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Introduction génerale

Cette thése présente une méthode de détection de position d’'un objet sphérique dans un canal mi-
crofluidique basée sur des mesures de variation d’'impédance. Elle s’inscrit dans un cadre applicatif
général qui est celui du tri de cellules biologiques dans des puces microfluidiques.

Les cellules biologiques peuvent étre considérées comme les éléments constitutifs élémentaires
des étres vivants. Leur étude est donc essentielle a I'analyse, la compréhension et le traitement de
nombreuses maladies (VIH, tuberculose, paludisme, hépatite, cancers, etc.). Les cellules consti-
tuent des tissus ou circulent a I'intérieur du corps, on parle alors de cellules circulantes (lympho-
cytes, hématies, etc.). De nombreux dispositifs et méthodes ont été développées pour assurer la
caractérisation, la quantification ou le tri de cellules circulantes. Les analyses cellulaires, en particu-
lier sanguines, sont particuli€rement démocratisées et interviennent dans de nombreux processus
thérapeutiques. Les cellules, et en particulier les lymphocytes responsables de la réponse immuni-
taire, peuvent également étre considérées comme des agents thérapeutiques, on parle alors d’im-
munothérapie basée sur des < cellules médicaments >. Les principes de 'immunothérapie ont été
identifiés au cours du XXéme siecle en particulier par Coley et Old, considérés comme les péres
historiques de cette thérapie'?. La mise en application de ces principes dans le cadre de thérapies
maitrisées a connu un essor au début du XXléme siécle® et a conduit & de trés bons résultats.
Limmunothérapie souléve ainsi beaucoup d’espoirs et s’affiche désormais comme la thérapie du
futur. Les colts typiques de ces traitements sont toutefois tres élevés et dépassent généralement
100 000 euros par patient®. Les méthodes de fabrication de ces médicaments doivent ainsi &tre
repensées afin de les rendre accessibles au plus grand nombre. Un des enjeux tient au fait que les
méthodes de tri développées historiquement ne s’avérent parfois pas suffisamment performantes
pour 'immunothérapie. Certains traitements d'immunothérapie nécessitent, en effet, I'identification
de lymphocytes spécifiques dans un échantillon dont la concentration (typiquement 1/10000) est
inférieure au seuil de détection actuel. FEMTO-ST développe actuellement de nouvelles méthodes
de tri ultra-sélectif basées sur le contréle en boucle-fermée dans des puces microfluidiques per-
mettant de trier un échantillon, cellule par cellule, a une cadence élevée.

La theése présentée ici s’integre dans ce programme de recherche et vise au développement de
la partie sensorielle, en partenariat avec I'équipe du Professeur P. Renaud de 'EPFL. La méthode
proposée pour la mesure de position dans les puces est basée sur le principe physique de la
mesure d’'impédance. Le principe général de cette méthode consiste a exploiter la variation de
l'impédance entre deux électrodes induite par la présence d’une cellule afin d’en déterminer la po-
sition. Il s’agit la d’'une alternative originale a la rétroaction par vision classiquement utilisée. En
effet, comme illustré sur la vue conceptuelle Figure [1l les capteurs classiques basés sur la vision
ont un champ de vision limité. Avec un fort grossissement, le champ de vision est réduit compa-
rativement a la taille de I'objectif optique. En raison de I'’énorme ratio entre le champ de vision et
la taille de I'objectif, seules quelques parties de la surface de la puce sont visibles simultanément
avec des caméras. Les mesures d'impédance sont quant a elles effectuées a I'aide d’électrodes
qui peuvent étre facilement intégrées a des dispositifs microfluidiques en vue d’'une détection pa-
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encombrement d’un objectif de caméra

=

sites de tri

FIGURE 1 Vue conceptuelle de trieurs de cellules pour I'analyse de cellules individuelles. A gauche, un
trieur conventionnel exploitant la vision pour la perception. A droite, un trieur hautement multiplexé
exploitant la perception par impédancemétrie.

rallélisée, a haute cadence, et ce dans des dizaines de bioréacteurs sur une surface plus restreinte.
Plusieurs points doivent étre abordés afin de valider cette approche. Notamment, les électrodes
doivent étre congues de maniere a assurer la sensibilité du capteur par rapport a la position d’'une
cellule. Egalement, contrairement a la plupart des applications basées sur la mesure d’impédance,
le traitement du signal doit étre effectué en ligne et en conséquence ne doit donc pas entrainer
de retards, malgré le fort bruit de mesure et la dérive inhérente a ce type de dispositif. Enfin, une
plateforme doit étre développée afin d’assurer la mise en ceuvre expérimentale.

La description de la maniere dont ces différents challenges sont adressée est donnée a travers les
cing chapitres de développement du présent manuscrit.

Le Chapitre[f|comprend un état de I'art général sur les trieurs conventionnels. Plus spécifiquement,
les techniques usuelles de tri et caractérisation cellulaire macroscopique y sont présentées. Dans
un second temps, un descriptif des laboratoires sur puce est donné. Ceci a pour fin d’une part de
positionner les présents travaux vis-a-vis de I'état de I'art, mais également d’introduire les tech-
niques et technologies usuelles de ce domaine tres spécifique que représentent les laboratoires
sur puce.

Le Chapitre [2| est également un chapitre d’état de I'art. Différents domaines connexes a la
problématique de I'estimation de position dans des puces fluidiques par impédancemétrie y
sont décrits, en vue de se munir d’outils méthodologiques et techniques a partir de travaux
antérieurs. Ainsi, des résultats importants en spectroscopie d’impédance électrique, en tomogra-
phie d'impédance électrique, et enfin en estimation d’état sont présentés. La combinaison de divers
éléments de ces domaines apporte notamment de la connaissance technique pour la fabrication
et I'utilisation des puces, et pour I'estimation de position a I'aide de mesures d'impédance dans un
environnement bruité par une utilisation judicieuse des outils mathématiques et physiques a dispo-
sition.

Le Chapitre [3| porte sur la réalisation physique et I'implémentation informatique de la plateforme
instrumentale dédiée a I'utilisation des puces microfluidiques développées. Des designs de puces
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sont proposés et associés a un procédé de fabrication. Celles-ci s’integrent dans le reste de la
plateforme et sont associées a un ensemble complet d’outils pour I'actionnement et la mesure per-
mettant I'étalonnage de capteurs et la validation expérimentale de la méthode.

Dans le Chapitre [4}, un modéle de la réponse des capteurs, c’est a dire la variation de I'impédance
en fonction de la position, est défini. La formulation analytique de ce modéle tient compte de la
position de I'objet mais également d’autres sources de variation inhérentes a ce type de dispositif.
Ce chapitre comprend également une partie expérimentale destinée a I'étalonnage de capteurs a
l'aide de la plateforme développée.

Le Chapitre [5| clos ces travaux a travers la mise en oeuvre de I'estimation de position. En premier
lieu, une méthode permettant d’estimer la position dans les puces en temps-réel est proposée.
Cette méthode tient compte de diverses contraintes techniques, technologiques et physiques liées
au dispositif utilisé tel que le bruit de mesure par exemple. La méthode est ensuite éprouvée
expérimentalement. Enfin, des simulations donnent un apercu de procédés d’estimation pour des
capteurs plus avancés.

Une conclusion générale vient enfin donner un récapitulatif des travaux effectués et ouvre sur un
panel de perspectives diverses.






Chapitre 1

Le tri cellulaire

Cette these s'inscrit dans le contexte général de la détection de position dans les puces de ftri
cellulaire pour améliorer les techniques d'immunothérapie. A travers ce tout premier chapitre de
développement, I'objectif est de fournir un état de 'art du tri cellulaire. Les principales méthodes et
technologies de tri y sont évoquées, ainsi que leurs avantages et limitations. Un accent particulier
est mis sur une technologie émergente, les dispositifs miniaturisés. Cet état de I'art met en avant
la nécessité de détecter les cellules au sein d’une puce fluidique, et les limitations des solutions
existantes. Une étude des différents phénomenes physiques utilisés pour I'actionnement et/ou la
détection dans les puces fluidiques met en avant I'intérét des champs électriques. Cette approche
sera développée dans le chapitre suivant.

1.1/ Les techniques usuelles de tri cellulaire

Actuellement, il existe plusieurs méthodes de tri des cellules. Les plus couramment utilisées sont le
tri cellulaire activé par fluorescence, le tri magnétique, la centrifugation et le tri activé par flottabilité.

La centrifugation est I'une des technigues les plus utilisées. Il s’agit d’'un procédé de séparation des
composés d’un mélange en fonction de leur différence de densité et de leur taille en les soumettant
a une force centrifuge. Les applications de centrifugation sont nombreuses et peuvent comprendre
la sédimentation de cellules et de virus%, la séparation d’organelles sub-cellulaires et I'isolation de
macromolécules comme I'ADN, I'ARN, les protéines et les lipides®. Cette méthode est relativement
peu colteuse et rapide. Toutefois sa sélectivité est faible, et elle ne permet pas d’isoler des po-
pulations rares. En conséquence, elle est principalement utilisée pour le tri de vastes populations,
comme par exemple lors d’'un don de plaquettes.

Le tri cellulaire activé par fluorescence, ou Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS), utilise la
cytométrie en flux pour fournir une mesure rapide et quantitative des propriétés cellulaires (voir
Figure[1.1). Il s’agit de I'une des techniques les plus courantes pour caractériser qualitativement et
quantitativement une population cellulaire et / ou pour la trier. La cytométrie en flux est une tech-
nique permettant de faire défiler des particules, molécules ou cellules a grande vitesse dans le
faisceau d’un laser, en les comptant et en les caractérisant. C’est la lumiére réémise (par diffusion
ou fluorescence) qui permet de classer la population suivant plusieurs critéres et de les trier. Cepen-
dant, elle souffre de plusieurs inconvénients parmi lesquels son co(t, ses dimensions importantes
et le manque de sensibilité pour trier les événements rares en dessous de 0,1% de fréquence. A
titre d’exemple sur la technique de cytométrie de flux, le trieur cellulaire Genotoul® permet d'isoler
et de récupérer une ou plusieurs population(s) cellulaire(s) selon des critéres de taille, de granu-
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losité (contenu cellulaire) et/ou de fluorescence (récepteur, transformation génétique, phase cellu-
laire...). Le tri cellulaire peut aller de I'enrichissement d’une population jusqu’a la sélection d’un
type cellulaire donné. Les cellules prélevées peuvent ainsi étre analysées de fagon biochimique ou
remises en culture.

