,0M0]) UOTIBIOL 2P 9SSOIIA

0 20 40 60 80 100
Distance de 1’électrode (um)
Figure 4.13 — Influence de la distance électrode-cellule sur sa vitesse de rotation. Mesures effectuées
en canal de 200 um de largeur a 80 kHz et 1.10° V/im avec électrodes de cPDMS de 50 um
d’épaisseur.
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Les mesures ont mis en évidence que la vitesse de rotation des cellules :
- augmente avec I’amplitude appliquée (a fréquence constante),
- dépend directement de la fréquence appliquée (2 amplitude constante) selon une allure
gaussienne centrée autour de 80 kHz pour laquelle la vitesse de rotation est maximale,
- est fonction de la position des cellules dans le canal. Ainsi, comme le présente la Figure
4.13, plus les cellules sont proches des ¢lectrodes de cPDMS plus la vitesse de rotation est
élevée. Inversement, les cellules sont immobiles au centre du canal.

Les phénoménes de rotation de cellules sont habituellement la conséquence d’une interaction mutuelle
avec d’autres cellules se trouvant a proximité [14][15]. Nos mesures ont pourtant révélé que certaines
cellules pouvaient étre en rotation alors qu’elles étaient isolées, et notamment lorsqu’elles se
trouvaient a proximité des électrodes. Holzapfel et al [21] ont également décrit des rotations de
cellules isolées lorsque celles-ci se trouvent dans une perturbation du champ électrique. Ils précisent
que des irrégularités locales dans la structure ou la composition des électrodes peuvent étre
considérées comme équivalentes a la présence d’une autre cellule. Ceci semble donc particuliérement
cohérent avec nos observations.

= Spectre diélectrophorétique des HEK-293
Les paramétres di¢lectriques des cellules HEK-293 ont récemment été caractérisées par électrorotation
par Zimmermann et al [7]. Ces résultats, (cf. Tableau 4.1) associés a 1’expression du facteur de
Clausius-Mossotti (selon le modele « single-shell » [27]) nous ont permis de tracer le spectre
diélectrophorétique théorique des HEK-293 pour nos conditions de mesures (milieu de fusion). Il est

présenté sur la Figure 4.14.
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Figure 4.14 — Spectre diélectrophorétique des cellules HEK-293 tracé pour nos conditions
expérimentales a partir de données extraites de la littérature [T][27].

Pour I’interprétation de ce spectre, nous ne tiendrons compte que des fréquences utilisées lors des
mesures avec les cellules, c’est a dire comprises entre 100 Hz et quelques MHz.

La fréquence de cross-over (changement de signe de la partie réelle du fcy) est ainsi théoriquement
observée pour 50 kHz. Pour les fréquences inférieures, la Re[fcy] est négative, ce qui est cohérent
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avec le phénomeéne de nDEP observé dans cette gamme. Inversement, au dela de 50 kHz la Re[fcy] est
positive conformément au phénoméne de pDEP mis en évidence dans cette gamme de fréquence.
L’intensité de la Im[fcy] est maximale pour une fréquence de 70 kHz, ce qui correspond quasiment a
la fréquence pour laquelle les phénomenes de rotation observés étaient les plus rapides (80 kHz).

Les observations sont donc conformes aux prévisions théoriques, ce qui prouve que les électrodes de
cPDMS sont adaptées pour ce type de mesures.

= Caractérisation des alignements
Les cellules étant formées d’un cytoplasme entouré d’une membrane souple, celles-ci sont facilement
déformables sous I’effet de contraintes. Pour caractériser les alignements de cellules, I’évolution de la
surface de contact entre les cellules a été étudiée en fonction de la fréquence d’alignement. Contrdler
le contact entre deux cellules peut s’avérer crucial dans des applications telles que la fusion de

cellules.

Pour cette étude, des cellules ont été alignées en microcanal de cPDMS par des champs électriques de
fréquence comprise entre 10 kHz et | MHz (3 amplitude constante 10° V/m).

Un paramétre de comparaison est élaboré afin de caractériser quantitativement le contact entre les
cellules. Pour ne pas négliger I’influence de la dimension d’une cellule sur I'autre, leurs périmétres
sont pris en compte. Le parameétre (R) est ici défini comme le rapport entre la longueur de contact et le
périmetre moyen des deux cellules adjacentes :

2D,
R=-—"°1
Pi + Ps

Avec D,, la longueur de contact entre deux cellules, P;et P,, les périmétres des deux cellules.

00 (Equation 4.1)

Considérons le cas idéal dans lequel les cellules sont de dimensions sensiblement identiques, il sera
admis qu’elles subissent la méme influence du champ électrique et qu’elles présentent la méme
déformabilité. L’influence de la déformation des cellules durant I’expérience est également limitée en
admettant que le périmétre reste constant. Une étude basée sur les volumes des cellules et la surface de
contact aurait été plus compléte mais ces mesures ne visent ici qu’a évaluer la fréquence optimale
d’alignement.

Les conditions limites ont d’abord été définies. Ainsi R est nul lorsque les cellules ne sont pas en
contact. Inversement, R atteint sa valeur maximale si les deux cellules sont confondues, ce qui est
physiquement absurde. C’est pourquoi, de manic¢re a rendre cette formule plus cohérente avec la
réalité, la valeur maximale de ce rapport est fixée pour une D, égale au diamétre initial de la cellule.
Ceci est néanmoins une limite arbitraire car, a notre connaissance, aucun élément dans la littérature ne
caractérise la déformation limite (avant rupture de la membrane) des HEK-293. La valeur de R, est
ainsi définie pour 31,8%.

L’évolution du contact cellule-cellule est présentée en fonction de la fréquence sur la Figure 4.15.
Chaque mesure est une moyenne effectuée sur plus d’une vingtaine de cellules. Si, les écarts types
sont importants, c’est qu’ils sont directement le reflet de la variabilit¢é de prés de 14% dans la
distribution des diamétres des cellules. Celle-ci peut dépendre de la distribution de taille assez variable
des cellules mais également du plan focal dans lequel sont effectuées les mesures.
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Figure 4.15 — Evolution du contact entre les cellules en fonction de ’évolution de la fréquence a
amplitude constante (ici 10° Vim) dans un canal de 200um de largeur.

Il apparait ici que le contact entre les cellules varie avec la fréquence. En effet, pour les fréquences de
1 et 10 kHz, les forces d’alignement sont plus faibles que pour les fréquences supérieures a 250 kHz.
Par exemple, le contact entre deux cellules est pratiquement doublé entre 1 kHz et 500 kHz (Figure
4.15).

II est donc préférable d’utiliser une fréquence supérieure a 250 kHz (pDEP) si I’on souhaite un contact
maximal entre les cellules. Ceci est d’ailleurs cohérent avec la définition de la force
diélectrophorétique (Equation 1.5). En effet, d’une part le terme VE’ est plus important vers les
maxima de champ, d’autre part la partie réelle du fry est prés de deux fois plus élevée en pDEP
comme présenté sur la Figure 4.14. N’envisageant pas d’utiliser des fréquences plus élevées que le
MHz en raison de la limite de la bande passante de 1’amplificateur, on admettra dans la suite du
manuscrit que les alignements optimaux sont obtenus pour des fréquences comprises entre 500 kHz et
1 MHz.

