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Microfluidique discréte et biotechnologie

Yves Fouillet*, Jean-Luc Achar8l

@ Laboratoire d electronique et de technologie de I’ information (LETI), CEA/LETI/DS SMSB — Grenoble, LETI, 17, avenue des Martyrs,
38054 Grenoble cedex 9, France
b | aboratoire des ecoulements géophysiques et industriels (LEGI), INPG/CNRSUJF — Grenoble, LEGI, 1021, rue de la Piscine,
38400 S Martin d'Heéres, France

La conception des microsystemes d’analyse pour les biotechnologies, s’envisage suivant deux écoles de pensée : la
microfluidique continue, plus ancienne, est fondée sur des écoulements dans les canaux ; la microfluidique discréte, manipule
des gouttes. Les avantages de cette derniere, qui s’appuie sur I'ElectroHydroDynamique et I'électromouillage, sont soulignés,
avec ermparticulierune capacité plus grande d'intégration dans les microsystemes des fonctions fluidiques élémentaires. Deux
familles de configuratioplanaires sont détaillées : ouvertes et confinées. Des réalisations en sont présentées et notamment un
systeme utilisant unéseau de microcaténaires pour injecter, déplacer, fusionner, mélanger des gouttes etc.

Mots-clés: Gouttes ; Micofluidique Discréte ; Electrmuillage ; ElectroHydroDynamique ; Labopuce

Digital microfluidic and biotechnology. Designing Microsystems for biotechnology analysis may be tackled according to
two schools of thought: the older, continuous microfluidics, is based on of flows in channels, and digital microfluidics, which is
based ordroplethandling. The advantages of the latter, which is based on ElectroHydroDynamics and Electrowetting, are
emphasized, with particular focus on its enhanced capacity for integration of elementary fluidic functions into the
microsystems. Twelanar familief configuration are detailed, namely the opened and the confined. The microsystems
achieved are then presented, together with the network of microcatenaries, used for injecting, moving, merging, mixing drops
etc.

Keywords: Droplets; Digital microfluidic; Electetting; ElectroHydroDynamique; Lab On Chip

1. Introduction

Dans les années 1970, on commence a noter des travaux puésufs] proposant 'dtiliser les microtechnologies déja
développées dans le domaine des MEMS (Micro-Electro-Mechanical Systems), pour intégrer des protocoles chimiques. Mais
la notion de laboratoire sur puce (labopuce dans la suite de I'article et en Anglais, Lab On Chip, ou encore Micro Total Analysis
System ne fut véritablement introduite par Manz qu’a la fin des années 1980 [2]. Idéalement, un labopuce peut étre décrit
comme un systéme d'analyse chimique ou biologique complétement miniaturisé et intégré dans un seul composant. Depuis les
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années 1990, on assiste a un accroissement quasi exponentiel de publications et d'études dans ce domaine. De la génomique,
en passant par la protéomique jusqu’a I'étude de la cellule, de nombreux domaines de la biologie sont concernés par la mise
en place de microsystemes d'analyse fondés sur des technologies et des principes physiques trés variés. Se profile donc la
constitution d’'une formidable boite a outils et le réve seraittransposant ici la loi de Moore [3] qui scande les succes de la
microélectronique, d'intégrer sans cesse un plus grand nombre d'analyses sur une méme surface de puce ; un aboutissement
pourrait étre la réalisation de véritables processeurs fluidiques [4].

Il faudra cependant attendre le début des années 2000 pour voir apparaitre le premier systeme commercial (Caliper
Bioanalyzer). Malgré quelques succés économiques qui ont frieg est de constater que le nombre de réussites reste encore
négligeable eu égard aux nombreuses tentatives. Il est en effet reconnu qu’il existe encore un certain nombre de blocages.
En microfluidique, une des approches les plus répandues pour déplacer les fluides d’'un point & un autre d’'un labopuce est
de les pomper a travers un réseau de canaux micro-usinés; par soucis de concision, cette approche sera appelée par la suite
«microfluidique continue », dénomination qui n'exclut pas des écoulements diphasiques comportant des bouchons fluides au
sein des canaux que nous définirons dans la Section 2. Grace aux microtechnologies, une grande variété de micro-pompes
(et inversement de vannes) ont été concgues, fondées par exemple sur la piézoélectricité, I'électrostatique, la thermique, le
magnétisme, I'électrocinétique [5]. De surcroit, il ne s’agit pas seulement de déplacer (et inversement de bloquer) les
fluides, mais de réaliser toute une série d’opérations sur ces fluides requises par le protocole : injection, division ou réunion de
flux, mélange de fluide, dosage de réactif, extraction ou identification de substances, récupération etc. Cette problématique de
processus industriel s’inscrit dans une sorte de génie des procédés microfluidiques qui possede ses propres spécificités, comme
celle d'inclure correctement l'interfagcage du labopuce avec le monde macroscopique de I'opérateur. Néanmoins, lors de mise
en ceuvre d'un microsystéme d’analyse sur puce, cette problématique se trouve trés souvent mise en arriére plan et reléguée en
fin d’étude. Un des objectifs de cet article est d’en montrer toute la complexité.