Cell sample
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25 B! st SR
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(a) Schéma de principe” (b) Caractérisation de bactéries®

FIGURE 1.1 Présentation d’un trieur FACS. (a) Schéma de principe : la lumiére réémise (par diffusion ou
fluorescence) permet de classer la population suivant plusieurs criteres et de les trier. (b) Exemple d’une
caractérisation de bactéries en océanographie a I'aide d’un trieur FACS.

Le tri magnétique de cellules permet d’enrichir un mélange hétérogéne de cellules sur la base de
propriétés extracellulaires, typiguement des protéines de surface cellulaire (antigénes). En effet,
les particules magnétiques (paramagnétiques le plus souvent) sont attachées a des anticorps sen-
sibles a la population de cellules cibles. Lors du mélange des particules magnétiques, ces derniéres
se fixent sur les cellules, ce qui leur confére des propriétés magnétiques. Il existe plusieurs types
de tris magnétiques de cellules. Le tri cellulaire a activation magnétique (MACS) est une technique
de séparation ou les cellules sont passées & travers une colonne magnétique®. La sélection po-
sitive/négative est une technique de séparation cellulaire sans colonne dans laquelle un tube de
cellules marquées est placé a I'intérieur d’un champ magnétique?. Les cellules sélectionnées po-
sitivement sont retenues dans le tube tandis que les cellules sélectionnées négativement restent
dans la suspension liquide. Comme le tri par cytométrie en flux, le tri magnétique est spécifique car
il repose sur l'utilisation d’anticorps pour sélectionner la population cible. Par contre, a la différence
du tri par FACS, la sélection d’une population de cellules viables par tri cellulaire magnétique est
tres rapide. Les cellules triées sont également vivantes et fonctionnelles. Un article récent confronte
les trieurs par fluorescence et magnétiques™.

Enfin, plus récemment la start-up Akadeum Life Sciences commercialise en 2014 le tri cellulaire
activé par flottabilité (BACS)1213. || s’agit d’une technique de séparation dans laquelle des micro-
bulles se lient aux cellules par l'intermédiaire d’anticorps se liant a la surface des cellules. Les
cellules ciblées sont ensuite retirées d’un échantillon biologique par flottation.

1.2/ Les laboratoires sur puce

1.2.1/ Présentation générale

Au cours des derniéres années, des dispositifs de caractérisation cellulaire miniaturisés, com-
munément qualifiés de Laboratoires sur puce (Lab-on-a-chip, LOC), ont commencé a émerger.
Ces dispositifs sont issus de la microfabrication. lls possedent le plus souvent des connexions
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électriques qui permettent d’envoyer des signaux d’excitation et/ou de mesure, ainsi que des
connexions fluidiques pour I'acheminement de fluides. Lobjectif est de faire de petits appareils
portables dans lesquels un échantillon de cellules peut étre chargé, et toutes les informations de-
mandées extraites. Les cellules et particules en suspension sont déplacées par un contréle du débit
ou de la pression entre I'entrée et la sortie du canal microfluidique d’un LOC, en passant par un
ou plusieurs étages d’analyse et/ou de tri. Une illustration est donnée Figure et représente un
exemple typique de dispositif microfluidique. Ces dispositifs exploitent des phénoménes physiques
et techniques divers pour le tri et la caractérisation, et nécessitent des méthodes particulieres de
fabrication, qui seront décrites dans les sections qui suivent.

Outlet

Connexions
électriques

Inlet

_«—— Capot

Couche de
fabrication
des canaux

Substrat

(a) lllustration d’un LOC.
IBM Research GmbH"14

(b) Un LOC possédant un grand nombre (c) Un LOC possédant différents canaux
d’électrodes. fluidiques.
Harvard Institute of Technology"® Cherry Biotech'®

FIGURE 1.2 Exemples de laboratoires sur puce (Lab-on-a-chip, LOC) : différentes couches superposées
permettent de faire transiter du fluide et des échantillons dans un canal afin de les caractériser.

1.2.2/ Fabrication

La fabrication de ces dispositifs microfluidiques est souvent basée sur des technologies de mi-
crofabrication en salle blanche. lls sont ensuite reliés a différents appareils d’actionnement et de
mesure par l'intermédiaire de connexions fluidiques et électriques. Malgré la diversité de ces LOCs
certaines étapes de fabrication se retrouvent dans la majorité des dispositifs. Le dép6t de couches
minces structurées et de métaux permet la réalisation de capteurs et d’actionneurs, et des couches
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épaisses de polymeres sont utilisées pour réaliser des canaux fluidiques. Une étape de capotage
permet d’assurer I'étanchéité du dispositif.

Plusieurs articles sont disponibles pour une description détaillée de ces méthodes 417720,

1.2.2.1/ Fabrication et fermeture des canaux fluidiques

Les LOCs exploitent des canaux issus de la microfabrication afin de faire transiter les échantillons
a caractériser. Les dimensions de ces canaux dépendent de la taille des échantillons qui y sont in-
troduits, mais sont généralement de quelques dizaines de micrométres de largeur et de hauteur, et
quelques centimétres de longueur. Les matériaux utilisés sont le plus souvent biocompatibles, chi-
miquement modifiables, faciles a fabriquer et peu onéreux. lls sont également généralement trans-
parents, ce qui permet une observation au microscope. On peut notamment citer le borosilicate, le
verre, le silicium, et les polymeéres de poly-diméthylsiloxane (PDMS), le poly-méthyl-méthacrylate
(PMMA), la résine photosensible SU-8 et le polyimide.

Canaux déposés La premiere méthode pour obtenir un canal consiste a réaliser des murs en
résine a I'aide de méthodes de photolithographie. Des méthodes alternatives mentionnent I'utili-
sation de moules, ou encore de lasers. Le choix du matériau et de la méthode de fabrication des
canaux va avant tout dépendre du type de fermeture envisagé et des matériaux qui doivent étre
déposés sur le substrat. Eux-mémes dépendent du type d’application prévu pour la puce.

Les résines négatives telles que la SU-8 sont couramment utilisées pour la fabrication des ca-
naux'’. Contrairement a la plupart des résines positives, il est possible d’obtenir facilement des
canaux de I'ordre de la centaine de micrometres d’épaisseur. Le procédé est de plus trés simple,
et il s’agit d’'un matériau bio-compatible. Toutefois, certaines alternatives sont parfois préférées a
I'utilisation de cette résine, notamment en raison du fait qu’une fois recuite, il est difficile d’obtenir
une adhésion suffisante entre celle-ci et le capot permettant une fermeture hermétique de la puce.

Afin de contourner ce probléme, de nombreux matériaux polyméres peuvent étre utilisés tels que
le PDMS. Le PDMS est devenu de loin le matériau le plus populaire dans la communauté microflui-
dique académique car il est peu colteux, facile a fabriquer par la réplication des moules en utilisant
le prototypage rapide ou d’autres techniques, flexible, transparent, biocompatible et sa fabrication
ne nécessite pas des conditions de salle blanche.

Canaux gravés Une deuxiéme méthode d’obtention de canaux consiste a les graver dans un
substrat. Le micro-usinage de Si et de verre est attrayante pour certaines applications qui peuvent
nécessiter des structures microfluidiques a la fois robustes, chimiquement stables et qui peuvent
potentiellement intégrer des électrodes interdigitées et/ou des éléments de détection actifs. Les
puces de silicium sont non transparentes, de sorte que I'observation n’est possible qu’a travers le
capot. Toutefois, ces substrats sont compatibles avec des circuits électroniques. La technique la
plus courante pour ce type de fabrication est la gravure de substrats par des méthodes de gravure
profonde comme la DRIE4! (Deep Reactive lon Etching). Cette technologie permet de graver des
structures de rapport d’aspect élevé treés profondes. De nombreuses puces microfluidiques ayant
des structures extrémement précises et dont la profondeur peut atteindre plusieurs centaines de
micrometres peuvent étre fabriquées sur une tranche compléte (avec des vitesses de gravure allant
généralement de 5 a 10 um.min~'). Des procédés plus récents permettent également d’exploiter
un usinage par laser de substrats de verre.
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Fermeture La plupart des LOCs sont fermés hermétiquement a I'aide de capots. Différentes
méthodes de fermeture en fonction de divers critéres tels que leur complexité et la qualité du
résultat sont possibles™®. On peut notamment citer les méthodes suivantes :

— Utilisation de PDMS'14
Diverses techniques ont été adaptées pour fabriquer des structures microfluidiques en
PDMS, y compris la gravure humide et séche, la photolithographie d’'un PDMS photosen-
sible, I'ablation laser et la < lithographie douce >. Cependant, le PDMS présente quelques
inconvénients tels que I'adsorption des molécules hydrophobes, sa stabilité a court-terme
apres un traitement de surface, il a tendance a gonfler en présence de solvants organiques...

— Ultilisation de thermoplastiques
Les thermoplastiques possedent une grande variété de propriétés attrayantes pour les ap-
plications de LOC, notamment leur élasticité, leur résistance mécanique, leur transparence
optique, leur stabilité chimique, et/ou leur biocompatibilité. Des structures aux motifs de taille
sub-micrométrique peuvent étre obtenus, et la fermeture peut étre effectuée notamment a
I'aide de 4 méthodes : par fusion thermique, & I'aide de solvants?223, 3 'aide d'ultrasons, ou
encore par adhésion47<6,

— Fusion directe de substrats en verre ou silicium
La fusion Si-Si permet d’obtenir des forces d’adhésion entre les substrats extrémement
élevées. Toutefois, I'utilisation du verre (collage anodique Si-verre?” ou collage par fusion
verre-verre?®) est souvent préférée en raison du colit moins élevé du verre et de sa trans-
parence optique.

Les méthodes de fabrication des canaux, et des capots associés sont donc trés diverses et
dépendent des fonctionnalités attendues du laboratoire sur puce.

1.2.2.2/ Fabrication d’actionneurs et de capteurs a I'aide de dépots de couches métalliques.