= Conclusion
L’ensemble des comportements observés dans ce paragraphe (nDEP, rotation, pDEP) est conforme a
la théorie et a la littérature. Par ailleurs les alignements effectués a basse fréquence ont mis en
évidence I’apparition de phénoménes de lyse avec I’augmentation de 1I’amplitude du champ. Leur
caractérisation fait I’objet du paragraphe suivant.

III. LYSE DE CELLULES

La lyse de cellule par voie électrique est directement basée sur le phénomeéne d’électroporation, c'est-
a-dire la formation de pores dans la membrane induite par 1’application d’un champ électrique intense.
A partir d’un seuil critique, dépendant de la taille de la cellule et du champ appliqué (amplitude,
durée), le mécanisme d’électroperméabilisation devient irréversible (cf. Chapitre I). La membrane se
fracture et la cellule se vide de son contenu.
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Le chapitre I présente quelques exemples de microsystémes intégrant des fonctions de lyse cellulaire.
Ce type de procédé est notamment employé comme étape préliminaire a 1’analyse du contenu d’une
cellule. Si la lyse est généralement réalisée par I’application de champs pulsés, les travaux publiés
récemment semblent privilégier 1’utilisation de champs alternatifs. Ces derniers permettent notamment
de limiter 1’électrolyse de I’eau et de réduire le nombre de paramétres €lectriques a ajuster.

III.1 Protocoles électriques

Apres préparation en milieu de fusion (décrit précédemment), les HEK-293 sont injectées dans le
microcanal. Les cellules sont d’abord alignées en chaines a 500 kHz et 2.10° V/m (pDEP). Cette étape
permet a la fois de controler que le systéme d’électrodes est opérationnel (absence de mauvais contact)
mais également, en maintenant les cellules les unes contre les autres, de minimiser I’effet des
écoulements qui perturbent parfois I’observation des cellules. Différents paramétres €lectriques de lyse
inspirés de la littérature [6] ont été testés.

= Lyse induite par signal impulsionnel
Le protocole électrique est décrit dans le Tableau 4.2. Le nombre d’impulsions, ainsi que leur période

sont restés fixes, tandis que leur largeur et amplitude ont été variées :

Série 4 impulsions
Période 1 ms
Largeur 10 us - 1 ms
Champ 1-3,5.10°V/m

Tableau 4.2 — Paramétres testés lors des expériences de lyse en impulsions

Ces paramétres sont contrdlés par une interface Labview” développée au laboratoire Ampére.
L’observation de ces impulsions a I’oscilloscope permet de vérifier leur allure et plus particuliérement
le bon respect des périodes et des largeurs d’impulsions. En effet, si le générateur permet
théoriquement d’atteindre des largeurs d’impulsions inférieures a la microseconde, I’amplificateur ne
permet concrétement pas de les atteindre pour de fortes amplitudes. Les mesures a 1’oscilloscope ont
ainsi pu déterminer que pour des largeurs inférieures a 10 ps, les signaux générés sont limités par la
bande passante de I’amplificateur et ne sont plus carrés. Nous ne sommes pas descendus en dessous de
cette durée.

=  Lyse induite par signal sinusoidal
Les protocoles électriques sont plus simples a mettre en ceuvre car seules la fréquence et I’amplitude

du champ électrique sont a déterminer. La gamme de fréquences explorée s’étend de 1 kHz a 500 kHz
ce qui correspond a ce qui peut étre relevé dans la littérature (cf. Chapitre I). Pour chaque fréquence,
I’amplitude est augmentée progressivement par paliers jusqu’a 1’observation de la lyse.

II1.2 Résultats de lyse de cellules HEK-293

= Résultats de lyse induite par signal impulsionnel

La Figure 4.16, présente un résultat de lyse obtenue par champ pulsé.
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Figure 4.16 — Observation (contraste de phase) de cellules HEK-293 avant (a) et apres (b) lyse par
application de 4 impulsions d’1 ms de largeur et 3.10° V/m de hauteur (séparés d’I ms).

Les observations en contraste de phase permettent de distinguer les cellules du milieu extracellulaire.
Avant la lyse (a), les cellules sont alignées par pDEP (500 kHz, 2.10° V/m). Aprés ’application des
impulsions (b), les cellules changent radicalement de morphologie. Le changement de contraste des
membranes des cellules laisse supposer la destruction de la membrane méme si les cellules conservent
une allure sphérique. Elles présentent un diameétre en moyenne deux fois supérieur qui refléte une
anomalie dans le contréle de I’osmolarité. La structure des cellules apres 1’application des impulsions
est caractéristique des « ghost cells » [28][29].

De maniére a confirmer qu’il s’agit ici bien de lyse et non pas d’un simple gonflement des cellules par
osmose suite a 1’électroporation, une étude avec marqueur est indispensable. Les mesures ont été
effectuées sur des HEK-293 marquées a la calcéine AM (1%). La fluorescence des cellules a été suivie
avant et apres 1’application des impulsions. Un exemple de mesure est présenté sur la Figure 4.17.
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Figure 4.17 — (a) Suivi de 'intensité de fluorescence de 3 cellules HEK-293 marquées a la calcéine
avant (rouge), 1 seconde apres (vert) et 5 minutes apres (bleu) I’application de 4 impulsions de I ms
et 3.10° V/m séparés d’Ims. (b) Evolution de la fluorescence sur 20 minutes d une cellule non exposée
a un champ électrique. Expériences réalisées dans un microcanal de 200 pm de largeur avec
électrodes de cPDMS de 50 um d’épaisseur. Mesures effectuées avec le logiciel AxioVision®™ (Zeiss).

Les courbes de fluorescence sont tracées selon 1’axe d’alignement des cellules comme présenté sur la
photographie. Le premier spectre (en rouge), tiré d’une mesure effectuée avant les impulsions, permet
de distinguer les profils des cellules alignées par pDEP, ainsi que la ligne de base correspondant a la
fluorescence du milieu de suspension.
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Grace a D’interface Labview”, une série de 4 impulsions (I ms, 3.10° V/m) espacées d’1 ms est
appliquée immédiatement aprés 1’arrét des champs d’alignement (500 kHz, 2.10° V/m). Le second
spectre (en vert) présente le profil de fluorescence des cellules relevé 1 seconde apres [’application des
impulsions. Une diminution de la fluorescence de prés de 50 % est observée, ce qui pourrait signifier
que pres de la moitié du cytoplasme est sorti de la cellule (en négligeant le quenching Figure 4.17.b).
Ceci est d’ailleurs corrélé a I’augmentation de la fluorescence du milieu extracellulaire. 5 minutes
apres 1’application des impulsions, la fluorescence des cellules est d’intensité sensiblement proche de
celle du bruit de fond mesuré¢ avant la lyse. Cela semble signifier que le marqueur est sorti presque
entiérement (prés de 80%) des cellules et s’est progressivement dispersé dans le canal sous ’effet de
la diffusion.

Ces résultats confirment que le marqueur est sorti des cellules sous I’effet des impulsions et donc qu’il
y a bien eu électroporation massive.