Cette problématique va étre détaillée dans le seul cadre duuine approche plus récente et donc moins répandue, appelée
par la suite « microfluidique discréte » [6]. Cette approche consiste a réaliser les protocoles biologiques au sein de gouttes de
fluides biologiques ou de réactifs que I'on souhaite manipuler (c'est-a-dire, injecter, prélever, déplacer, fusionner, morceller,
mélanger, récupérer etc) a volonté. Ces opérations doivent étre assurées indépendamment sur chaque goutte présente dans le
composants qui peuvent étre alors assimilées a des micro-robots. Les gouttes, véritedolgsaoteéurs constituées par une
solution aqueuse dont la composition esposée par les biologies, sont immergées dans flmide continu. La premiéere
fonction de ce fluide est de former une barriére physique pour confiner les volumes de réaction; I'air peut ainsi étre choisi.
Afin de supprimer tout phénomene d’évaporation, un liquide non miscible comme I'huile peut étre préféré. Ainsi, sur le plan
électrique, le systéeme en jeu combine des gouttes plutét conductrices dans un fluide plutdt diélectrique confiné par un ou des
plans rigides & champ de potentiel commandé. A certains égards, la premiére fonction d’'une goutte est d'imiter le réle de
I'empedorf du biologiste ; on peut méme comparer un microsystéme a microfluidique discréte a une chaine robotisé de gestion
de plaque a puits miniaturisée.

Sur cette branche particuliere de la microfluidique dédiée aux labopuces, de nombreux travaux ont déja été publiés. Sur la
seule opération de déplacement des geutes principes proposées sont multiples, comme les ondes acoustiques de surface,
la thermocapillarité [7], la microstructuration de surface asymétrique [8] etc. Notre objectif ici est nullement d’'établir une
sorte d'inventaire exhaustif de ces méthodes, qui serait & la fois impossible a réaliser, tant les innovations foisonnent, et
également tres fastidieux. Il nous parait, et il y a certainement la une part d'arbitraire, que la discipline scientifique dont
est issu le plus grand nombre de solutions techniques fiables et commodes a piloter dans le domaine qui nous intéresse, est
I'ElectroHydroDynamique [9], notée EHD dans la suite. Les forces qui peuvent étre mises a profit sont les forces coulombiennes
et diélectrophorégues, les forces d’entrainement dueg ajections d’ions, etc. Un breappel sur la définition de ces forces
sera présentée dans la Section 3 ; on y parlera également de I'électromouillage, phénomeéene extrémement important dans cette
microfluidique, qui donne également lieu & des forces de type électroquasistatique. Quelques opérations classiques et réussies,
réalisées en mettant en ceuvre ces forces, seront présentées dans les Sections 4 et 5. Mais auparavant il est important de distingue
les deux systemes d'analyse principaux que I'on rencontre dans les biotechnologies. Malgré des différences évidentes, nous
allons voir qu'ils ressortissent bien a une problématique comradiemsemble des microsystemes dédiés aux biotechnologies.

2. Problématique fluidique des microsystémes dédiés aux biotechnologies

Pour les systemes d’analyses sur le terrain (Point-Of-Care) [10], I'objectif est de réaliser quelques analyses sur un méme
échantillon a l'aide de composants qui sont généralement jetable aprés une seule analyse. Par conséquent, il est impératif
de trouver des solutions peu codteuses (i) pour fabriquer en masse de tels composants consommables intégrant plusieurs
fonctions, (ii) pour automatiser la connecti@automate-composant, (iii) gérer en agke la microfluidique des différentes
fonctions élémentaires relatives aux étapes duwpmiés : dosage, déplacement, mélange, incubation etc.



1-a 1-¢

g (a+0)
o 1 o (a1 +00) (a+0r) (a+0)
a, (2 tP) (atB) (airtP)
-b % - @at)) (@a+)) @ty
o Fll | ( I a+o. I a“ (ﬂi+1+8) (a-1+§) (ai.1+5)
- (ai.+e) (ai+e) (aii+e)
1-¢
1-f
[[ante | [ ato | | aito | oo o
an,82...8, a;,a...3, b 15C2...Cn
o l o (o+ai+ b+cy)
d B (B+ag+ b+c;)
[ ToFam+ b+ci | | Oatbre; | | oraa+bral] | Y (fead bic)
ap,s.. .2, b C1,C2...Cn b Btazt brc)
(e+ai+ b+c;)
o | | e

Fig. 1. Exemples de schémas fluidiques : un tigua analyser est indiqué par une lettre gredgodis une classe de réactifs, attaché a un port
particulier d’émission, est indiqué par une lettre latine. Un représentant dans une classe de céeatirisé ici par son ordre d'injectiost e
signalé par un indice inférieur.

Il existe une deuxiéme famille de solution ou le microsystéeme doit réaliser un trés grand nombre d'analyses. C'est le
domaine du criblage, du séquencgage ou du génotypage. Ici les contraintes sont toujours d’abaisser le colt d’'une campagne
de test mais aussi d’'augmenter le débit d’analyse. Il faut donc réduire les volumes de réactifs, et assigner aux composants de
gérer simultanément un trés grand nombre de réaction sur un méme support.

Commune aux deux familles, une hiérarchie de schémas fonctipdoelda complexité croit suivant la nature du protocole
a intégrer, est présentée dans la Fig. 1. En se situant dans le cadre de la microfluidique continue, montrons dans chaque cas les
difficultés de mise en ceuvre de ces schémas avant de considérer les solutions qu’'offre, pour les mémes cas, la microfluidique
discréte.