Comme cela sera décrit dans les sections suivantes, les laboratoires sur puce incluent
généralement des capteurs et/ou des actionneurs, qui peuvent notamment étre fabriqués a I'aide de
techniques de dépots métalliqgues en couche mince. C’est le cas par exemple lors de la réalisation
d’électrodes pour la génération de champs électriques ou la mesure d’'impédance.

Deux grandes techniques sont utilisables pour réaliser ces dépdts, la gravure humide et le lift-off
comme montré Figure Elles sont basées sur des étapes de dépobts de couches minces, et de
photolithographie. La photolithographie consiste a insoler sélectivement des résines photosensibles
a travers un masque, de maniére a créer des motifs sur les substrats.

Le procédé de lift-off est présenté Figure (sous-figure (a)). Une résine photosensible est ap-
pliquée sur le substrat. Celui-ci est ensuite aligné sur un masque ne laissant traverser la lumiére
que de maniere sélective. Une exposition aux UV suivie par un développement permet d’obtenir
des motifs correspondants aux électrodes. La résine est ici positive : les régions exposées aux
UV sont retirées du substrat. Le processus suivant consiste a déposer une fine couche métallique
(par exemple l'or, le platine et le chrome) sur 'ensemble du substrat en utilisant la technique de
pulvérisation cathodique ou I'évaporation. Dans le cas ou le dépét se fait par évaporation, le sub-
strat est placé dans une chambre a vide dans laquelle un morceau de matériau métallique est
chauffé, évaporé et déposé sur la partie supérieure du substrat. Dans la pulvérisation cathodique,
des atomes ou groupements sont éjectés a partir d’'un matériau cible, puis dirigés vers le sub-
strat. Aprés que le métal ait été déposé, le substrat est immergé dans un solvant (par exemple
I'acétone), ce qui a pour effet de dissoudre la couche de résine photosensible et donc de retirer
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FIGURE 1.3 Deux procédés de fabrication d’électrodes coplanaires : (a) le lift-off et (b) la gravure'ﬂ'.

la couche métallique qui est déposée sur sa partie supérieure. Ce procédé de lift-off permet donc
d’obtenir des motifs métalliques identiques a ceux du masque.

Le procédé de gravure humide est présenté Figure (sous-figure (b)). Ce procédé est relative-
ment similaire a celui du lift-off, a ceci prés que la couche métallique est déposée avant la couche
de résine photosensible. Celle-ci n’est donc plus sacrificielle mais sert de protection aux motifs
métalliques. S’en suit I'étape de gravure afin d’éliminer sélectivement le métal non protégé du sub-
strat, puis la résine résiduelle. Dans ce procédé, le temps de gravure doit étre défini avec précision
afin de limiter la sous-gravure, c’est-a-dire la gravure du métal en dessous de la résine par attaque
isotrope du produit de gravure.

Ces deux méthodes de réalisation d’électrodes sont majoritairement utilisées pour la fabrication
d’actionneurs dans les puces fluidiques. Le lift-off sera toutefois préféré lorsque la résolution des
motifs est un critére essentiel, car il n’induit pas de sous-gravure.

1.2.2.3/ Connexion des puces au monde extérieur

Une fois les puces fabriquées, il est nécessaire de les connecter fluidiguement et électriquement
aux appareils extérieurs. Ces interfaces sont communément appelées <« fluidic interconnect >,
< world-to-chip > ou < macro-to-micro >. Idéalement™®, une connexion fluidique doit avoir un vo-
lume mort minimal, éviter la contamination croisée des échantillons, étre facile a brancher, étre
amovible et réutilisable, étre fiable a des pressions élevées, avoir un volume suffisamment faible
pour permettre des connexions a haute densité, est faite en utilisant des techniques peu colteuses
et simples, étre chimiquement inerte et étre compatible avec les tuyaux et les raccords commer-
ciaux. Les connexions électriques doivent quant a elles assurer un bon contact électrique avec la
puce.
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La connexion des puces au monde extérieur nécessite donc un réel travail de conception au
préalable afin de faciliter les expérimentations et limiter les pertes inutiles d’échantillons.

1.3/ Actionnement et perception dans les LOCs

1.3.1/ Actionnement

| Particle separation and sorting |

| Combined techniques

Passive techniques I Active techniques

Pinched Flow Fractionation (PFF) Dielectrophoresis (DEP)

Micro Vortex Manipulation Optical

Deterministic Lateral Displacement Acoustic

Inertia and Dean Flow Fj’actionalion| | Magnetic

Zweifach -Fung Effect

Filtration

Micro Hydrocyclone

Hydrodynamic Filtration |

FIGURE 1.4 Principales techniques d’actionnement dans les LOCS.

Différentes techniques permettent de déplacer les échantillons et de les trier dans les LOCs. La
Figure [1.4] répertorie les principales méthodes utilisées. Dans la suite de cette partie, nous revien-
drons brievement sur les méthodes passives, puis sur chaque méthode active, domaine d’'intérét
de cette thése.

1.3.1.1/ La microfluidique

Lutilisation d’un fluide dans les LOCs sert au transport des échantillons vers une zone de tri,
mais celui-ci peut également étre utilisé pour le tri en lui-méme. En effet, les caractéristiques des
phénoménes d’écoulement a I'échelle microscopique et notamment le profil de vitesse au sein
d’'un canal, sont exploitables pour séparer des microparticules de maniére continue. Ces tech-
niques passives présentent I'avantage par rapport aux techniques actives gu’aucun champ externe
n'est requis pour le processus de tri. Cependant, I'efficacité du tri des particules et le débit sont
généralement moins élevés que pour des techniques actives.

Huit principales méthodes de tri microfluidique sont utilisables, chacune ayant ses spécifités et
performances. Le tri étant dans ces cas exclusivement effectué a 'aide du fluide, les paramétres
physiques servant de critere discriminant sont donc exclusivement mécaniques et géométriques :
taille®, poids®Y, raideur! et densité“? des particules. On peut notamment citer le fractionnement
en flux pincé (Pinched Flow Fractionnation, PFF), qui exploite deux fluides différents, associés a
des effets inertiels pour le tri par taille et densité®2, ou encore la manipulation par micro vortex
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(Micro-Vortices Manipulation, MVM), permettant une séparation par poids=Y. A titre illustratif, le
déplacement latéral déterministe (Deterministic Lateral Displacement, DLD), dont un schéma est
présenté Figure permet un tri par taille d’échantillons sphériques. Le DLD est une technolo-
gie qui utilise la disposition spécifique de poteaux dans un canal pour contrbler avec précision la
trajectoire et faciliter la séparation des particules plus grandes et plus petites qu’'un diamétre cri-
tique, avec une résolution pouvant descendre jusqu’a 10 nm®2. Des variantes récentes du DLD
appliquent ce principe pour le cas de particules non sphériques®™*.
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FIGURE 1.5 lllustration du tri de cellules par taille par DLD*®.

Le tri d’objets de taille micrométrique dans un flux continu est nécessaire pour une grande variété
d’applications, dont les synthéses chimiques, le traitement des minéraux et les analyses biolo-
giques. A titre d’exemple, Hur®’ propose un dispositif exploitant les effets dynamiques du fluide
dans un laboratoire sur puce afin de séparer des cellules par taille et déformabilité. Ce systeme
exploite le fait que les cellules cancéreuses sont plus larges et possedent une plus grande
déformabilité que les cellules saines pour proposer un outil de diagnostic intéressant pour I'on-
cologie. Holmes®=® exploite le DLD afin de filtrer des parasites contenus dans le sang grace a leur
différence de taille et de forme par rapport aux cellules sanguines. Une photographie d’un prototype
est proposée Figure [1.6] Le rayon effectif, c’est a dire le rayon < équivalent > au cas d’'une cellule
sphérique, des cellules du sang étant plus faible que celui des parasites. Régulierement, les cel-
lules sanguines (a gauche sur 'image), une fois en collision avec un plot, contournent celui-ci par
sa partie gauche en raison de leur faible rayon. En revanche, les parasites (a droite) contournent
systématiquement les plots par leur partie droite. Les parasites peuvent ainsi étre isolés, aboutis-
sant a une purification de I'échantillon initial.
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FIGURE 1.6 Séparation de parasites contenus dans du sang humain a I'aide du DLD®®. Les cellules
sanguines (a gauche) ont un rayon effectif plus faible que les parasites (a droite), ce qui permet la
purification du sang.
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En conclusion, la microfluidique est donc un domaine bien maitrisé des laboratoires sur puces,
permettant un tri statistique a haut débit et selon plusieurs parametres d’objets.

1.3.1.2/ Les pinces optiques

Principe

Le principe de la pince optique est de piéger une particule de petite dimension (molécule, cellule...)
a l'aide d’un faisceau laser. On peut montrer sous certaines conditions qu’une particule a tendance
a se déplacer vers la zone de plus forte intensité lumineuse. Les particules ont donc tendance a se
déplacer au centre du faisceau laser. Un déplacement précis d’une particule est alors permis par
simple déplacement du faisceau laser de piégeage, comme illustré Figure[1.7} Les forces exercées
sont généralement de 'ordre du picoNewton.

Applications

La fonctionnalité premiére des pinces optiques est la manipulation® d’objets aux dimensions mi-
crométriques. Elles sont notamment utilisées afin de les déplacer et/ou de les isoler. Ces opérations
peuvent étre effectuées sur des cellules telles que des bactéries, des virus, des spermatozoides®=?,
ou & une échelle plus petite, sur des brins d’ADN par exemple*?41, A titre d’exemple, ces pinces ont
été utilisées afin d’isoler et de caractériser la déformabilité d’érythrocytes, un critere déterminant
le flux sanguin dans la microcirculation*2. Un faisceau de plus grande intensité lumineuse peut
également étre utilisé pour créer des < ciseaux optiques >, c’est & dire un instrument d’ablation2.
D’autres applications mentionnent le piégeage simultané de plusieurs particules. Il est possible
d'utiliser un réseau de lasers pour créer une matrice de sites de piégeage®*. Il est également pos-
sible de créer une série de pieges en balayant un seul faisceau laser sur différents emplacements.
Bien que chaque site ne soit éclairé qu’a temps partiel dans cette approche de partage du temps,
le puits de potentiel moyen est assez fort pour piéger un objet microscopique a condition que le
laser parcourt chaque emplacement de piege assez souvent pour surmonter tous les problemes
dls a la diffusion des particules. Cependant, 'approche actuelle la plus répandue pour la création
de pieges multiples implique I'utilisation d’éléments optiques diffractifs pour réaliser des pinces op-
tiques holographiques, dont un exemple est donné Figure [1.8] Les pinces optiques holographiques
utilisent des hologrammes générés par ordinateur pour créer des configurations tridimensionnelles
arbitraires de pieéges optiques a faisceau unique. Des descriptifs plus approfondis de cette méthode
sont disponibles dans la littérature*>3.