Dans le cadre d’un travail préliminaire a la fusion cellulaire, nous avons cherché a déterminer les
paramétres d’électroperméabilisation réversible. Les résultats sont synthétisés sur la Figure 4.18 pour
des largeurs d’impulsion comprises entre 10 et 2000 us et d’amplitude comprise entre 1 et 3,5.10°
V/m. Nous avons défini arbitrairement une limite entre lyse et non lyse lorsque 70% de cellules sont
lysées.

3,5.10°
3.10°
2,5.10°
2.10%

1,5.10°

Amplitude des pulses (V/m)

NON LYSE

10° s 5 ‘
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

- b

Durée des pulses (us)
Figure 4.18 — Tableau de synthése de [’influence des parametres des impulsions sur la lyse (orange)
ou non lyse (vert). La limite (bleu) est établie pour un rendement de 70% de lyse. Mesures effectuées
dans un microcanal de 200 um de largeur avec électrodes de cPDMS de 50 um d’épaisseur.

La Figure 4.18 met en évidence le rapport entre la durée des impulsions et leur amplitude. Ainsi, la
réduction de la largeur des impulsions nécessite d’étre compensée par 1’augmentation du champ.
Inversement, I’application d’impulsions de longue durée permet de diminuer les champs nécessaires.
On notera que la détermination des conditions limites de lyse renseigne sur le seuil de réversibilité de
la membrane des cellules. L’identification de ce seuil est justement indispensable dans des
applications ou I’¢lectroperméabilisation nécessite d’étre réversible.
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= Résultats de lyse induite par champ alternatif
Les ¢lectrodes de cPDMS ont ensuite été utilisées pour lyser des cellules par des protocoles impliquant
des champs alternatifs. Les cellules HEK marquées sont injectées dans le microcanal puis soumises a
un champ de fréquence donnée. L’amplitude est alors augmentée jusqu’a 1’observation des

phénomeénes de lyse. La Figure 4.19 présente un exemple de lyse par champ alternatif ici effectuée a
10 kHz (nDEP).

S50pm

Figure 4.19 —Mise en évidence du phénomene de lyse en sinus. (a) Les cellules HEK-293 sont

alignées par I'application d’un champ alternatif de 10kHz et 10°V/m. (b) L augmentation de
lamplitude du champ conduit a la lyse des cellules, ici a partir de 2.10°V/m. Mesures effectuées dans
un microcanal de 200 um de largeur avec électrodes de cPDMS de 50 um d’épaisseur

A 10 kHz, les cellules sont assemblées en filaments globalement centrés au milieu du canal sous
I’effet de la nDEP. L’augmentation progressive de 1’amplitude provoque la lyse de cellules a partir de
2.10° V/m.

Cependant nos mesures ont révélé que les cellules lysées tendent a se rapprocher de la paroi des
¢électrodes. Ce phénomene traduisant le passage de la nDEP a la pDEP est conforme aux observations
décrites dans la littérature [30][31]. La déstructuration de la membrane induit une modification des
propriétés diélectrique de la cellule (¢,") se répercutant sur 1’évolution de Re[fcy] en fonction de la
fréquence, d’ou la différence de comportement diélectrophorétique observée entre cellules lysées et
non lysées (cf. Chapitre I). Ce phénomene est ici intéressant pour 1’identification des cellules lysées
pour les fréquences inférieures a 80 kHz.

La Figure 4.20 présente les différents comportements des cellules HEK-293 en fonction des
paramétres du champ testés. Elle met en évidence le rapport entre la fréquence et I’amplitude du
champ. Pour les plus faibles fréquences, les cellules sont lysées a partir de 1,5.10° V/m, soit le champ
nécessaire pour lyser avec des impulsions de longue durée (cf. Figure 4.18). On peut également
remarquer que pour lyser des cellules a des fréquences supérieure a 50 kHz, il est nécessaire
d’augmenter 1’amplitude. A partir de ce seuil, plus la fréquence est élevée, plus il faut augmenter
I’intensité du champ afin d’étre en mesure d’observer la lyse.
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Figure 4.20 — Synthese de ['influence de la fréquence et de ’amplitude du champ sur le comportement
des cellules HEK-293. Mesures effectuées dans un microcanal de 200 um de largeur avec électrodes
de cPDMS de 50 um d’épaisseur.

Afin d’évaluer la cohérence de ces observations, 1’évolution théorique du TMP (pour un champ
donné) est tracée en fonction de la fréquence du champ d’aprés la relation de Schwann (Equation

1.14). La courbe, présentée sur la Figure 4.21, met en évidence qu’il est théoriquement nécessaire

d’appliquer une intensité de champ plus élevée pour des fréquences supérieures a 10 kHz ce qui reste
du méme ordre de grandeur que nos observations.
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Figure 4.21 — Evolution du TMP en fonction de la fréquence du champ appliqué. Les parametres

électriques de la cellule sont tirés de [7].
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= Conclusion
Que ce soit via des champs impulsionnels ou alternatifs, des expériences des lyses ont été réalisées
avec succes sur cellules HEK-293 (avec ou sans marquage). Par ailleurs, la détermination des
parametres limites de lyse (Figure 4.18 et 4.20) permet d’ouvrir des perspectives quant a ’utilisation
du cPDMS pour des applications basées sur 1’électroporation réversible. Le paragraphe suivant
présente les étapes de mise au point d’un dispositif microfluidique avec électrodes de cPDMS dédié a
I”¢lectrofusion de cellules.

IV. ELECTROFUSION DE CELLULES

IV.1 Expériences préliminaires

La majorité des dispositifs dédiés a la fusion retrouvés dans la littérature permettent de concentrer
localement le champ électrique (Figure 1.32). Quelques microsystémes intégrant des électrodes
épaisses paralléles sont aussi rapportés. Le champ électrique ainsi produit présente I’intérét d’étre
uniforme sur toute la hauteur du canal [32][33]. Des expériences d’électrofusion ont donc été
effectuées a 1’aide de dispositifs intégrant des électrodes épaisses de cPDMS. En plus d’étre simples et
rapides a réaliser, ces systémes ayant déja été utilisés pour la lyse permettent de se baser sur les
paramétres d’électroperméabilisation réversible mis au point dans le paragraphe précédent.

Pour ce type d’expérience, le protocole se déroule généralement en trois étapes (Figure 4.22) :

e un appariement des deux cellules d’intérét. Comme dans la plupart des dispositifs dédiés a la
fusion de cellules, nous avons choisi de réaliser cette étape par diélectrophorése.
Conformément aux résultats présentés sur la Figure 4.15, I’appariement a été effectué a 500
kHz (2.105 V/m), soit en diélectrophorese positive (Fypep> Fupep).

e Pour cette application, le phénomene d’électroporation doit étre réversible. Il est donc
nécessaire de se placer juste a la limite de la lyse, de maniére a favoriser la formation d’un
grand nombre de pores tout en évitant de dépasser le seuil de perméabilisation réversible (cf.
Chapitre I). D’aprés la littérature, 1’électrofusion peut s’effectuer par la succession de 1 a 9
impulsions dont la durée est située entre 10 et 100 ps (cf. Tableau 1.5).