Le premier protocole (Fig. 1-a) consiste a injecter en continu deux liquigest (¢) sur un méme canal ¢ peut étre une
préparation obtenue a partir d’'un prélevement biologique tandisqjuge(it étre un révélateur pour détecter une substance
donnée dansx). On souhaite un mélangeage rapide de ces liquides. Le nombre de Regaeldsd /i (ou U est une échelle
de vitessed, une échelle de longueur, ef la viscosité cinématique) étant trpstit, toute instabilité hydrodynamique se voit
inhibée et la diffusion Brownienne se retrouve seule pour assurer le mélange des especes. On est donc conduit a assister la
diffusion en suscitant en continu des mouvements a petites échelles du fluide [11].

Il est généralement impératif de réduire les volumes de réactifs utilisés, voire de liquide a analyser. Pour cela, il faut injecter
(a) suivant un laps de temps limité plutt qu’en continu. Du point de vue du canal dans ledesit (njecté, deux options
différentes se présentent : la voie monophasique et la voie diphasique. Dans la premiéere option, ou le fluide a analyser est
contindment injecté (un seethantillon), on créé ainsi une zone réactionnelle qui tend & s’étaler au cours du temps au sein de
ce fluide. Dans la deuxiéme option, ou le fluide a analyser est concentré en un bouchon, limité en amont et en aval par un fluide
inerte, on réduit de plusx). Dans la Fig. 1-b, le segment grisé représente aussi bien une zone réactionnelle, dont les limites
diffuses sont floues, qu’un bouchon, dont les limites entre deux phases sont nettes.

La Fig. 1-c représente le cas, plus complexe, ou plusieurs analyses différentes, mais relatives a une méme classe de réactifs,
doivent étre effectuées sur un méme liquidg. Par exempled) est une préparation contenant de '’ADN génomique dont
on désire analyset génes ets; (i varie de 1 an) représente le réactif particulier détectant le géne indicé pauméro
correspondant suivant notre convention a l'ordréle son injection. A partir d'un automate, permettant de basculer de
l'injection i a l'injection i + 1, il faut donc réalisern mélanges réactionnels au sein d’'un &ufillon de ). Ici encore se
présente la double option, monophasique ou diphasique. Dans la premiére option, sreen@s réactionnelleg + a1],

[ +azl,....[e+a]l,..., [«+a,] dans le liquided). Ces zones sont maintenues indépendantes par un espacement suffisant

le long du canal. En effet, il faut se prémunir du risque de connexion axiale entre zones provoquée par la diffusion Brownienne,
(favorable par ailleurs au mélange dans chaque zone), mais également par la diffusion de Taylor [12]. Il en résulte une diminution
de la fréquence d'injection des réactifs a un port donné ; et donc du débit d’analyse. Un profil de vitesse plat obtenu par un
pompage électoosmotique est plus adapté mais reste plus complexe a maitriser. Dans la seconde option, on localise chaque



réaction au sein de bouchons successifs erésaflans un liquide connexe et totalemmouillable ; I'échatillon initial se voit
alors fragmenté en autant d’éléments que de bouchons. Une grande régularité spatio-temporelle de I'écoulement diphasique
résultant, difficile & obtenir quand le nombre capilldd@= Un/o (ouo estlatension superficielle gla viscosité dynamique)
croit, est exigée par les différentes interventions. Une seconde variante peut étre d'éliminer les films liquides autour des
bouchons en tilisant un liquide inerte mouillanpartiellement la paroi; les bouchons ne sont alors délimités que par des
ménisques. La relation débit-pression devient chaotique et une méthode d’injection a débit imposé (via par exemple un pousse-
seringue) se révele in fine indspsable. La distinction entre ces deux vaganest en fait de peu d'intérét dans la réalité
industrielle. La présence de tensio-actif hydrophobes, les formes changeantes des canaux, leur état de surface variable, etc. sont
autant de facteurs aléatoires quigguthent une maitrise des conditiaesmouillabilité errégime dynamique.

LaFig. 1-d, représente un cas, encore plus délicat, ou plusieurs analyses différentes et relatives a plusieurs classes de réactifs,
doivent étre effectuées sur un méme liquid® {Toutes les difficultés décrites précédemment subsistent tout en étant amplifiées
par la plus grande complexité du protocole a plusieurs etapes;, c;) ; la difficulté majeure est de contrdler parfaitement
le déplacement des bouchons dans les canaux par rapport aux différentes séquences d'injections relatives a chaque port. On
peut parler de multiplexage fluidique puisque sur une voie donnée, chaque bouchon peut contenirusiewrs piformations
apres réaction. Un niveau supplémentaire de complexité est atteint quand il faut mettre en paralléle les protocoles sur plusieurs
canaux le long desquels il faut multiplexer des réactions. Les Figs. 1-e et 1-f correspondent aux parallélisations des schémas 1-c
et 1-d respectivement. Dans une application relative au deuxiéme cas [13], nous avons estimé une précision& @ebit a

On le voit : I'enjeu en microfluidique continue est non seulement de concevoir des innovations ingénieuses relatives a des
opérations élémentaires (mélange, injection, séparation etc.) mais encore de les intégrer facilement dans un systeme complet.