La pince optique est donc un outil efficace de manipulation et de découpe d’objets de taille mi-
crométrique, en particulier en téléopération. Elle nécessite toutefois des moyens importants pour la
mise en oeuvre, et n'est pas utilisable pour une manipulation a haute cadence en raison des faibles
forces exercées sur les objets.

1.3.1.3/ Actionnement magnétique

Principe Le principe de la manipulation magnétique consiste a utiliser des aimants perma-
nents ou des bobines pour déplacer des particules paramagnétiques, diamagnétiques ou ferro-
magnétiques. A titre d’exemple, des forces comprises entre 10 et 100 pN peuvent étre exercées
sur des billes paramagnétiques ayant un diametre de I'ordre du micrometre en utilisant des aimants
permanents qui sont commodément positionnés a I'extérieur de la chambre d’écoulement. Laction-
nement magnétique n’est pas spécifique aux LOCs, mais plus généralement a la micromanipulation
sans contact.
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FIGURE 1.7 Présentation d’une pince optique. (a) Schéma de principe : un faisceau laser est focalisé au
niveau de la particule a déplacer. (b) Origine physique : un gradient d’intensité lumineuse crée une force
totale non nulle exercée sur la particule.

FIGURE 1.8 Deux vues d’un icosaedre en rotation de sphéres colloidales créées avec des pinces optiques
holographiques dynamiques®!.

Applications Les particules magnétiques (voir Figure sont particulierement utilisées pour
les tests de diagnostic dans les LOCs. Concernant la manipulation d’un grand nombre d’objets
en simultané, des particules magnétiques ont été utilisées pour mélanger des fluides, capturer
sélectivement des analytes spécifiques (les biomarqueurs a détecter), concentrer des analytes,
en transférer d’'une solution a une autre, effectuer des analyses de stringence et les étapes de
lavage, ainsi enfin que pour sonder les propriétés biophysiques des analytes. Différents articles
passent en revue les différents domaines d’applications et méthodes®3**. On peut notamment citer
le contrdle en boucle fermée a I'aide de quatre bobines®®, la manipulation & I'aide de microsphéres
magnétiques®2, la manipulation haptique & I'aide de microrobots®®®” ou encore I'utilisation de
micronageurs®®. Lactionnement se fait généralement & l'aide de bobines de taille centimétrique
placées sur I'extérieur d’une plate-forme. Des actionneurs magnétiques de taille micrométrique,
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FIGURE 1.9 Capture de cibles par affinité dépendant des propriétés de surface réactives des particules
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FIGURE 1.10 Petit robot a corps mous avec locomotion multimodale’e.

moins courant, sont également évoqués dans la littérature®¥°0. Lutilisation de la force magnétique
peut également étre associée a d’autres effets physiques pour l'isolation de cellules rares®l.

Parmi les dispositifs et méthodes cités, deux sont ici présentés a titre illustratif. van Reenen et al.*?
quantifient et comparent les taux de réaction de la capture de cibles a base de particules avec
différents types d’actionnement, a savoir (i) le transport thermique passif, (ii) I'agitation des fluides
par mélange vortex et (iii) les particules en rotation active, les deux derniéres étant effectuées a
l'aide d’un actionnement magnétique.

Hu et al. présentent des robots magnéto-élastiques a I'échelle millimétrique qui peuvent nager a
l'intérieur et a la surface des liquides, escalader des ménisques de liquides, rouler et marcher sur
des surfaces solides, sauter par-dessus des obstacles et ramper dans des tunnels étroits (voir
Figure [1.10). Ces robots peuvent transiter de maniére réversible entre différents terrains liquides
et solides et basculer entre les modes de locomotion. lls peuvent en outre exécuter des taches de
pick-and-place .

L'actionnement magnétique permet une manipulation a haute cadence d’objets dans des espaces
restreints, mais autorise également des mouvement complexes d’objets, certains auteurs allant
jusqu’a proposer le déplacement et la déformation d’objets compliants. Cette méthode d’action-
nement n’est toutefois a ce jour que rarement miniaturisée, et est restreinte a des objets de type
paramagnétique, propriété que ne possedent pas les matériaux biologiques conventionnels. La
manipulation directe d’objets biologiques est donc impossible.
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1.3.1.4/ La force d’acoustophorése

silicon

droplet

FIGURE 1.11 Schéma de principe illustrant la manipulation acoustophorétique de gouttelettes par onde
stationnaire uItrasonique.

Principe Lacoustophorése est une méthode d’actionnement utilisant la pression de radiation a
partir d’'ondes sonores intenses. Cela est possible en raison des effets de non linéarité des ondes
sonores, comme présenté Figure En acoustophorése, une onde sonore induit une différence
de vitesse périodique entre le milieu continu et les particules en suspension, a condition que leur
densité respective ne soit pas identique. Les systéemes de séparation et de piégeage acoustiques
ont pour avantage de proposer un mode de fonctionnement continu, une utilisation relativement
facile et sans risque de dégradation des échantillons biologiques.

Clean fluid inlet Separated
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articles
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FIGURE 1.12 lllustration d’'une suspension de particules passant sur un transducteur ou les particules sont
déplacées vers le centre du canal de séparation a une vitesse déterminée par leurs propriétés
acoustiques@.

Applications Les forces acoustiques ont été largement utilisées pour séparer les particules en
suspension de taille micrométrique, de leur milieu ou d’autres particules, ainsi que pour piéger des
particules. La séparation peut notamment se faire par densité®, taille®%5 ou encore compressi-
bilite®®. La méthode peut également étre utilisée a I'échelle moléculaire pour des applications de
chromatographie®”.

Afin d’illustrer le contexte applicatif, des travaux de Peterson® sont présentés Figure Ces
travaux présentent une méthode capable de séparer en continu des suspensions de particules
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mélangées en plusieurs fractions a la sortie. Les forces acoustiques sont utilisées pour séparer les
particules en fonction de leur taille et de leur densité. Il a été démontré que la méthode convient
aux particules en suspension biologiques et non biologiques. La manipulation du milieu, en combi-
naison avec les acides gras libres, a également été utilisée pour permettre le fractionnement des
globules rouges, des plaquettes et des leucocytes. Les résultats montrent que I'acoustophorése a
écoulement libre peut étre utilisée pour effectuer des taches complexes de séparation.

Lacoustophorése est donc une force dont la mise en oeuvre est simple, et permettant un tri effi-
cace d’objets selon différents criteres. Les forces appliquées sont toutefois monodirectionnelles et
relativement faibles, ce qui limite la dynamique.

1.3.1.5/ La force de diélectrophorese

Principe La force de diélectrophorese (DEP) fait référence au mouvement d’une particule polari-
sable (ou d’une cellule) dans un liquide, soumise a champ électrique non uniforme. La force de DEP
est couramment utilisée dans les LOCs. En effet, sa simplicité de mise en oeuvre est attrayante
puisque les champs électriques sont générés a I'aide d’électrodes métalliques alimentées par un
générateur de tension alternative. Elles sont donc facilement intégrables aux LOCs. D’autre part,
les échantillons biologiques sont polarisables, il est donc possible de leur appliquer une force de
DEP. Cette force peut étre utilisée pour le guidage des échantillons dans un canal, ou encore pour
le tri, puisque I'amplitude de la force exercée va dépendre de certains parametres physiques des
échantillons, comme leur taille et leurs propriétés électriqgues notamment.

Qﬂx—r,t)‘

Q E(x+r,t)

FIGURE 1.13 Principe de I'actionnement par DEP®8, Lorsqu’une particule polarisable est soumise & un
champ électrique, un dipdle se crée. Si de plus ce champ est non uniforme, des forces d’amplitudes
différentes sont exercées sur le dipdle, résultant en une force non nulle.

Une particule soumise a un champ électrique se polarise. Bien que globalement électriquement
neutre, des dipbles sont créés a la surface de la particule. Si le champ électrique appliqué est
non-uniforme, c’est a dire qu’il varie en amplitude dans la région occupée par le dipole, alors les
forces de Coulomb créées sur les deux c6tés de la particule sont différentes, ce qui donne une
force résultante non nulle, comme illustré Figure[1.13] Ce phénoméne est a l'origine de la force de
diélectrophorese.

Applications Les applications de la diélectrophorése sont : le guidage, la séparation, le piégeage
et le controle actif.
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FIGURE 1.14 Visuels de dispositifs LOCs exploitant la force de DEP a différentes fins : (a) Tri : La DEP
permet un tri par taille de particules. (b) Guidage : la DEP est ici utilisée pour centrer des objets dans la
section d’'un microcanal et maitriser leur orientation. (c) Piégeage : la DEP maintient la particule au centre
du cercle. (d) Contréle actif : associée a un retour de position par vision, la trajectoire d’une particule
actionnée par DEP est maitrisée.

Figure[1.14a/%%, Ia force de DEP est utilisée en vue de trier des échantillons biologiques. La force
de DEP exercée étant dépendante de la taille des cellules, les électrodes permettent d’exercer sur
les échantillons un déplacement latéral dont 'amplitude varie en fonction de leur taille. Plusieurs
sorties placées en aval permettent de récupérer les cellules ainsi triées.

Un exemple de guidage de particules dans un microcanal est le concept d’électrodes dites < li-
quides >, développé par Demierre et al”® donné Figure [1.140[7. Les électrodes liquides sont des
électrodes planaires fabriquées sur le fond de chambres situées a I'extrémité du c6té du canal
principal. La couche d’isolant (la résine utilisée pour former le canal) guide les lignes de champ
dans le liquide s’écoulant dans le canal principal et détermine la distribution du champ électrique
a l'intérieur de la microstructure. Un potentiel en opposition de phase appliqué sur les électrodes
en opposition permet d’une part le guidage des cellules : celles-ci sont guidées vers le centre
du canal, c’est a dire 1a ou le potentiel est le plus faible. La position verticale des cellules peut
également étre contrélée en jouant sur 'amplitude du signal d’excitation. Enfin, dans le cas d’ob-
jets non sphériques, I'orientation peut également étre maitrisée.