Différents protocoles a base de champs pulsés ont été testés. Ils sont basés sur les résultats de
lyse présentés sur la Figure 4.18, c’est a dire composés de 4 impulsions séparées d’1 ms. Leur
durée est variée entre 10 et 1000 ps et leur amplitude entre 10° et 3.10° V/m.

e Enfin, de maniére a favoriser la fusion des membranes, les cellules peuvent étre maintenues en

contact pendant toute la durée de maturation (20 — 30 min). Cette étape post-fusion a ici été
réalisée par diélectrophorése positive (500 kHz, 2.10° V/m).
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Figure 4.22 — Schéma présentant le principe de |’électrofusion de cellules ainsi que protocole
électrique utilisé dans nos expérimentations.

= Résultats

Pour ces expériences préliminaires, un seul type de cellule (HEK-293) a été injecté dans le canal.
L’appariement A+B n’étant ici pas nécessaire, les cellules ont été alignées par DEP en chaines de 5 a
15 cellules chacune. Différents protocoles d’électroporation ont été réalisés. Ainsi pour chaque durée
d’impulsion (10, 100, 250, 500 ou 1000 ps), les expériences ont été¢ réitérées en augmentant
progressivement 1’amplitude (de 0,5 4 3.10° V/m) tout en prenant soin de laisser entre 20 et 30 min de
maturation. Parmi 1’ensemble des expériences effectuées, si aucune fusion n’a pu étre démontrée,
plusieurs phénoménes ont cependant été mis en évidence :

- Il est difficile de définir les paramétres pour électroperméabiliser simultanément des cellules
de tailles différentes. Conformément a la relation de Schwann (cf. Chapitre I), les plus
grosses cellules ont tendance a se lyser pour des amplitudes plus faibles sans que les petites
cellules ne soient affectées par les pulses.

- L’application de champs peut parfois induire le « collage » de groupe de deux ou trois
cellules. Méme aprés arrét de la diélectrophorése, d’aprés nos observations, les cellules restent
attachées de manicre irréversible. Ces phénomeénes ont notamment été obtenus avec les
champs pulsés les plus courts. La Figure 4.23 présente I’évolution d’une chaine de cellules
(alignées par pDEP selon le protocole décrit précédemment) aprés I’application d’une série de
4 impulsions électriques de 10 ps (3.10° V.m™). Les images sont prises durant la maturation
(entre 1 et 10 min aprés le protocole d’électroporation). Juste aprés les impulsions (+1 min),
les cellules sont encore relativement bien distinctes et dissociées les unes des autres. Apres 5
min de maturation, les cellules, ayant la méme morphologie que les « ghost cells » présentées
sur la Figure 4.23, semblent lysées. Cependant, aprés 10 min, les cellules ne sont plus
vraiment différenciables et paraissent former une sorte d’agrégat cellulaire entouré d’une
membrane unique. Au dela de 10 min, les observations n’ont mis en évidence aucune
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évolution significative. A I’arrét de la pDEP, des mouvements de flux ont été effectués, a
I’aide du contrdleur d’écoulements, afin d’essayer de dissocier cet amas de cellules. Ces tests
n’ont pas permis de séparer ces agrégats. Si ce comportement peut s’apparenter a de la fusion,
d’autres expérience en présence de calcéine AM n’ont cependant pas mis en évidence de
transfert de cytoplasme entre les cellules collées.
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Figure 4.23 — Exemple d’expérience de fusion réalisée par ['application d 'une série de 4 pulses (10us,
3.10° V', séparés d’ 1 ms). Les photographies sont prises durant la maturation qui s effectue avec
maintien des cellules par pDEP (500 kHz, 2.10° V.m™). Mesure réalisée dans un canal de 200 um de

largeur avec électrodes de cPDMS de 50 um d’épaisseur.

= Conclusion

L’idée de ces expériences préliminaires était d’évaluer, a partir d un dispositif de base simple et rapide
a réaliser, I’intérét du cPDMS pour la mise en ceuvre d’un procédé complexe tel que la fusion de
cellules. Si, au vu des résultats de dié¢lectrophorése et de lyse, les électrodes semblent adaptées a ce
type d’application, elles nécessitent cependant d’étre intégrées dans un dispositif optimisé pour
I’¢électrofusion. En effet, la majorité des microsystémes dédiés a ce procédé sont plus complexes (cf.
Tableau 1.X). Le paragraphe suivant présente la mise au point du dispositif avec électrodes épaisses
de cPDMS dédié a I’électrofusion.

IV.2 Mise au point d’un microsystéeme dédié a I’électrofusion

Le développement de ce microsystéme passe par 1’étude des problématiques liées a la méthode. Le
cahier des charges décrit pour la mise au point du dispositif est le suivant :

e le systéeme doit assurer un appariement de type A + B le plus simple possible,

e le phénoméne d’électroporation doit étre localisé afin d’agir spécifiquement sur les cellules
d’intérét,

e le dispositif doit intégrer des électrodes de cPDMS et utiliser dun procédé de
microfabrication relativement simple.

Pour la réalisation de ce dispositif, nous avons ici fait le choix de combiner les avantages des
principaux dispositifs retrouvés dans la littérature (cf. Tableau L.5) :
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e Les méthodes d’appariement de cellules intégrées dans les microsystemes dédiés a
I’¢électrofusion, sont particuliérement complexes a mettre en ceuvre. Par exemple le dispositif de
Skelley et al [34] nécessite d’alterner les sens d’injection des cellules. Le systéme a membrane décrit
par Kimura er al [35] requiert de retourner plusieurs fois le dispositif. Le systéme d’appariement
développé ici a donc été inspiré de pieges hydrodynamiques issus des travaux de Tan er al [36] et de
Teshima et al [37]. 1l permet d’assurer exclusivement des appariements de A + B. Trés simple a mettre
en ceuvre, il permet également d’éviter la formation indésirable de chaines parfois observées dans la
littérature [34][35].

e La technique pour concentrer localement le champ électrique a été, en revanche, directement
inspirée des multiples travaux de Washizu [1][38][35][39][40] Décrite dans le chapitre I, cette
méthode consiste a concentrer les lignes de champ dans une zone d’intérét a 1’aide d’un matériau
di¢lectrique. Elle permet d’une part de diminuer les tensions nécessaires pour attendre le seuil
d’¢électroperméabilisation de la cellule, mais également d’éviter d’agir sur toutes les cellules présentes
dans le canal.

Nous avons imaginé un dispositif combinant un appariement hydrodynamique et la structure de
Washizu. 11 est présenté sur la Figure 4.24. La géométrie du microcanal a été étudiée pour favoriser la
fusion spécifique entre deux types de cellules (A et B). Afin d’assurer cette spécificité, 1’idée
d’injecter chaque type cellulaire dans un canal indépendant a été retenue. Des ouvertures, de taille
inférieure au diamétre d’une cellule, sont ajoutées entre ces deux canaux pour assurer un point de
contact entre une cellule A et une cellule B et y concentrer les lignes de champ électrique. Ces picges
ont été dimensionnés de manicre a ne retenir qu’une seule cellule de chaque type et donc éviter la
formation de chapelets.

Cellules Cellules

de type A de type B * *
e

N Kl

¥ X

Figure 4.24 — Représentation schéematique du dispositif d’électrofusion mis au point.
Les deux types de cellules sont injectés par deux canaux séparés d 'un mur de PDMS. Des petites
ouvertures dans le PDMS permettent le contact entre deux cellules. Des piéges hydrodynamiques
favorisent le positionnement d 'une seule cellule de part et d’autre de ces ouvertures.