La plupart des difficultés que nous venons d’évoquer, limitant I'intérét de la miniaturisation, disparaissent en microfluidique
discréete. Il devient en effet possible d'agir individuellement sur chaque goutte, sans perturber les gouttes voisines. La
malitrise acquise pour déplacer une goutte seule, peut étre transposée sans encombre pour le déplacement d'un grand nombre
de gouttes, et il en est de méme pour toutes les fonctionadesbque nous allons tdéler. De plus l'aspect planaire
du microsysteme autorise un déplacement suivant deux directions; par cette propriété dont est naturellement privée la
microfluidique continue essentiellement linéique, la microfluidique discréte se trouve bien adaptée aux problématiques de
multiplexage et de synchronisation des réactions.

A titre d’exemple, la Fig. 2 représente une des configuratemssageables pour transposer le schéma fluidique de la
Fig. 1-f. Les différents liquides réactifs sont stockés dansetispréservoirs a la partie supgure. Des gouttelettes, issues
de ces réservoirs, sont distribuées vers la partie inférieure, en colonnes puis en lignes ou les différentes réactions s’effectuent
séquentiellement et parallélement. Ainsi, I'utilisateur n'a plus qu’a remplir les différents réservoirs dans la zone de stockage en
début d’analyse, et le composant assure la gestion fluidique interne. Notons que le volume de remplissage varie entre le ul et
le ml alors que les volumes des gouttes manipulés par le composant varient entre le nl et le pl. Cela résout en grande partie les
problemes de volume mort (ou volume perdu) et simplifie I'interfacage du composant avec le monde extérieur. Que ce soit pour
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Fig. 2. Schéma d’'un composant a microfluidigliecréte pouvant réaliser un protocole fluidique équivalent au schéma 1f. Quelques fonctions de
base sont représentées : déplacenierit (1) ; mélange (2) ; séparation ou formation d’'une @@ partir d’un réservoir (3) ; synchronisation
de la commande de déplacement (4).
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un composant dédié aux diagnostics, ou pour une application adBhiitd’analyse, le remplisga s’avére aisé : utilisation
manuelle d’'une pipette dans le premier cas, robot de dispense classique opérant sur un plus grand nombre de réservoirs dans le
second cas.

En conclusion, pour que le composant assure la gestion interne des fluides, une maitrise précise d’un nombre limité de
fonctions de base est requise : le déplacement de gouttes suivant deux directions perpendiculaires, la fusion de deux gouttes
ainsi que le mélange de leur constituants, le morcellemena(disi division ou encore fragmentation) de gouttes et enfin la
formation des gouttelettes a partir des zones des réservoirs de stockage. Bien évidemment d’autres fonctions, qui ne relévent
pas strictement de la fluidique (cyclage thermique, lecture des résultats de réagtisont a prévoir et ne seront pas décrites
ici.

3. Bref survol des phénoménes physiques mis en jeu

L'EHD est fondée sur le couplage des équations de I'hydrodynamique et des équations de Maxwell réduites aux équations
de I'électroquasistajue. Les conditions opératoires qui conduisent aux #mngm de I'électoquasistatiquesont discutées
dans [9]. Bornons nous ici & observer que aasditions sont trés souvent vérifiées darssfleides diélectriques ou les courants
électriques sont faibles et les effets magnétiques négligeables ; dans les systémes qui hous occupent, la phase continue autour
des gouttes est toujours constituée de ces fluides qui par la limitent les courants entre électrodes. Les trois types d'équations qui
gerent les champs électriques et les distributions de charges sont :

Les lois réduites de Faraday, V x E = 0, dans chaque phase, qui permettent d’introduire le potevitigbur décrire le
champ électriquéZ = —VV. A l'interface, cette loi conduit a rendre les potentiels contifes= Vi, ou les indices inférieurs
indiquent les fluides externes et internes respectivement.

Les lois de Gauss, V - ¢E = ¢, dans chaque phase de permittivtéavecq représentant la densité volumique de charge
libre. L'adaptation de cette loi a I'interface permet de connaitre la valeur des chargegdilongéiss’y sont accumulées (effet
de Maxwell-Wagner), comme différence des composantes normales des vecteurs déplacement des deux milieux a l'interface
[[n - eE]l = ¢s. Dans cette condition de saut a l'interface, la notafion FI = >, _; o Nk - F est utilisée pour rgrésenter les
effets des milieux adjacents; le vecteur unitaire normal, extérieur a la ghasest notén,. La permittivité dans I'eau est
bien supérieure a la permittivité du fluidetkctrique. Le vecteur déptement est donc trés faible dans les gouttes, et la valeur
des charges superficielles dépend des composantes normales a l'interface du seul vecteur déplacement électrique dans le fluide
externe.

Leshilansde charges, 9¢/dr + V - (qu + J) = 0, dans chaque phase, avidla densité de courant qui peut prendre plusieurs
formes. Dans les cas qui nous intéressent avec peu d'impueetdtidu est souvent homogene et la loi d’Ohm peut-étre adoptée
J=oE. On peut aussi vouloir pomper le fluide diélectrique et injecter pour cela une espece d’ions via une électrode émettrice
en pointe ou via un systéme de peignes d'électrodes émettrices et collectrices interdigitées [14]. Dads=cgudast DVg
ou u et D sont la mobilité et le coefficient de diffusion respectivement, de I'espece d’'ion considérée. Aux interfaces les densités
de courant se raccordent par un bilan de charges qui s&gjibr + gs(v - Nj)Vs- nj + [[n- I =0 ou (v - n;) est la vitesse
de déplacement de l'interface et &g est le gradient surfacique [15]. La conductivité dans I'eau est bien supérieure a la
conductivité du fluide diélectrique. Bien que la goutte soit le siége d'un courant, celui-ci nécessite donc une variation de
potentiel trés faible au sein des gouttes par rapport a la variation dans le fluide diélectrique. Ce point apparait clairement dans
le bilan des charges précédent libres a l'interface. En dehors de tout contact avec des électrodes, les gouttes sont donc quasi
isopotentielles, et en particulier, le champ électrique tangent a l'interface est quasi nul. Par conséquent, celles des lignes de
courant allant d’'une électrode a une autre qui passent par les gouttes entrent dans celles-ci normalement et en émergent de
méme.