La Figure @71 présente un exemple de piége par diélectrophorése. La géométrie des électrodes
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permet d’obtenir un puits de champ électrique dont le centre est le centre des cercles formés par
les électrodes. Ainsi, une force dirigée vers le centre du cercle est appliquée sur la particule. Lam-
plitude de la force décroit lorsque I'on se rapproche du centre du cercle.

La Figure[1.14d|donne un exemple de contréle actif d’'une particule sphérique exploitant un action-
nement par DEP2. Le fait de jouer sur le potentiel de 4 électrodes distinctes permet d’exercer une
force dont il est possible de maitriser avec une bonne précision 'amplitude et I'orientation dans le
plan. La position est corrigée a I'aide d’'une loi de commande en boucle fermée.

Enfin, la manipulation contr6lée est également utilisée dans le dispositif industrialisé DEPArray,
qui permet de controler, manipuler et collecter des cellules. Une cartouche microfluidique a usage
unigue contient un ensemble d’électrodes individuellement contrélables, chacune avec des cap-
teurs intégrés. Ce circuit permet la création de cages diélectrophorétiques autour des cellules.
Aprés imagerie, les cellules individuelles d'intérét sont déplacées vers une chambre pour liso-
lement et la récupération. Ce type de technologie permet d’isoler des cellules rares avec une
sélectivité importante. La cadence du tri est toutefois limitée.

Sur le plan de la fabrication, les électrodes peuvent étre réalisées a I'aide de techniques de salle
blanche, telles que la photolithographie, le dép6t de couches minces, la gravure, la galvanoplastie
ou la lithographie douce. La méthode de fabrication retenue dépend du type d’électrode souhaitées,
et a fortiori du type d’application. Le matériau retenu quant a lui dépend des caractéristiques sou-
haitées. On peut citer I'or pour sa bonne conductivité électrique, le platine pour sa tenue aux fortes
tensions, ou encore I''TO pour sa transparence.

Lutilisation de la force de DEP est trés répandue dans les LOCs. Celle-ci permet le tri d’objets
selon plusieurs paramétres physiques, autorise de hautes cadences, et est multidirectionnelle.
Des procédés de fabrication a des colts peu élevés ont été proposés. Certaines limitations sont
également inhérentes aux technigues exploitant la DEP. Notamment, la force diminue rapidement
lorsque 'on s’éloigne des électrodes, les électrodes peuvent géner la visualisation de la zone, se
décoller sous I'effet de fortes tensions, ou encore provoquer un échauffement du milieu.

1.3.1.6/ Comparatif des différentes méthodes d’actionnement
Récapitulatif des caractéristiques des principales méthodes d’actionnement

Fluidique DEP Magnétique | Acoustique Optique

Propriété d’objet | - Diélectrique | Magnétique | - Transparent

Taille d’objet 1-100 um 1-100 um 1-1000 pum 1-100 um 1-10 pum

Champ d’action Important Faible Important Important Important

Gamme , des Importante Faible Importante Importante Trés faible

forces exercées

Degrés de liberté | 1D 2.5D 3D 1D 3D

TABLE 1.1 Principales caractéristiques des actionneurs dans les LOCs.

Les différentes méthodes d’actionnement citées ci-dessus présentent chacune leurs spécificités.
Lamplitude et l'orientation des forces mises en jeu, la plage d’action et la simplicité de mise en
ceuvre sont les principaux criteres permettant d’orienter le choix d’'une méthode d’actionnement en
fonction du contexte applicatif. Ces critéres, décrits pour les principales méthodes d’actionnement
dans les sections précédentes, sont résumés dans le Tableau
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Lamplitude des forces appliquées étant dépendante de nombreux parametres tels que les dimen-
sions de I'objet ou son positionnement par rapport a I'actionneur, 'amplitude des forces appliquées
est trés variable. On se contentera ici de donner des ordres de grandeur.

1.3.2/ Détection

Différentes méthodes d’actionnement dans les LOCs ont été décrites précédemment. Toutefois,
dans le cadre du contréle en boucle fermée notamment, une partie perception doit également étre
présente.

La vision est actuellement de la seule méthode permettant une mesure continue et temps-réel de
la position de particules dans les LOCs. Le mouvement des particules est généralement projeté
sur un plan défini par le foyer de I'objectif. Pour de nombreuses applications (par exemple mi-
cromélangeurs ou dispositifs de focalisation de particules), la visualisation du mouvement dans la
troisiéme dimension est nécessaire pour comprendre pleinement la trajectoire des particules’”. A
cet effet, des approches multi-caméras (par exemple imagerie stéréoscopique, imagerie tomogra-
phique) et monocaméras (par exemple microscopie confocale, imagerie anamorphique / astigma-
tique, microscopie holographique numérique, déconvolution et défocalisation) ont été proposées.
Pour une description et analyse, il est possible de se référer a différentes revues ™7,

A titre d’exemple, Kharboutly”? dans ses travaux précédemment cités présente le contréle en
boucle fermée de sphéeres de rayon de l'ordre de quelques dizaines de micromeétres. Lactionne-
ment se fait par DEP a l'aide de 4 électrodes placées en cercle autour de la zone de contrdle, et
d’'une caméra rapide (1000 images par seconde) munie d’un objectif. La rapidité de la caméra as-
sociée a une détection par région d’'intérét (ROI) contribuent a I'efficacité de la détection et donc de
la boucle fermée. Jiang et al.”® présentent des travaux similaires dans lesquels la diélectrophorése
est utilisée afin de mettre en rotation des sphéres, associée ici également a un retour par vision
pour le contréle en boucle fermée.

Les résultats de ces travaux montrent que les capteurs basés sur la vision offrent une solution
intéressante pour le contréle, permettant de détecter la position linéaire et angulaire avec précision,
avec une cadence pouvant étre supérieure a 1000 Hz. Cependant, avec un fort grossissement le
champ de vision est réduit par rapport a la taille de I'objectif optique. En raison du rapport énorme
entre la plage de vision et la taille de I'objectif, seules quelques parties de la surface de la puce
sont visibles simultanément avec la caméra. En utilisant des caméras, la densité des zones de test
sur la puce est donc fortement limitée par la taille de I'objectif optique.

1.4/ Conclusion

Dans ce chapitre d’introduction, le besoin dans le domaine du tri cellulaire a été mis en évidence.
Les trieurs conventionnels, ainsi qu’une technologie récente de dispositifs portables dit LOCs, sont
a l'origine de nombreux développements dans ce domaine, permettant de trier et caractériser
des échantillons biologiques selon un grand nombre de criteres comme la forme, la taille, les
propriétés électriques... Toutefois, ces trieurs manquent encore de sélectivité, en particulier pour
le développement de I'immunothérapie. La mise en place de méthodes de tri cellule par cellule
dans des laboratoires sur puces est une voie pour permettre d’améliorer la sélectivité du tri. Elle
nécessite toutefois d’effectuer le tri a haute vitesse afin de traiter des échantillons de cellules de
taille raisonnable (typiqguement quelques millions de cellules). La mise en place de trieur rapide
nécessite I'utilisation de méthode de contrdle de trajectoire de ces cellules basées sur une com-
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mande en boucle fermée. Nous proposons de mesurer la position de la cellule dans le trieur en
exploitant les principes de I'impédancemétrie.

Le chapitre suivant d’état de l'art s’attache donc a évaluer les potentialités des mesures
d’'impédance, généralement utilisées pour la caractérisation des cellules, comme technique de
détection de position.






Chapitre 2

Impédancemeétrie : état de I'art sur
I’observation de position

Dans le chapitre précédent, l'intérét d’intégrer un capteur de position de micro-particules direc-
tement dans les puces de tri cellulaire a été mis en évidence. Lidée est d’exploiter les champs
électriques, largement utilisés pour I'actionnement, notamment par les techniques impliquant la
diélectrophorese, afin de réaliser une mesure de position. A cette fin, la mesure d'impédance
semble prometteuse. Dans ce chapitre, différentes thématiques présentant un intérét pour la mise
en oeuvre de la détection par impédancemétrie seront décrites.

2.1/ Généralités sur la mesure d’impédance

Une impédance est une grandeur complexe servant a caractériser 'opposition d’'un systeme a
I'application d’une grandeur physique. Pour le cas particulier ou cette grandeur est une grandeur
électrique, 'impédance représente le ratio entre la différence de potentiel appliquée aux bornes du
systeme et le courant :

U
Z=—
1

(2.1)

ol Z, U et I représentent respectivement 'impédance, la tension et le courant sous leur forme com-
plexe. La partie réelle de Z est appelée résistance et sa partie imaginaire réactance. La résistance
caractérise 'opposition du systéme au passage d’'un courant continu. La réactance caractérise
quant a elle le déphasage induit par le passage du courant dans le systéme. Lorsque les ca-
ractéristiques du milieu varient, par exemple par I'ajout d’'une cellule dans le milieu, 'impédance
est modifiée. Cette variation d'impédance est liée non seulement aux différences de propriétés
entre I'objet introduit dans le milieu et le milieu lui-méme, mais également a sa position par rapport
au capteur utilisé.

Lobjectif de ces travaux de thése est d’utiliser ces informations, et notamment cette grandeur
gu’est I'impédance afin de fournir une mesure de position d’'une cellule dans un canal micro-
fluidique. La mesure de position est indirecte, il s’agit d'un probleme d’observation d’état. Il faut
donc combiner les connaissances de trois domaines : observation d’état, impédancemétrie et
modélisation physique du systeme, afin d’obtenir le capteur souhaité. En vue de cet objectif, trois

23
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grandes thématiques seront abordées, comme illustré Figure[2.1]pour fournir les outils de résolution
nécessaires :

Mesure d’impédance

EIS EIT

cellulaire

EIT : Electrical Impedance EIS : Electrical Impedance
Tomography Spectroscopy

FIGURE 2.1 Diagramme de Venn illustrant le recoupement des 3 grandes thématiques de I'étude.