La mise au point et ’optimisation du systéme ont été effectuées a 1’aide d’un logiciel de simulation
par éléments finis (Comsol®).
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IV.2.a Simulations hvdrodvnamiques

Chaque pi¢ge est dimensionné pour une cellule de 10 um de diamétre (par canal). L’ « aspiration »
d’une cellule a lieu grace a un canal de 3 um de large permettant le passage de liquide mais pas celui
des cellules. Cette structure assure le positionnement précis d’une cellule unique juste devant une
ouverture dans la séparation entre les deux canaux. L’orifice de Sum entre les 2 parties assure le
contact entre les cellules tout en empéchant de les laisser passer (Figure 4.25).

20 pm

20 um

N 0 l’l:y‘IS um
Eand

3 pm

]

Canal principal

«— Canal de picge

Figure 4.25 — Dimensions des pieges hydrodynamiques.

Les pi¢ges hydrodynamiques sont basés sur les résistances microfluidiques des microcanaux. Leur
dimensionnement permet alors de favoriser les écoulements vers les zones désirées. La résistance
fluidique d’un microcanal est donnée par I’équation de Darcy-Weisbach [36][37] :

C(a)puLQP?
AP = (?22M—A3Q (Equation 4.2)
Avec 4P la résistance du canal, C(a) une constante dépendant d’un facteur d’aspect et du nombre de
Reynolds. x la viscosité du milieu, L la longueur du canal, Q le débit, P le périmétre du canal (2 x
hauteur h + 2 x largeur 1), et A la section du canal (h x I).

Ainsi si ’on souhaite favoriser le passage des cellules dans le piége, il est donc possible:

- d’agrandir les dimensions du canal de pi¢ge. Ceci n’est ici pas envisageable puisque les
cellules pourraient étre aspirées dedans.

- de diminuer la section du canal principal, ce qui n’est possible que dans une certaine limite.
En effet celui-ci doit permettre le passage des cellules. Nous 1’avons ainsi limité
volontairement a 20 pm (largeur et épaisseur).

- d’augmenter la longueur du canal principal, ce qui ne pose qu’une limite d’encombrement et
d’optimisation des dimensions (notamment en ajoutant des serpentins).

La détermination du rapport entre les résistances microfluidiques (en y intégrant les dimensions de nos

canaux) permet ici de déterminer a partir de quelle longueur de canal principal, les écoulements
s’effectuent préférentiellement dans le piége :
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Figure 4.26 — Parametres pris en compte pour le calcul du rapport entre les résistances fluidiques

Ainsi, la longueur du canal principal doit étre supérieure a 800 pum pour qu’une cellule aille
préférentiellement dans le piége hydrodynamique. Différentes simulations (de vitesse d’écoulement)
ont été effectuées de manicére a confirmer I’influence de 1’augmentation de la longueur du canal
principal. Elles sont présentées sur la Figure 4.27.

Figure 4.27 — Simulations de l'influence de la longueur du canal microfluidique sur la vitesse
d’écoulement dans le piege hydrodynamique. (a) 250 um, (b) 800 um et (c) 1200 yum.
Toutes les simulations sont a la méme échelle.

Les simulations mettent ici en évidence que I’augmentation de la distance du canal principal favorise
les écoulements dans le piege. Ainsi a 250 pm (Figure 4.27.a), la résistance fluidique du canal
principal étant largement inférieure a celle du piege, I’écoulement s’effectue préférentiellement dans le
canal principal. Pour une longueur de 800 pm (Figure 4.27.b), ou AP, =~ APc, le phénomene tend a
s’équilibrer. L’effet est encore plus significatif lorsque la longueur du canal principal est de 1200 pm
(Figure 4.27.c). Les écoulements s’effectuent alors majoritairement dans le piege (AP,> AP,).
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La position spatiale d’une particule avant 1’intersection entre le canal principal et le piége est alors
déterminante sur son parcours. La ligne blanche en pointillée (Figure 4.27) met en évidence
I’influence du rapport AP,/AP, sur le déplacement d’une particule (représenté ici par des lignes noires)
au niveau de I’intersection. Si le centre de la particule est situé sur la gauche de cette ligne, elle
s’orientera dans le piege. Inversement, si son centre est sur la droite de cette ligne, la particule ira
préférentiellement dans le canal principal. Ceci confirme que 1’augmentation de la longueur du canal
principal privilégie le passage d’une particule dans le piege.

Pour nous, le bon compromis entre la longueur du canal et 1’efficacité du piége est situé a I’équilibre
des résistances fluidiques (AP, = AP.). Ces conditions sont suffisantes pour la capture de cellule avec
une probabilité de I’ordre de 50%, tout en évitant de trop réduire le nombre de pieges par dispositif.

IV.2.b Simulations électriques

Des simulations du comportement du champ électrique dans ce type de géométrie ont été effectuées.
Elles sont présentées sur la Figure 4.28. La concentration du champ é¢lectrique dans la zone
d’appariement des cellules permet ici d’augmenter significativement sa valeur. La différence de
potentiel appliquée est ici de 10 V, soit un champ théorique de 0,5.10° V/m (électrodes séparées de
200 pm). Cependant, la structure diélectrique permet de concentrer ce champ jusqu’a un facteur 5
(Figure 4.28.c). Ces simulations, conformes aux travaux de Washizu [38], mettent ici en évidence
I’intérét d’une telle géométrie pour 1’électrofusion de cellules.

(a)
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Figure 4.28 — (a) Simulations de la répartition du champ électrique dans le canal (une différence de
potentiel de 10V est appliquée entre deux électrodes séparées de 200 um). (b&c) Courbes de
[’évolution du champ électrique de part et d’autre de la zone de convergence.
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Dans un premier temps, nous avons testé le principe d’appariement. Les plus petites dimensions étant
de 3 pum et le facteur de forme le plus grand de 20/3, 1’étape de lithographie devient critique. C’est
pourquoi, pour en valider le principe, nous avons souhaité d’abord évaluer ce systéme a plus grande
échelle. Les dimensions ont été¢ multipliées par 7 et le dispositif, réalisé uniquement en PDMS a partir
d’une matrice de résine SU8 (2100), a été testé avec des billes de 70 um de diamétre. Les résultats
sont présentés sur la Figure 4.29.

(a) ; U / (b) U// (© ::: U //
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Figure 4.29 — Essais d appariements de particules de 70 um. (a) Photographie effectuée avant
linjection des billes. (b) Une bille est attirée dans un des pieges. (c) Une seconde bille est piégée en
face de la premiere. Les autres billes ne sont alors plus attirées par les pieges et les contournent.

Le systéme d’appariement permet donc de piéger efficacement des billes indépendamment dans
chaque canal. Cette expérience ayant validé ce procédé, la réalisation d’un masque en verre de
dimensions adapté au pi¢ge de cellules a été effectuée. Cependant les rapports d’aspects ¢levés rendent
la lithographie d’autant plus difficile a cette échelle et nécessitent un certain nombre de mises au point
(choix de la résine optimale, couche d’accroche, protocole de révélation). Le dispositif est toujours en
cours de développement.