Comment les équations de I'hnydrodynamique sont elles couplées a ces dernieres équations de I'électroquasistatique ? Il
existe de facon générale trois forces volumiques de nature électrique dans I'équation de quantité de mouvement : la force de
Coulomb,¢E, la force diélectrique et la force électrorésistive. La premiére force est importante en particulier lors d’injection
d’ions. La deuxieme force résulte des variationg dians I'espace. La troisieme fait intervenir la dépendanceatefonction
de la masse volumique. Ces deux dernieres sont négligeables pour les cas qui nous intéressent. Il reste donc qu’en général le
couplage qui vient d’étre évoqué se situe essentiellement aux interfaces grace aux équations de bilan de quantité de mouvement,
normal et tangentiel, que nous allons rappeler :

[n-T]-ni+oVs-nj= HSEEz_(n'E)Z}n.fH o X

2[n-nD] -8y — (Vs0) -8« =—¢sE- 80, a=12, )
équations ou les contraintes électriques ont été rassemblées a droite et les contraintes hydrodynamiques a gauche. Dans ces
équations :



p est la pression,

D est la partie symétrique du gradient de la vitasse

T = —pl + 2nD est le tenseur des contraintes hydrodynamiques,

Vs - nj qui est la divergence du vecteur unitaire pointant a I'extérieur d’une goutte, permet d’exprimer la courbure moyenne
dans la force de Laplace,

Vso est le gradient surfacique deet représente donc la force de Marangoni liée a toute cause (thermique ou chimique)
faisant variew,

a, représente un des deux vecteurs tangents a l'interface.

L'ensemble des équations que nous venons brievement d’évoquer permet de formuler des problémes aux limites cohérents,
schématisant les parties des composants que I'on veut concevoir ou optimiser. Leur résolution, analytique mais le plus souvent
numérique, offre un support a la réflexion que nous estimonstésgaour la conduite de I'inévitable approche expérimentale.

Or I'approche habituelle de I'ingénieusieplutot de s’appuyer sur la résolutionsponibles dans la littérare, de problemes

simplifiés types auxquels le systeme qui est étudié peut étre plus ou moins assimilé. Dans le domaine de I'EHD, on trouve
par exemple les expressions des forces diélectrophorétiques agissant sur une sphere plongée dans un fluide infini soumis a un
gradient de champ électrique ou encore de la force d'attraction ou de répulsion entre deux sphéres plongées dans un fluide infini
soumis a un champ électrique uniforme [16]. Les expressions de ces forces mettent en évidence des moments dipolaires qui
sont des fonctions des conductivités et desnitivités des deux phases intérieures et extérieures, modulées par la fréquence du
courant utilisé quand celui ci-est alternatif. Les restrictions trés fortes au sein desquelles ces résultats ont été établis ne doivent
pas étre oubliées. |l apparait alors que ces résultats ont un intérét bien minces vis a vis des phénoménes physiques complexes
auxquels nous sommes confrontés ; évoquons ainsi trois sources de complexité. D’abord les systémes étudiés sont confinés et
les frontieres limitant le fluide diélectrique autour d’'une goutte sont variées : autres gouttes, capillaires, électrodes planes etc.
Ensuite les opérations étudiées comme la coalescence ou le morcellement sont transitoires ; elles correspondent enfin a des
problemes aux frontieres libres difficiles : les gouttes ne demeurent plus sphériques. En conclusion, il n’est généralement pas
possible d’éluder, I'étude approfondie de problémes physiques nouveaux poursuivant ainsi, dans un contexte nouveau, I'oeuvre
de pionnier entreprise par Taylor [17] dans ce domaine.

L'électromouillage qui n'est traditionnellement paslirc dans I'EHD permet également de coupler hydrodynamique et
champs électriques en diminuant I'angle de contact d’'une goutte posée sur un support solide par application d'une différence
de potentiel. Cette derniére est appliquée entre le support lui-méme et une électrode plongée dans la goutte. Dans le cas ou le
liquide est en contact dict avec I'électrode-supppion parle d’électromouillage (EW en anglais). Si la aug de contact est
isolante et que I'électrode est enterrée sous l'isolant d’épaisseur e et de constante diélegtrigunearle d’'électromouillage
sur diélectrique (EWOD en anglais). Cette derniére variante est la plus connue et semble étre la plus adaptée a nos objectifs.
Le principe a été initialement étudiée par Berge [18]; dipde la loi de Young, on obtient la formule de Lippman-Berge qui
donne I'angle de contact en fonction du potentiel appliqué :

1cv?
cosh (V) =cosdy + =——, (©))
2 e

ou y_ g est la tension de surface gaz-liquide= ¢ge/e est la capacité de contact par unité de surface que constitue I'isolant,

0o est I'angle de contact en I'absence de potentiel. La mise en ceuvre de cette variante repose essentiellement sur la qualité de la
couche isolante qui doit avoir un C élevé, une tension de claquage faible, une hydrophobie importante et une faible hystérésis
de mouillage afin d’amplifier le phénoméne [19]. D’aprés I'Eq. (3), il semble possible d’atteindre un mouillage total ; en réalité,

a partir d’'une certaine valeur de la tension, il existe une saturation, qui peut étre corrélée a des phénomenes d'éjection de
gouttelettes satellites [20] ou de ionisation.