— La modélisation physique du systéme couplée a la mesure d’impédance
La spectroscopie d’'impédance électrique est une technique permettant de caractériser une
cellule en fonction de sa réponse a l'application d’une tension électrique, a différentes
fréquences d’excitation.

— Lobservation d’état couplée a la mesure d'impédance
La tomographie d'impédance électrique est une technique utilisée a I'échelle macroscopique
afin de donner une cartographie de la résistivité d’'un milieu. Le probleme d’observation
d’état associé a des mesures d'impédance y est étudié.

— Lobservation d’état
Différents outils de ce domaine seront présentés afin d’apporter de la connaissance sur le
type de probleme qu’il faudra résoudre, et d’en maitriser les outils de résolution.

La suite présente un état de I'art de ces différents domaines.

2.2/ La spectroscopie d’impédance électrique

La spectroscopie d’'impédance électrique est une technique dont le principe est d’appliquer une
tension alternative aux bornes d’électrodes, et de mesurer le courant résultant. Il est ainsi possible
de connaitre I'impédance du milieu d’étude pour la fréquence d’excitation utilisée. Un balayage
fréquentiel ou un multiplexage de différentes fréquences permet de connaitre cette impédance a
différentes fréquences. Il est alors possible de caractériser le milieu étudié. Lorsqu’un objet dont les
propriétés électriques différent de celui du milieu liquide de transport est situé entre les électrodes
utilisées pour la mesure, le champ électrique s’en trouve modifié. Pour le cas particulier de la
caractérisation cellulaire, certaines hypothéses peuvent étre faites, notamment sur la géométrie
sphérigue des cellules, permettant d’en donner un modeéle dont plusieurs parameétres sont a iden-
tifier. La mesure de la variation du champ électrique, associée a ce modeéle, permet d’'identifier ces
parametres et ainsi de caractériser la cellule.
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Seront évoqués dans cette section le principe général de la spectroscopie d’'impédance électrique,
son cadre applicatif ainsi que les cas étudiés dans la littérature de sensibilité au positionnement
d’une particule dans ce domaine. Lobjectif est ici de mettre en évidence le comportement électrique
d’'une particule dans un milieu électrolytique microfluidique afin d’en déduire des informations
pourl’élaboration d’'un capteur de position. Différents articles décrivent dans le détail ces différents
points. La section suivante en présente 'essentiel.

2.2.1/ Représentation classique d’une cellule en spectroscopie d’impédance
Le modéle le plus couramment utilisé pour représenter le comportement électrique d’une cellule
est celui développé par Hywel Morgan®2. Une cellule y est modélisée comme un systéme composé

d’'un cytoplasme sphérique et majoritairement résistif, entouré d’une fine membrane de quelques
nanometres d'épaisseur, majoritairement capacitive. La Figure [2.2 donne une représentation de ce

modéle.
Milieu
électrolytique

(0m) €m)

Membrane

Milieu
électrolytique Rp.

(o3, &)
Cytoplasme

Electrode

o4

FIGURE 2.2 Représentation d’'une cellule pour la modélisation de son comportement électrique. Le
cytoplasme, majoritairement résistif, est entouré d’'une fine membrane aux propriétés capacitives. Le
systéme composé d’une cellule, du milieu fluide et des électrodes de mesure peut alors étre représenté
comme un circuit électrique comprenant divers condensateurs et résistors.

Ce modele se base sur 'approximation de Maxwell® et le modeéle de Fricke®. En nommant la per-
mittivité relative et la conductivité électriques respectivement du milieu électrolytique, de la mem-
brane et du cytoplasme (€,,,6m), (Emem,Omem) €t (€;,0;), le rayon du cytoplasme R et I'épaisseur
de la membrane d, la formulation analytiqgue de la valeur de chague composant équivalent est
donnée ci-dessous :

1

R = S (T=30/2)ix

Résistance du milieu liquide, (2.2)
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Cy = €kl Capacité du milieu liquide, (2.3)
90RC,
Crrem = WKZ Capacité de la membrane, (2.4)
4o+ 2)
R = —=»_9%°  Résistance du cytoplasme 25
o i u cytoplasme, (2.5)
Chem,0 = Emem /d Capacitance par unité de surface de la membrane, (2.6)

o 28m + € — 2¢(8m - 81')
B 2sm +€; +¢(£m - gi)

Permittivité du systeme a fréquence infinie, (2.7)

ou ¢ représente le ratio entre le volume de la particule et celui de la zone de détection, [ la longueur
des électrodes et K une constante dépendante des dimensions du systeme et de la géométrie des
électrodes.

Limpédance d’une cellule immergée dépend de la fréquence du signal d’excitation, comme
présenté sur le diagramme Figure Le diagramme présente d'une part la tension mesurable
par un appareil de mesure. Cette tension est représentative du courant traversant le systeme, et
donc de son admittance (inverse de I’impédance)ﬂ D’autre part, I'axe vertical de droite présente la
phase, c’est-a-dire le décalage dans le temps du passage a zéro des signaux, induit dans le cas
présent par des effets capacitifs. A basse fréquence, une cellule sera isolante. Sa membrane sera
équivalente a une capacité qui va empécher les lignes de champ électrique de pénétrer la cellule.
Il sera possible d’obtenir des information sur sa taille et sa forme. A haute fréquence, la capacité
de la membrane est court-circuitée. On peut alors en déduire des propriétés internes telle que la
résistance du cytoplasme.
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FIGURE 2.3 Spectre de 'impédance d’un échantillon biologique avec les zones de dispersion®2.

Une fréquence minimale du signal d’excitation doit cependant étre utilisée, en raison d’un
phénomene nommé <« effet double couche >. Leffet double couche apparait pour de mesures
électriques lorsque les électrodes sont immergées en milieu liquide, la surface se chargeant a
cause de la dissociation des molécules de surface. Leffet double couche peut étre modélisé par

1. Les détails techniques a ce sujet seront donnés dans le chapitre suivant.
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une capacité (ainsi qu'une petite résistance) en série sur le modéle électrique équivalent Figure[2.3]
Dans le cas général, cette capacité est négligée en appliquant un signal d’'une fréquence suffisante.

2.2.2/ Cadre applicatif

La principale application de la spectroscopie d’impédance électrique (EIS) est de fournir des infor-
mations sur la nature des cellules ou tissus étudiés.

A basse fréquence, la membrane cellulaire, qui est équivalente a une capacité, empéche les lignes
de champ électrique de pénétrer dans la cellule. Lorsque la fréquence du signal augmente, cette
méme capacité tend a étre court-circuitée, induisant une diminution de 'impédance du systéme.

Cette propriété peut étre exploitée de plusieurs maniéres.

Caractérisation d’échantillons biologiques Les travaux pionniers de I'EIS, menés par le physi-
cien Hugo Fricke, consistaient a mesurer I'impédance de tissus biologiques. Il a notamment montré
pour la premiére fois que les différents constituants d’un milieu biologique, et plus particulierement
les membranes cellulaires, ont un effet mesurable sur I'impédance globale de I'échantillon. Ainsi, il
montre qu’il est possible de détecter si des tissus biologiques sont cancéreux en exploitant le fait
que les cellules cancéreuses ont des propriétés distinctes de celles des cellules saines®®.

La premiere maniere d’exploiter LEIS est donc de considérer deux populations aux propriétés
distinctes (connues pour au moins I'une d’entre elles) afin de déterminer la concentration relative
de ces deux populations au sein d’un échantillon biologique. Ces dernieres décennies, ce type
d’analyse fut largement implémenté dans des LOCs (voir exemple donné Figure 2.4).

FIGURE 2.4 Photographie de réseaux de micro-électrodes (10 x 10 avec un diamétre de 80 pm)&Z,

Analyse de cellule individuelle Une application plus récente concerne I'analyse de cellule in-
dividuelle. Les équations permettent de déterminer les caractéristiques d’une cellule. A
basse fréquence, I'impédance de la membrane est prépondérante. La dépendance de la résistance
(Equation[2:2) et de la capacité (Equation[2.3) de la membrane dans le rayon de la cellule R permet
de déterminer ce dernier. A haute fréquence, la capacité de la membrane tend a étre court-circuitée.
La résistance du cytoplasme n’est plus négligeable, ainsi la conductivité du cytoplasme (Equation
2.5) peut étre évaluée. Les cytométres d'impédance microfluidique pour I'analyse de particules et
de cellules uniques a haut débit ont été utilisés a travers différentes applications, dont le dimension-
nement et le comptage des particules, le phénotypage cellulaire et le diagnostic de maladies®892,
Les méthodes de mise en ceuvre expérimentale de I'analyse individuelle de cellule sont tres diver-
sifiées, et ne seront pas décrites de maniére exhaustive dans ce document. On peut notamment
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citer les travaux de 'EPFLY, illustrés Figure dans lesquels I'impédance est mesurée selon
deux axes afin de déterminer le coefficient d’anisotropie de cellules.

S-phase
Al=1.16
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FIGURE 2.5 Histogramme de l'indice d’anisotropie des cellules en phase S et des cellules en phase MZY.

2.2.3/ Mesure de position et de vitesse dans les LOCs par impédancemétrie

Un état de I'art récent présente différentes méthodes afin de fournir une estimation de la position
de particules dans un canal microfluidique®"%¢. Chacune de ces méthodes exploite la variabilité
de la mesure d'impédance en fonction de la position de I'objet dans le microcanal.
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FIGURE 2.6 Principe de la détection de la position des particules / cellules dans le microcanal a I'aide
d'électrodes non paralléles.®3.

Dans les travaux de Wang (voir Figure[2.6), une paire de microélectrodes coplanaires non paralléles
a été utilisée pour détecter les positions transversales d’objets s’écoulant dans un microcanal. Les
cellules ou les particules qui traversent la paire d’électrodes a différentes positions transversales
ont une intensité et une durée de champ électrique différentes et présentent ainsi différents signaux
d’'impédance (amplitude et largeur). Ce type de méthode offre une approche simple, rapide et
économique pour quantifier les positions des objets dans un microcanal sans configuration optique
complexe. Elles peuvent de plus étre facilement intégrées a des dispositifs de tri/séparation dans
lesquels la mesure de position présente un intérét, tels que les dispositifs de cytométrie en flux par
exemple.
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FIGURE 2.7 Schéma montrant la conception d’un systeme de mesure d'impédance utilisé pour I'analyse
d'une cellule. 2.