Conclusion du chapitre

L’utilisation des champs électriques en microsystémes est a la base de nombreux procédés de
manipulation de fluides et de particules. Ces phénomenes électrocinétiques ont notamment conduit a
I’¢laboration de fonctions de séparation ou de positionnement de particules en microcanal. Les
nombreux mécanismes mis en jeu dépendant des propriétés du champ mais également des particules.
Ils peuvent aussi étre utilisés en tant qu’outils de caractérisation de leurs propriétés diélectriques, et en
particulier celles des cellules. Ce chapitre a démontré que [’ensemble des phénomeénes
¢électrocinétiques (alignement dipolaires, vortex, diélectrophorése, électrorotation) testés pouvaient
étre réalisés a partir d’un dispositif intégrant des électrodes de cPDMS.

Des expérimentations de lyse, en cohérence avec la théorie et la littérature, ont également été menées.
La caractérisation du seuil d’électroperméabilisation réversible a ensuite permis d’envisager des
applications plus complexes telles que 1’électrofusion de cellules. Ce procédé nécessite cependant la
mise au point d’un microsystéme complexe devant répondre a la problématique de ’appariement
spécifique de cellules. Le dispositif proposé intégre un piége hydrodynamique, validé
expérimentalement, associ¢ a un systéme de concentration du champ. Un tel systéme pourrait
permettre d’assurer des fusions des cellules exclusivement A/B sans étre limité par leur taille.

136



[1]

(2]
[3]

[4]

[3]

(6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

Chapitre 4 — Manipulation électrique de particules en microsystéme cPDMS

Références bibliographiques

S. Masuda, M. Washizu, and T. Nanba, “Novel method of cell fusion in field
constriction area in fluid integration circuit,” IEEE Transactions on Industry
Applications, vol. 25, no. 4, pp. 732-737, 1989.

P. Tabeling, Introduction a la microfluidique. Belin, 2003, p. 254.

M. E. Bayer and J. L. Sloyer, “The electrophoretic mobility of Gram-negative and
Gram-positive bacteria: an electrokinetic analysis,” Microbiology, vol. 136, no. 5, pp.
867-874, May 1990.

J. Li and L. A. McLandsborough, “The effects of the surface charge and
hydrophobicity of Escherichia coli on its adhesion to beef muscle.,” International
Jjournal of food microbiology, vol. 53, no. 2-3, pp. 185-93, Dec. 1999.

D. Cui, F. Tian, C. S. Ozkan, M. Wang, and H. Gao, “Effect of single wall carbon
nanotubes on human HEK?293 cells.,” Toxicology Letters, vol. 155, no. 1, pp. 73-85,
2005.

S. Movahed and D. Li, “Microfluidics cell electroporation,” Microfluidics and
Nanofluidics, vol. 10, no. 4, pp. 703-734, Oct. 2010.

D. Zimmermann et al., “A combined patch-clamp and electrorotation study of the
voltage- and frequency-dependent membrane capacitance caused by structurally
dissimilar lipophilic anions.,” The Journal of membrane biology, vol. 221, no. 2, pp.
107-21, Jan. 2008.

D. Attwell, 1. Cohen, and D. Eisner, “Membrane Potential and Ion Concentration
Stability Conditions for a Cell with a Restricted Extracellular Space,” Proceedings of
the Royal Society B: Biological Sciences, vol. 206, no. 1163, pp. 145-161, Nov. 1979.

R. Alford et al., “Toxicity of organic fluorophores used in molecular imaging: literature
review.,” Molecular imaging, vol. 8, no. 6, pp. 341-54, Dec. 2009.

M. Mittal, P. P. Lele, E. W. Kaler, and E. M. Furst, “Polarization and interactions of
colloidal particles in ac electric fields.,” The Journal of chemical physics, vol. 129, no.
6, p. 064513, Aug. 2008.

T. B. Jones, Electromechanics of Particles. Cambridge University Press, 2005, p. 288.
C. L. Pérez and J. D. Posner, “Electrokinetic vortices and traveling waves in nondilute
colloidal dispersions.,” Langmuirl] : the ACS journal of surfaces and colloids vol. 26,
no. 12, pp. 9261-8, Jun. 2010.

M. Abe, A. Yamamoto, M. Orita, T. Ohkubo, H. Sakai, and N. Momozawa, “Control

of particle alignment in water by an alternating electric field.,” Langmuirll : the ACS
Journal of surfaces and colloids, vol. 20, no. 17, pp. 7021-6, Aug. 2004.

137



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Chapitre 4 — Manipulation électrique de particules en microsystéme cPDMS

P. P. Lele, M. Mittal, and E. M. Furst, “Anomalous particle rotation and resulting
microstructure of colloids in AC electric fields.,” Langmuir(] : the ACS journal of
surfaces and colloids, vol. 24, no. 22, pp. 12842-8, Nov. 2008.

Y. Hu, J. L. Glass, A. E. Griffith, and S. Fraden, “Observation and simulation of
electrohydrodynamic instabilities in aqueous colloidal suspensions,” Journal of
Chemical Physics, vol. 100, no. 6, pp. 4674-4682, 1994.

T. Akagi and T. Ichiki, “Cell electrophoresis on a chip: what can we know from the
changes in electrophoretic mobility?,” Analytical and Bioanalytical Chemistry, vol.
391, no. 7, pp. 2433-2441, 2008.

J. Zhu and X. Xuan, “Particle electrophoresis and dielectrophoresis in curved
microchannels.,” Journal of Colloid and Interface Science, vol. 340, no. 2, pp. 285-
290, 2009.

C. Wei, C.-W. Hsu, and C.-C. Wang, “The role of -electro-osmosis and
dielectrophoresis in collection of micro/nano size particles in low frequency AC
electric field,” Proceedings of SPIE, vol. 6645, p. 664528, 2007.

M. Lian and J. Wu, “Microfluidic flow reversal at low frequency by AC electrothermal
effect,” Microfluidics and Nanofluidics, vol. 7, no. 6, pp. 757-765, Mar. 2009.

T. B. Jones, Electromechanics of Particles. Cambridge University Press, 1995, p. 288.
C. Holzapfel, J. Vienken, and U. Zimmermann, “Rotation of cells in an alternating
electric field theory and experimental proof,” The Journal of Membrane Biology, vol.

67, no. 1, pp. 13-26, Dec. 1982.

G. O’Toole, H. B. Kaplan, and R. Kolter, “Biofilm formation as microbial
development.,” Annual review of microbiology, vol. 54, pp. 49-79, Jan. 2000.

H.-C. Flemming and J. Wingender, “The biofilm matrix,” Nature Reviews
Microbiology, vol. 8, no. 9, pp. 623-633, Aug. 2010.

C. H. Kua, C. Yang, S. Goh, R. Isabel, K. Youcef-Toumi, and Y. C. Lam, “Generation
of Dielectrophoretic Force under Uniform Electric Field.” 10-Jan-2006.

P. R. C. Gascoyne and J. Vykoukal, “Particle separation by dielectrophoresis.,”
Electrophoresis, vol. 23, no. 13, pp. 1973-83, Jul. 2002.

R. Pethig, “Review Article-Dielectrophoresis: Status of the theory, technology, and
applications.,” Biomicrofluidics, vol. 4, no. 2, p. 022811, Jan. 2010.