Une application de I'électroouillage est de permettre le déplacement d'unetgqgicelle-ci doit étre placée sur un pavage
d’électrode, chacune de taille inférieuréa zone mouillée. Sil'on actionne de fag@ymétrique les élemides en contact avec
la goutte, on peut créer des différences d’angle de contact, promotrices d’'un glissement en masse de la goutte.

Une interprétation des phénoménes par la seule prise en compte de (3) est insuffisante : la diélecrophorése doit étre aussi
considérée. Il convient donc, encore ici, de replacer ce phénoméne dans le cadre de 'EHD pour décrire la variété des situations,
dont certaines sont dynamiques, auxquelles la microfluidique discréte est confrontée [21].

Passons précisément a la description de quelques unes de ces situations. Trois familles de configurations peuvent étre
distinguées, selon que la goutte est en lévitation complétellguepose sur un plan, ou encore qu’elle est confinée entre
deux plans. Ici seuls les deux derniers cas seront abordés
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Fig. 3. Validation des fonctions de base : (a) déplacement dans nfj2dp; (b) morcellement [6]; (c) formation d'une goutte a partir d'un
réservoir [6].

4. Les composants discrets confinés

Dans la littérature, les composants discrets confinés sont les plus souvent présentés. lls sont généralement formés d’'un
assemblage de deux plaques paralléles et espacés de quelques dizaines a quelques centaines de microns. Les gouttes sol
injectées dans cet entrefer et prises en sandwich. Généraltnmentes plaques comporte une matrice d'électrodes adjacentes
de commande, 'autre plague comporte une électrode de référence. Les plaques sont recouvertes d'une couche isolante et
hydrophobe.

4.1. Déplacement

Grace a un simple systeme de relais électrique, il est possible d'actionner électriquement les différentes électrodes, et donc
de piloter les zones ou I'élecmouillage doit agir. Une gowgta cheval sur deux électrodes dfnhe d’elle est actionnée se
déplace vers I'électrode activée. Des vitesses de déplacement impressionnantes ont étés observégs)(E0 mm

Dans le cas d’'un composant dédié au haut débit d’'analyse, un grand nombre de gouttes doivent étre commandées via de
grandes matrices d&¥ x M électrodes §¥ et M égaux a 8, 16 voire 256). Le nombr& (x M) de connexions électriques
impliquées devient importaatmoins d’utiliser une matrice active multiplexém superposant orthogonaient deux substrats
[22] ayant chacun un réseau de lignes paralleles, la matrice résultante (Fig. 3(a)) compaktechiéélectrodes pilotées avec
seulementV + M relais de commandes.

4.2. Fusion et morcellement

L'optimisation de la vitesse d’homogénéisation du mélange aprées fusion par coalescence a été étudiée par [23]. La fonction
inverse, qui est énergiqguement plus colteuse est le morcellement d’une goutte. En effet la pression dans chaque goutte aprés
fragmentation est plus importante que la pression initiale, ca ges conséquences sur le dimensionnement du composant [6].
Le principe consiste a étaler la gouster trois électrodes puis de coupexdtivation sur I'électrode du milieu.

4.3. Formation

La derniere fonction rapportée sur la Fig. 3(c) permet d’engendrer des gouttes a partir d'un réservoir. Le principe est voisin
de celui du morcellement. Une amélioration consiste a plaaex éiectrodes latérales ce qui permet d’apres [6] de pomper le



liquide pendant la formation du col et ainsi de garantir undleu reproductibilité duprocessus quel que soit le volume de
liquide dans le réservoir.

Ainsi toutes les fonctions de base nécessaires a un protocole fluidique intégré ont été démontrées. Cependant cette premiéere
famille de configurations présente des inconvénients spécifiques : les deux substrats doivent étre assemblée avec une contrainte
de parallélisme pour éviter les pompages capillaires (coin dhatlée couvercle doit étre coenté électriquement. De plus
la présence du couvercle pour le confinement des gouttes réyepies solutions techniques envisageables de celles qui sont
utiliséespour des micro canaux. Les inconvénients qui en résultent sont donc les mémes : la mise en oeuvre nécessite des
ouvertures ou des puits; les gouttes fortement comprimées entre les plans ont un rapport surface sur volume du méme ordre
que les bouchons de la micraiflique continue ; les sques d’absorption digités biologiques sur eparois sont importants,
favorisant la contamination croisée entre gouttes, ou inversement, un déficit de concentration aprés un long déplacement.