Des travaux plus anciens montrent la possibilité de mesurer la vitesse d’objets dans un microca-
nal® (voir Figure . Dans les travaux de Sun, deux paires d’électrodes paralléles sont utilisées
pour effectuer une mesure d'impédance différentielle. Une cellule traverse la zone de mesure en
produisant un double pic, dont il est possible de déduire sa vitesse.

2.2.4/ Sensibilité de la mesure d’impédance a la position d’une cellule
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FIGURE 2.8 Tracé 3D de la variation du signal d’'impédance différentielle en fonction de la position de la
cellule et de la fréquence de la tension d’excitation®®.

Limpédance mesurée est sensible non seulement aux propriétés ces cellules, mais également a
leur position entre les électrodes de mesure.

Sun®, dans ses travaux de 2008, met en évidence le fait gu’une étude de la variation d’impédance
en fonction de la position doit étre effectuée lorsque la cellule est en mouvement : si celle-ci n’est
pas parfaitement centrée pendant toute la durée de la mesure, le modéle n’est plus valide (voir
Figure [2.8). Il ne s’attarde pas sur ces résultats. Toutefois, on constate aisément qu’un défaut de
position a une influence sur le signal mesuré.
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FIGURE 2.9 Mise en évidence de la dépendance de I'impédance entre deux électrodes a la position d’une
cellule®®. (a) Variation normée de I'impédance, lors du passage d’une cellule isolée pour différentes formes
et positionnements d’électrodes. (b) Variation d'impédance au cours du temps lors du passage de
particules a 100kHz, pour le signal brut et le signal apres filtrage.

Claudel®®, dans ses travaux de thése, va plus loin en montrant que le choix d’une géométrie par-
ticuliere d’électrodes présente une réponse qui s’apparente a un palier : le capteur présente peu
de sensibilité vis-a-vis de la position de la cellule (voir Figure [2.9a). Ce choix est pertinent dans
la mesure ou I'objectif est de pouvoir effectuer une mesure servant a caractériser la cellule en
dynamique. On peut également noter qu’il produit un résultat expérimental, présenté Figure [2.9b]
mettant clairement en évidence la variation d'impédance induite par le passage d’une cellule.

2.2.5/ Conclusion

La spectroscopie d'impédance est donc une méthode servant a caractériser un échantillon biolo-
gique ayant un modele donné, en exploitant la variabilité des mesures a différentes fréquences.
Elle permet notamment de connaitre les propriétés électriques et géométriques d’une cellule, com-
posée d’'un cytoplasme et d'une membrane, et ce a l'aide d’une seule paire d’électrodes. Cette
technique pourra donc s’avérer utile puisqu’il s’agit d’'un outil permettant de déterminer simplement
I'ordre de grandeur des impédances mesurées lors du transit d’une cellule dans un canal. Toutefois,
le modele de I'EIS suppose notamment que I'échantillon biologique soit placé au centre de la zone
de mesure des électrodes. Un bon capteur pour 'EIS suppose une faible variabilité de la réponse
vis-a-vis d’'un défaut de positionnement de I'’échantillon. Ce modéle devra donc étre modifié pour
détection de position.

2.3/ Latomographie d’impédance électrique

2.3.1/ Principe et formulation du probléeme direct

La tomographie d'impédance électrique (Electrical Impedance tomography, EIT) est une méthode
visant a donner une cartographie de la reésistivite d’'un milieu. A l'instar de la spectroscopie, elle
s’appuie sur un modéle de I'impédance de contact entre les électrodes et le milieu. Toutefois, aucun
modéle du milieu ni de I'échantillon a analyser n’est fourni. Les informations sur les propriétés sont
obtenues a l'aide d’'une multitude de mesures d'impédance effectuées a I'aide d’un grand nombre
d’électrodes. Ce nombre est généralement de 16 ou 32. La multitude des mesures recueillies est la
clé permettant d’aboutir a la cartographie souhaitée, comportant un nombre relativement important
d’'informations.
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(a) Représentation schématique. (b) Adjacent pair drive.

FIGURE 2.10 La tomographie d'impédance électrique sur puce. (a) Représentation schématique d’une
puce pour la tomographie d'impédance électrique. (b) Présentation du < adjacent pair drive > utilisé en
tomographie d'impédance électrique.

Un exemple de dispositif de tomographie mentionné dans la littérature par sun® est donné Fi-
gure Afin d’aboutir aux mesures d’'impédance, la technique habituelle consiste a injec-
ter du courant entre des électrodes, puis de mesurer la tension résultante entre d’autres paires
d’électrodes. Différentes méthodes d’injection et de mesure du courant existent. On parle notam-
ment de < adjacent pair drive > comme présenté Figure ou le courant est injecté entre 2
électrodes adjacentes, puis la tension mesurée entre toutes les paires d’électrodes adjacentes
qu’il est possible de former en excluant les électrodes servant a I'injection du courant. On parle
également de < opposite pair drive >, ou encore de méthodes ou le courant est injecté de maniére
plus uniforme.

D’autres géométries et positionnement d’électrodes sont couramment utilisés. La formulation
générale du probléme est la suivante : lorsque les courants électriques I;(I = 1,2,...,L) sont in-
jectés dans I'objet Q par les électrodes ¢;(I = 1,2,...,L) aux frontieres dQ et la distribution de
résistivité p est connue sur Q, le potentiel électrique correspondant u peut étre déterminé a partir
de I'équation aux dérivées partielles, dérivée des équations de Maxwell :

V.(;Vu) =0dans Q, (2.8)
u—i—zz‘l)gfl =U,1=12,..,.L, (2.9)
/el:)gZdS:Il, I=1,2,...,.L, (2.10)

;SZ:OsurE)Q\Oe,, (2.11)

=1

ou z; est I'impédance effective de contact entre la 1’éme glectrode et I'électrolyte, U estle potentiel
sur la '™ électrode et n la normale sortante unitaire de I'électrode.

La conservation des charges impose de plus :

M=
S

I
=

(2.12)

N
Il
_
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L
Y =0, (2.13)
=1

L'Equation [2.8] donne une solution unique pour la distribution du potentiel électrique, si les condi-
tions aux limites sont définies. Le probléme direct est bien posé en termes d’existence, d’unicité et
de stabilité.

2.3.2/ Résolution

Puisque la distribution du potentiel dépend de la distribution de résistivité, il ne peut pas étre résolu
analytiguement pour des valeurs arbitraires de p. Par conséquent, une approche générale est
d’utiliser un modéle numérique qui peut simuler les valeurs des potentiels sur les électrodes les plus
proches possibles des données de tension mesurées expérimentalement. Le modéle numérique
discrétise le domaine en de petits éléments de telle sorte qu’une solution approchée peut étre
obtenue. On se tournera généralement vers des méthodes de Galerkine du type éléments aux
limites (BEM), différences finies (FDM) ou éléments finis (FEM) pour une résolution numérique. Un
logiciel opensource, Eidors, permet ce type de simulation. Dans cette configuration, une hypothése
forte qui consiste a utiliser une modélisation 2D est faite.

Régularisation du probleme : La résolution du probléme inverse consiste a calculer la distri-
bution de résistivité lorsque le courant injecté est connu et les tensions sont mesurées au niveau
des électrodes. Le probléme inverse est lui < mal posé > : les solutions ne sont pas uniques, en
raison de la nature des phénoménes physiques mis en jeu et du nombre limité d’informations.
Pour obtenir une solution acceptable, le probleme est régularisé. La régularisation fait référence a
un processus consistant a ajouter de I'information a un probléme pour éviter le surapprentissage.
Cette information prend généralement la forme d’'une pénalité envers la complexité du modéle.
Ici, la régularisation se fait grace a l'introduction d’informations a priori sur la solution : le proces-
sus pour résoudre le probleme inverse consiste ici a trouver une valeur stable de p, de telle sorte
que la différence entre les simulations numériques du potentiel U (p) et la tension U mesurée est
minimale :

minp||U —U(p)]|. (2.14)

Le type de régularisation le plus utilisé en EIT, et plus généralement pour la résolution de problémes
qui ne sont pas bien posés ainsi que pour les problemes inverses, est la régularisation de Tikhonov.
Dans le but de privilégier une solution particuliere dotée de propriétés qui semblent pertinentes, le
terme de régularisation est introduit dans la minimisation. Cette méthode de régularisation permet
d’améliorer le conditionnement du probleme inverse.

Résolution du probleme : Le type de résolution du probléme de I'EIT dépend principalement
des performances souhaitées en termes de vitesse et de précision. Différents auteurs présentent
des travaux donnant de bonnes performances statiques, c’est a dire en termes de convergence et
erreur résiduelle. Ces méthodes peuvent étre basées sur un algorithme de Newton-Raphson mo-
difie"%% un algorithme de rétroprojection’®", une méthode variationnelle®, une approche maxi-
male a posteriori'®, une méthode d’échantillonnage Monte Carlo" %4, un algorithme de reconstruc-
tion directe™® ou encore sur un algorithme de Gauss-Newton®?. Tous ces algorithmes de recons-

truction utilisent un ensemble complet de mesures indépendantes afin d’obtenir une image.
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En revanche lorsque de bonnes performances dynamiques sont souhaitées, ces méthodes
s’averent peu efficaces. Une approche pour surmonter le probleme de vitesse consiste a utiliser
des fenétres temporelles plus courtes dans la mesure des tensions. Toutefois, deux inconvénients
doivent étre considérés pour conserver des performances acceptables :

— Cela augmente le niveau de bruit des mesures,
— Les distributions d'impédance ne sont généralement pas statistiguement indépendantes.

Concernant les distributions d’impédance, il ne serait pas approprié de considérer chaque recons-
truction séparément, puisque si les reconstructions successives sont réalisées indépendamment,
des informations séquentielles temporelles sont perdues. Ainsi, une solution proposée™ pour di-
minuer le temps de calcul est de se baser sur un modéle dynamique, intégré dans un filtre de
Kalman (standard). Le filtre de Kalman est un outil faisant partie de la catégorie des observateurs
d’état, permettant d’estimer un ou plusieurs parametres a partir de la connaissance d’'une autre
grandeur. Ce type d’outil sera décrit dans la section suivante. Grace au modeéle d’état, représentatif
de la dynamique supposée du systeme, la corrélation entre deux états successifs est prise en
compte. La résistivité, en chaque point, est ré-estimée apres obtention du jeu de mesures de ten-
sions pour chaque injection de courant. La vitesse d’estimation est ainsi grandement augmentée
(31 fois supérieure pour un dispositif comportant 32 électrodes). De plus I'utilisation du filtre de Kal-
man permet de minimiser l'influence des perturbations grace a une prise en compte de données
statistiques sur le bruit de mesure et sur les perturbations.