V. Sukhorukov, “A single-shell model for biological cells extended to account for the

dielectric anisotropy of the plasma membrane,” Journal of Electrostatics, vol. 50, no.
3, pp- 191-204, 2001.

138



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Chapitre 4 — Manipulation électrique de particules en microsystéme cPDMS

M. P. Szostak et al., “Bacterial ghosts: non-living candidate vaccines.,” Journal of
Biotechnology, vol. 44, no. 1-3, pp. 161-170, 1996.

H. Lu, M. A. Schmidt, and K. F. Jensen, “A microfluidic electroporation device for cell
lysis.,” Lab on a chip, vol. 5, no. 1, pp. 23-9, Jan. 2005.

C.-P. Jen and T.-W. Chen, “Selective trapping of live and dead mammalian cells using
insulator-based dielectrophoresis within open-top microstructures,” Biomedical
Microdevices, vol. 11, no. 3, pp. 597-607, 2009.

G. Mernier, N. Piacentini, T. Braschler, N. Demierre, and P. Renaud, “Continuous-
flow electrical lysis device with integrated control by dielectrophoretic cell sorting.,”
Lab on a chip, vol. 10, no. 16, pp. 2077-82, Aug. 2010.

U. Zimmermann and G. A. Neil, Electromanipulation of Cells. CRC-Press, 1996, p.
416.

G. Tresset and S. Takeuchi, “A microfluidic device for electrofusion of biological
vesicles.,” Biomedical Microdevices, vol. 6, no. 3, pp. 213-218, 2004.

A. M. Skelley, O. Kirak, H. Suh, R. Jaenisch, and J. Voldman, “Microfluidic control of
cell pairing and fusion,” Nature Methods, vol. 6, no. 2, pp. 147-152, 2009.

Y. Kimura, M. Gel, B. Techaumnat, H. Oana, H. Kotera, and M. Washizu,
“Dielectrophoresis-assisted massively parallel cell pairing and fusion based on field
constriction created by a micro-orifice array sheet.,” Electrophoresis, Aug. 2011.

W.-H. Tan and S. Takeuchi, “A trap-and-release integrated microfluidic system for
dynamic microarray applications,” Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, vol. 104, no. 4, pp. 1146-1151, 2007.

T. Teshima, H. Ishihara, K. Iwai, A. Adachi, and S. Takeuchi, “A dynamic microarray
device for paired bead-based analysis.,” Lab on a chip, vol. 10, no. 18, pp. 2443-8, Sep.
2010.

B. Techaumnat and M. Washizu, “Analysis of the effects of an orifice plate on the
membrane potential in electroporation and electrofusion of cells,” Journal of Physics
D: Applied Physics, vol. 40, no. 6, pp. 1831-1837, Mar. 2007.

M. Gel, Y. Kimura, O. Kurosawa, H. Oana, H. Kotera, and M. Washizu,
“Dielectrophoretic cell trapping and parallel one-to-one fusion based on field
constriction created by a micro-orifice array.,” Biomicrofluidics, vol. 4, no. 2, Jan.
2010.

M. Washizu and B. Techaumnat, “Cell membrane voltage during electrical cell fusion
calculated by re-expansion method,” Journal of Electrostatics, vol. 65, no. -561[6]0,
pp. 555-561, 2007.

139






Conclusion générale et perspectives

I e travail de thése présenté dans ce manuscrit concerne la caractérisation et la
valorisation du cPDMS, un matériau nanocomposite formé du mélange de PDMS et de
nanoparticules de carbone.

Nous avons proposé dans le premier chapitre une présentation générale des différentes
méthodes d’intégration d’électrodes en canal microfluidique. Les procédés traditionnels de
microfabrication y ont été détaillés en portant particuliérement 1’accent sur leurs limites
d’intégration (colt, appareillage, oxydation, intégration non étanche). Celles-ci ont ainsi
justifié le développement de techniques et de matériaux moins conventionnels tels que les
nanocomposites. La deuxiéme partie de ce chapitre a permis de présenter, d’un point de vue
général, les principales applications de I’¢lectrochimie en microsystéme. Cette science est en
effet mise a profit pour réaliser des fonctions allant de I’actionnement a la syntheése de
molécules en microfluidique. Les différents aspects de détection ont plus particulierement été
détaillés. La troisiéme section du chapitre a cherché a présenter les notions de base pour la
compréhension des phénomenes électrocinétiques observés dans nos expériences de
manipulation de billes et de cellules. Le paragraphe a d’ailleurs mis en évidence les
conséquences de la fréquence du champ électrique sur les différents mécanismes de
polarisation. Enfin, la derniére partie du chapitre a décrit le procédé d’électroporation. La
formation de pores, réversibles ou non, dans les membranes cellulaires est ainsi a I’origine de
phénomeénes tels que la lyse et 1’électrofusion de cellules. La présentation de ces applications
et des optimisations nécessaires pour leur utilisation en microsystémes a conclu ce chapitre.

Le Chapitre 2 a débuté avec une présentation des nanocomposites et plus particuliérement du
cPDMS et de son intérét potentiel en microfluidique. Le cPDMS présente en effet plusieurs
avantages pour une utilisation en microsystémes. Il est compatible avec les procédés
technologiques habituellement utilisés en microfluidique et peut ainsi €tre intégré dans une
large gamme d’épaisseurs et de géométries. Il peut de plus, a I’instar du PDMS, étre collé de
maniére étanche et irréversible sur substrats de verre, PDMS et silicium (par plasma
oxygene). Par ailleurs, ses composants (carbone et PDMS) étant particuliérement inertes
chimiquement, le cPDMS présente une grande stabilité. Ce matériau étant destiné a étre
utilisé pour la fabrication d’électrodes, ses propriétés électriques ont été évaluées et
comparées a la littérature. Conformément au principe de percolation, la conductivité
¢lectrique du cPDMS dépend alors du dopage en carbone (10 S/m a 25 % de carbone). Dans
un second temps, des mesures d’angle de contact ont mis en évidence I’influence du
traitement plasma oxygene sur la surface d’électrodes de cPDMS. L’augmentation du
caractére hydrophile, similaire a celle observée sur PDMS, a notamment permis de justifier
I’efficacité du collage plasma entre le cPDMS et le verre.

Dans le cadre de ce travail, I’intérét du cPDMS a été caractérisé pour une utilisation en

¢lectrochimie et pour la manipulation électrocinétique de particules. Ces deux applications
ont ainsi fait I’objet de deux chapitres distincts.
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Le Chapitre 3 a été centré sur la caractérisation électrochimique du matériau couplée a la mise
en évidence de son potentiel pour des applications d’analyse ou de détection. Dans ce but, la
réponse ¢lectrochimique du cPDMS a été étudiée par voltammétrie cyclique vis a vis d’espéce
¢électroactives. Les mesures, effectuées sur des électrodes de plus en plus fines, ont d’abord
permis de mettre en évidence 1’amélioration de la réponse €lectrochimique du matériau. Ce
phénoméne, résultant d’une chute ohmique dans le matériau, impose alors de travailler avec
des électrodes de cPDMS les plus fines possibles (< 100 pm). Les conséquences du traitement
au plasma oxygene ont également été caractérisée a 1’aide de trois couples redox ayant des
sensibilités différentes aux modifications de surface des électrodes. Leur combinaison a ainsi
mis en évidence 1’augmentation de la surface active de 1’¢électrode aprés son oxydation au
plasma. Si ce traitement de surface augmente la rapidité des transferts électroniques entre le
cPDMS et les especes électroactives, il n’est pas sans conséquence sur les courants capacitifs.
Ceci induit une large diminution du rapport signal sur bruit, un paramétre pouvant parfois étre
critique dans les techniques analytiques.