5. Les composants discrets ouverts

Une autre famille de dispositifs, dans lesquels la goutte repoggesnent sur un support actif, présente des avantages de
simplicité et de colt. De plus, un systéme ouvert permetlider des méthodes de distrifimn classique comme par exemple
une simple pipette ou un robot dispensateur. Enfin une goutte, gardant la forme d’une calotte sphérique, voire d’une sphére dans
le cas d'une surface super-hydrophobe, présente le plus bas rapport possible de surface de contact liquide-solide sur volume de
goutte.

5.1. Déplacement et injection

Pour le déplacement, différents principes ont été proposés. Il a été montré que I'on pouvait déplacer une goutte par champ
électrostatique progressif émis par des peignes d’électrodedigitées [24]. Pour décrire le déplacement, il faut a la fois tenir
compte de I'électromouillage mais aussi des contraintes électriques normales qui figurent dans le membre de droite de I'Eq.
(1). La formation d’une goutte étudiée par Jones [25], consiste & mettre en oeuvre les contraintes électriques évoquées ci-dessus
a travers des fluides diélectriques ; pour cela le liquide de la goutte doit étre faiblement salin et les charges libres sont de plus
immobilisées par une fréquence tres életéerésultante, dite force diélectrophtigiie, a pour effet de pousser le liquide le
plus diélectrique vers les zones de champ fort. Ceci permet de confiner ou d’étaler un liquide entre deux lignes électriques.

Fig. 4. Exemple de dispositif ouvert mettant en évidence le réseau de micro-caténaire (image de synthése).



junnee.

Fig. 5. Manipulation par électromouillage de gouttes sur un plan dans un systéme ouvert. Boucles (5-1) et aiguillage (5-2). (100 volts et 3 KHz.)

Des déplacements ont également été obtenus a partir de différents composants utilisant I'électromouillage sur isolant, tout
en gardant la possibilité d’avoir un systeme ouvert [26]. Pour cela, un micro fil électrique est tendu au dessus d'une surface
comportant des électrodes isolées (Fig. 4). Le caténaire a un double réle de guidage et d’électrode : la goutte se déplace a la fois
comme un téléphérique et un tramway. Le caténaire est réalisée, sans qu’une grande précision de positionnement soit exigée,
lors de l'implantation des connexions élegue de la puce. En revanche il faut étre attentif au mode de mouillage de la goutte
sur le caténaire. Dans le cas d’une goutte d’eau pure [27], le caténaire reste tangent a la goutte (mouillage en perle) alors qu'avec
un liquide contenant des tensiatifs, le caténaire peut traverda goutte (mouillage en tonneau).

La surface de mouillagd’une goutte de volum& en mouillage partiel est proportionnelle)é/3, a comparer a la valeur
V1/2 dans le cas d’un systéeme confiné. Par conséquent, une méme configuration permet d’utiliser des électrodes plus petites et
de déplacer des gouttes d’'une gamme plus étendue de volumes. Pour fixer les idées, avec des électrodes de 800 um de coté, de
gouttes de 0.5 pl a plus de 2 pl peuvent étre déplacées.

La fonction boucle (Fig. 5-1) permetune goutte de quitter un caténaire pour sauter sur une autre piste. De méme une
structure en croix permet a une goutte de changer de direction (Fig. 5-2). Ainsi, on remarque que la force de mouillage des
gouttes sur le caténaire reste faible devant les forces engendrées par I'électromouillage. Par ailleurs, le multiplexage de la
commande est naturellement applicable ici en superposant orthogonalement les caténaires a des lignes d’électrodes.

Enfin notons que 'on est conduit a envisager simultanément I'implantation des connexions électriques et fluidiques sur la
base d’'un méme composant. Pour les applicattmdhaitées, il en résultee grande fiabilité.

5.2. Fusion dans|’air et mélange

Le mélange par coalescence entre deux gouttes s’effectue simplement a la suite du microécoulement résiduel dans la goutte
finale qui est induit par le processus méme de fusion et qui n’est pas (ou peu) ralenti par des frottements pariétaux. De méme,
I’'hnomogénéisation du mélange dans une goutte 1.7 pl ne denpluslquelques minutes mais quelques secondes par la simple
mise en mouvement de la goutte sur quelques électrodes [28].

5.3. Fusion dans un liquide visgueux

Suivant le début de ce chapitre, un systéme ouvert perattisbr des méthodes de distution classique ; dans le cas ou
ces derniéres aboutissent a une fusion de deux gouttes, une goutte posée déja insérée dans le systéme et une goutte de réact
par exemple venant de I'extérieur, I'expérience montre que I'occurrence de la dite fusion est aléatoire, notamment dans le cas
ou le fluide entourant la goutte est visqueux. Pour assurer imedeefficace du fluide interstitiel, on impose pendant un court
instant, un champ électrique suivant I'axe passant par le centre des gouttes : il s’agit d’'un processus d'électro-coalescence dont
les trois principales étapes sont présentées Fig. 6.

Si la distance entre les gouttes est supérieure au diametre de la goutte pendante, cette derniére se détache alors de I'injecteur
avant de fusionner avec la goutte posée (Fig. 7(a)) ; il n'y a pas de contact physique entre goutte inférieure et injecteur, et donc
aucune contamination de l'injecteur par le liquide de la goutte fixe.

5.4. Méange

Dans le cas précédent, I'union des deux masses fluides se produit par encapsulation de la goutte émise par la goutte
réceptrice. A la fin de ce phénomeéne, une structure en forme de « champignon » apparait (Fig. 7(b)), décrite par [29].



Fig. 6. Les principales étapes, décrites de gauche a droite, d’'ungemqeéde coalescence : (a) Etat initial, aucun champ n’est imposé. Les
deux gouttes sont sphériques ; (b) On impose une différence de pbfdntiée : 50 ms) au systeme et les deux gouttes se déforment; (c) La
goutte pendante s’est détachée de l'aiguille (ddp : 540 volts) et a fusionné avec la goutte posée.

Fig. 7. Les principales étapes, décrites de gauche a droite, de I'encapsulation : (a) goutte «volante» ; (b) état initial du mélange : la structure
«champignon ».

C’est la diffusion naturelle qui assure le mélange uniforme, mais lent, des deux liquides en une dizaine de secondes. On
peut accélérer ce mélange en soumettant la goutte a un champ électrique continu. Une injection d’ions par effet de pointe se
produit au niveau de I'élegide, ici un capillaire [30]. L'huile se met en maament autour de la goutte et induit un brassage a
l'intérieur de celle-ci.

6. Conclusions

Dans les Sciences du Vivant, une partie de la microfluidique (ou de la nanofluidique) vise a apporter des solutions
instrumentales pour observer ou manipuler des objets biologiques individuels et ainsi améliorer I'étude de certains mécanismes
fondamentaux. De fait, la microfluidique a majoritairement partie liée aux bio-technologies qui poursuivent deux grandes classes
d’objectifs. Un premier axe se développe en relation avec la recherche pharmaceutique. L'identification des genes tout d’abord,
qui devait donner naissance a une nouvelle génération de molécules personnalisées, plus ciblées et plus efficaces. Aprés des
réussites mitigées, cet axe de recherchpagsuit aujourd’hui par le recensement dest@ines codées par ces genes et puis
par l'identification des messagers chimiques entre cellules. Ce type de recherche requiert la mise au point de microsystemes
de type haut débit d’analyse. Le second axe se développe ¢iomedsec des milieux socio-pregsionnels variés : médical,
agro-alimentaire, environnement Il s’agit du diagnostic, avec la notion du labopuce. Les objectifs poursuivis dans le cadre de
ces deux axes sont trés proches et comportent des étapes communes : préparation des échantillons, séparation et analyse. Ce
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étapes doivent étre réalisées automatiquement dans des microsystemes. La réalisation de micro-systémes, suffisamment fiables
pour étre industrialisés, s’inscrit dans la constitution d'un mawvgénie des procédés, adapté aux petites échelles d'une part

et permettant d’autre part d’'intégrer de nombreuses opérations relatives a un processus donné. Dans ce génie des procédés, |z
microfluidique apparait comme la discipline scientifigue maitresse, qui se situe au carrefour de nombreuses autres disciplines.

Ainsi toute I'ingénierie des systemes fluidiques a grande échelle a du étre repensée. La «microfluidique continue » a été
la premiére réponse a ce défi. Elle reste actuellement I'approche dominante et il est juste de dire qu’elle compte des réussites
incontestables. Toutefois, nous en avons délibérément souligné les faiblesses spécifiques ; il nous parait important de s’affranchir
de ce qui nous parait étre ses inhérentes impasses en défrichant d’autres pistes : la « microfluidique dicréte » est une de ces pistes.
Son couplage avec les microtechnologies, dérivée de I'électronique, apparait encore plus naturel et rend cette microfluidique
particulierement attractive. Il s'agissait tout d’abord de valider les principales fonctions fluidiques de base mais surtout de
montrer ensuite que l'intégration de ces fonctions au sein de systemes complexes (mise en série ou en parallele) pouvait étre
plus aisée. Pour conclure temporairement sur cette consparan peut imaginer que les systemes de demain réuniront dans
une approche hybride les solutions les plus avantageuses issues des deux microfluidiques.

Il reste cependant un grand nombre d’'études a mener pour concrétiser ces promesses. Les études fondamentales doivent
s'attacher prioritairementux couplages subtils entre I'électroquasistatique et la mécanique des fluides des interfaces
fluide/fluide ou fluide/solide ; le but est d'affiner ou de généraliser les modeles physiques existant a des situations plus
complexes, mais plus proches de la réalité, propres a la microfluidique discréte. Ensuite, il convient de s’assurer que les modéles
physiques utilisés stent encore valides pour des ligusdgologiques. Cela passe évidenmigar une méleure compréhension
des phénomeénes physico-chimiques aurriaces. Malgré son aptitude a assurerf@@xtions fluidiques de base dans une
combinatoire parfaitement maitrisée, la microfluidique discréte ne pourra convaincre dans les années a venir que si elle a arrive
atraiter 'ensemble de protocoles chimiques ou biologiques complexes. En effet, un résultat d’'analyse ne se ramene pas toujours
a une simple mesure de changement de couleur. L'enjeu est véritablement de descendre d’'un niveau la commande des processus
la goutte, microréacteur contrdle dans sa globalité, doit également I'ée niveau des réactions qui se produisent en son
sein. On retrouve ainsi pour ce microréacteur, le caractére pluridisciplinaire habituel de la microfluidique : il s’agit d’exploiter
intelligemment certains phénoménes mécaniques, chimiquedrigues [31], ou thermiques [32] qui, aux micro-échelles ou
ils sont observés, se trouvent généralement fortement couplés.
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