Dans le Chapitre 4, nous avons démontré le potentiel du cPDMS pour des applications
nécessitant la manipulation de microbilles (polystyréne latex) et de cellules (HEK-293).
Différents phénomeénes électrocinétiques ont été observés dans une gamme de fréquences
comprises entre quelques Hz et plusieurs MHz. Les interactions dipoles-dipdles, la
dié¢lectrophorése mais également des phénomeénes moins courants tels que les vortex ou les
rotations en champ statique, ont ét€ mis en évidence avec différents parameétres électriques
conformes a ceux retrouvés dans la littérature.

Par ailleurs des phénoménes de lyses de cellules ont été observés lors de 1’utilisation de
champs électrique intenses produits avec des électrodes de cPDMS. Ces expériences ont
permis caractériser les parametres de champs (impulsionnels et alternatifs) critiques pour
lyser des cellules. La détermination du seuil d’électroperméabilisation réversible a conduit a
I’¢laboration d’un microsystéme dédi¢ a 1’¢électrofusion de cellules. La problématique de
I’appariement spécifique de cellules a abouti au développement d’un pi¢ge hydrodynamique.
Celui-ci a alors été optimisé a 1’aide de simulations par éléments finis puis validé par des tests
en canal microfluidique. La réalisation compléte du dispositif, c'est-a-dire intégrant des
¢lectrodes de cPDMS est en cours de finalisation.

Les perspectives de ce travail de thése sont nombreuses. Celles-ci peuvent en effet s’articuler
a la fois sur des caractérisations complémentaires du matériau, sur la poursuite des
expérimentations de lyse et de fusion, mais également sur la mise au point de nouveaux
nanocomposites a base de PDMS :

e (Caractérisations : L’étude de I’influence du traitement au plasma oxygene sur la
réponse ¢lectrochimique du cPDMS pourrait par exemple étre complétée par
spectroscopie d’impédance, par AFM ou encore par XPS. Cette caractérisation
pourrait contribuer a optimiser le traitement de surface notamment en étudiant 1’effet
de la concentration en oxygene ou la puissance appliquée. L’identification des
groupements chimiques de surface pourrait ensuite conduire a la fonctionnalisation de
surface du cPDMS (électropolymérisation, greffage covalent sur les groupements
chimiques du PDMS ou du carbone). L’immobilisation d’espéces biochimiques
couplée a leur détection peut étre une premicre évolution vers un biocapteur.



Application électrochimique : Le cPDMS semble adapté a la plupart des applications
nécessitant des électrodes. Son utilisation dans les piles a combustible, ou pour la

détection d’espéces é€lectroactives sont tout a fait envisageables.

Applications lyse et fusion : L’utilisation de ce matériau pour la lyse de cellules nous
semble une application trés prometteuse de ces électrodes. Cette fonction peut par
exemple étre intégrée dans un dispositif microfluidique en guise d’étape préliminaire
a I’analyse de contenus de cellules cancéreuses.

Le microsysttme mis au point pour I’¢électrofusion nécessite encore quelques
optimisations en termes de microfabrication, mais les simulations électriques et
fluidiques semblent prometteuses quant a son efficacité. Un certain nombre
d’expérimentations, notamment a I’aide de différents fluorophores, permettraient d’en
valider définitivement le principe.

Dopage : Nous envisageons ¢galement de doper le PDMS avec d’autres matériaux
comme les nanotubes de carbone, des nanoparticules de fer ou d’ITO. La simplicité
de préparation et d’intégration de ces nanocomposites pourrait présenter un intérét
pour de nombreux dispositifs microfluidiques.
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Résumé

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans une dynamique d’intégration de
matériaux non conventionnels en systémes microfluidiques. Il vise a démontrer le potentiel du
cPDMS, un matériau nanocomposite formé d’une matrice de polydiméthylsiloxane rendu
conducteur par I’ajout de nanoparticules de carbone. Compatible avec les procédés
technologiques habituels, le cPDMS peut étre structuré dans une large gamme d’épaisseurs et
de géométries mais présente surtout 1’avantage de pouvoir étre collé irréversiblement sur
verre, PDMS et silicium. Son intégration est parfaitement étanche, rapide a mettre en ceuvre,
et trés économique. La premicre partiec du manuscrit est consacrée a la caractérisation de ce
matériau. Ses propriétés €lectriques et de surface, pouvant étre critiques pour une utilisation
en microfluidique, ont été particuliecrement étudiées. Les champs électriques offrant de
nombreuses possibilités pour réaliser des fonctions clés en microfluidique (détection,
séparation, manipulation de fluides ou de particules), nous avons choisi d’évaluer I’intérét
d’¢électrodes de cPDMS dans deux types d’applications. Les aspects de détection ont d’abord
été mis en évidence a 1’aide de mesures électrochimiques. Cette méthode a permis a la fois de
caractériser la surface du cPDMS tout en validant son utilisation potentielle pour des
applications d’analyses électrochimiques. Dans la derniére partiec du manuscrit, le matériau a
été testé pour la manipulation de particules a travers 1’observation de différents phénoménes
¢lectrocinétiques. Ceux-ci ont conduit a la mise au point de dispositifs microfluidiques
(intégrant des électrodes de cPDMS) dédiés a la lyse et a 1’électrofusion de cellules.

Mots clefs: microfluidique, matériau nanocomposite, laboratoire sur puce, électrochimie,
manipulation électrocinétique, lyse de cellule, électrofusion cellulaire.

Abstract

The work presented in this thesis deals with the integration of non-conventional materials in
microfluidic systems. It aims to demonstrate the potential of cPDMS, a conductive
nanocomposite material made up of polydimethylsiloxane matrix mixed with carbon
nanoparticles. Compatible with the usual technological processes such as soft lithography,
cPDMS can be microstructured in a large range of thicknesses and geometries. Moreover,
cPDMS can be quickly, irreversibly and perfectly sealed to glass, PDMS and silicon
substrates, something that is not possible for conventional metallic electrodes. The first part of
the manuscript is centered on the characterization of this material. Its electrical and surface
properties that may turn out critical for microfluidic applications have been particularly
studied. Electric fields present many opportunities to perform key functions in microfluidic
(detection, separation, fluid or particles handling). We have chosen to assess the potential of
cPDMS electrodes for two kinds of applications. Aspects of detection were first demonstrated
using cyclic voltammetry measurements. This electrochemical method has enabled both to
characterize the cPDMS surface while validating its potential as an electrochemical analysis
tool. In the last part of this manuscript, cPDMS was tested for the electrokinetic manipulation
of particles through thre study of different electrical fields with induced phenomena. This has
led to the development of microfluidic devices (integrating cPDMS electrodes) designed for
cell lysis and cells electrofusion.

Keywords:  microfluidic, nanocomposite — material, lab-on-chip, electrochemistry,
electrokinetic manipulation, cell lysis, cell fusion.