Une contribution ultérieure exploite un EKF (Extended Kalman Filter, variante non-linéaire du filtre
de Kalman dit < standard ) afin d’améliorer les performances de reconstruction. La justification du
choix de 'EKF au lieu du filtre de Kalman standard est que 'EKF présente de meilleures perfor-
mances de reconstruction, en particulier dans les situations ou la distribution de la résistivité change
fortement par rapport a I'état de linéarisation supposé. Lamélioration est obtenue au détriment
d’'une charge de calcul Iégérement accrue qui est due a la mise a jour des tensions d’électrodes
et de la matrice Jacobienne pour chaque itération. Lauteur intégre également un état augmenté
auquel il associe une régularisation de Tikhonov afin de tenir compte du caractére < mal-posé > du
probléme. La cartographie de résistivité peut alors étre reconstruite comme présenté Figure [2.11]
Lobjet en surface du liquide modifie les lignes de champ électrique dans le milieu, et ainsi sa
présence est détectée par le systeme.

2.3.3/ Conclusion

La tomographie d'impédance est donc une méthode permettant d’obtenir des informations sur les
propriétés électriques d’'un milieu en exploitant un grand nombre de mesures. Contrairement a la
spectroscopie d'impédance, elle ne se base pas sur un modele électrique donné de I'échantillon.
De I'absence de ces hypotheses, et en raison du grand nombre d’informations que I'on souhaite
obtenir (le potentiel électrique en chaque point du maillage), naissent toutefois des difficultés de
résolution, notamment dues au caractére mal posé du probleme. La tomographie exploite différents
outils permettant la résolution du probleme inverse : I'utilisation d’observateurs d’état pour la re-
construction dynamique a partir de plusieurs capteurs et d’outils pour améliorer le conditionne-
ment. Tandis que la tomographie a pour objectif de reconstruire la résistivité d’'un milieu dans son
intégralité, notre objectif, la mesure de position d’'une cellule dans une puce microfluidique par
impédancemétrie se base sur les hypothéses de ’lhomogénéité du milieu liquide et de la cellule.

La synthése d’un observateur de la position d’'un objet est donc un sous-probléme de celui de la
tomographie : on souhaite connaitre le barycentre des points dont la résistivité est tres différente
de celle du reste du milieu. Les outils utilisés en tomographie apparaissent alors a priori comme
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FIGURE 2.11 Tomographie d’impédance électrique sur puce. (a) Des images optiques de Physarum
polycephalum sur le gel d’agar dans les puces de tomographie, (b) Des images reconstruites
correspondantes. La cellule de Physarum est plus conductrice que le gel d’agar, et est représentée plus
brillante (rouge) dans les images reconstruites. (c) Le bruit est éliminé par filirage des régions de faible
conductivité.

transposables a la mesure de position d’une cellule. La moindre quantité d’information requise,
induite par les hypothéses d’homogénéité des éléments constitutifs du capteur, permet de plus
d’envisager une dynamique de la mesure plus importante grace a une charge de calcul plus faible.

2.4/ Lobservation d’état

Lorsque I'état d’un systéeme n’est pas directement mesurable, il est possible d’utiliser un observa-
teur d’état (ou estimateur d’état) qui permet d’en donner une estimation a partir d’'un modéle du
systeme dynamique et des mesures d’autres grandeurs physiques. Afin d’alléger le contenu dans
les parties suivantes, le tableau référence diverses définitions auxquelles il sera possible de se
référer par la suite.

2.4.1/ Principe

Un observateur d’état est une extension d’'un modéle représenté sous forme de représentation
d’état. Le probleme d’estimation d’état peut étre interprété comme I'estimation des états x d’un
systeme dynamique décrit par un systéme d’équations différentielles du premier ordre :

x= f(x,1) Equation d’état (2.15)
y = h(x,1) Equation d’'observation (2.16

ou y est le vecteur des mesures. La premiere équation (2.15) est généralement définie comme étant
I'équation d’état, et décrit la dynamique du systéme. La seconde (2.16), I'équation d’observation,
relie I'état que I'on souhaite estimer a la ou les grandeurs qui sont mesurées.
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Notations
Notation Description Ensemble
X, Xk Vecteur d’état réel (inconnu), notation continue et discréte R™
X7, X~ | Vecteur d’état estimé prédit, notation continue et discrete R™
X, Xk Vecteur d'état estimé corrigé, notation continue et RrR™
discréte
Vs Yk Vecteur des mesures, notation continue et discrete R”
9, Yk Vecteur des mesures estimées, notation continue et R"
discréte
u, Uy Vecteur des consignes d’actionnement, notation continue R™
et discrete
Vv, Vk Bruit de mesure, notation continue et discréte R"
w, Wi Bruit d’état (perturbation), notation continue et discréte RrR™
L Gain de I'observateur en boucle fermée Rm>n
A Matrice de transition d’état Rm>m
B Matrice de gain de I'actionnement Rm>m
C Matrice de passage état — mesure R>m
E Espérance mathématique R>J — R,
(i,j)e N2

TABLE 2.1 Résumé des principaux parameétres intervenant dans I'observation d’état.

Plusieurs auteurs ont travaillé a donner une solution a ce probléme pour les cas linéaire
et non linéaire, et les catégories et variantes d’observateurs sont nombreuses tant la diver-
sité des cas applicatifs est importante. On peut citer notamment les observateurs ensem-
blistes ™7, glissants'%, avec entrée inconnue'®, & correction proportionnelle-intégrale™¥, cen-
tralisés/décentralisés/fédérés™ Y séquentiels, adaptatifs', particulaires™2... Des documents trés
complets sont disponibles dans la littérature pour une description plus compléte et plus détaillée du
domaine de I'observation d’état 3114, | a suite de ce chapitre présente les observateurs qui seront

utilisés dans nos travaux.

2.4.2/ Cadre applicatif

Lutilisation des observateurs d’état est trés répandue a I'’heure actuelle, et concerne des cadres ap-
plicatifs tres diversifiés. Il ne serait en aucun cas question ici d’en donner une description détaillée
tant le domaine est vaste, mais plus simplement d’en donner des exemples illustratifs mettant en
avant les performances et avantages de tels outils. On pourra par exemple citer des domaines aussi
disparates que la chimie™™8 |3 communication118 |es procédures médicales™® ou encore
le transport de chaleur'?%21 Mais le principal cadre applicatif des observateurs de Kalman est
trés certainement la géolocalisation'272%_ Aucun capteur ne peut a lui seul fournir une information
précise en toute situation pour localiser un engin. Les capteurs embarqués ne fournissent qu’une
information relative concernant la dynamique, cumulant I'erreur. La localisation GPS permet quant a
elle de donner une estimation de la position absolue de I'engin, mais nécessite la fusion de données
issues de plusieurs satellites, potentiellement bruitées ou indisponibles a un instant donné. Lutili-
sation des filtres de Kalman offre ainsi une solution pour la localisation continue en temps réel. Les
données issues des différents organes sensoriels sont fusionnées, en tenant compte de données
statistiques sur le bruit venant perturber les mesures.
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2.4.3/ Les filtres de Kalman

Les filtres de Kalman!®® sont des observateurs trés couramment utilisés pour leur simplicité
d’'implémentation ainsi que pour leurs performances.

Leur intérét réside principalement dans le fait que :

— ils permettent de fusionner les données issues de plusieurs capteurs,
— ils tiennent compte des perturbations agissant sur le systéme étudié,
— ils peuvent souvent étre utilisés pour des applications en temps-réel.

Les filtres de Kalman fournissent une estimation optimale sous '’hypothese que les perturbations
sont stochastiques, de moyenne nulle, et gaussiennes (sans corrélation temporelle) avec des co-
variances de bruit d’entrée et de sortie connues. Si ces hypothéses sont remplies, le filtre minimise
la norme 2 de 'erreur d’estimation.

Les filtres de Kalman sont des observateurs dits Observateurs a boucle fermée ou encore Observa-
teurs basés sur les entrées et sorties'®. Le diagramme donné Figuredonne un apergu global
de la structure de tels observateurs. Leur fonctionnement consiste en deux étapes récursives visant
a fournir une estimation d’'un état x. Ces deux étapes récurrentes, qui supposent une estimation
initiale de I'état £y, sont réitérées a chaque fois qu’une nouvelle mesure est disponible.

Bruit d’état w Bruit de mesure v

Vecteur de
contréle u . +\ x: Etat réel
Dynamique w (inconnu) Capteur y (Mesure)
pom = A D D D D e e e e e e T E T E T e e e _—————. N
1 +> 1
. ¥ (Mesure estimée) o )
1 1
! Modele !
1 1
: 1) | .
Gain L
! Observateur en boucle fermée 3
[ 7
X : Etat estimé corrigé

FIGURE 2.12 Structure d'un observateur d’état a boucle fermée et principe d'utilisation pour I'estimation
d’'un vecteur d’état.

Etape de prédiction

La premiere est une étape de prédiction dans laquelle une estimation de I'état est fournie, en
ne considérant que le modéle de la dynamique du systéme étudié. Létape de prédiction dépend
exclusivement de I'état précédent et du modele d’état. Aucune donnée sensorielle ne permet de
compenser une erreur ou une perturbation au niveau du modéle d’état. Cette tache incombe a
I'étape de correction.

Etape de correction

Lorsqu’un nouveau vecteur de mesures y est fourni par la partie sensorielle, il est possible de
l'introduire dans le processus de correction. Associée au modele d’observation, il est possible de
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corriger I'état prédit afin d’obtenir I'état corrigé . La correction se fait proportionnellement a I'erreur
(y — ) entre la mesure réelle et la mesure estimée, avec un gain L.

Afin d’alléger la description des différentes techniques, par la suite seuls les filtres a temps dis-
cret seront détaillés. Ce choix est justifié par le fait que ce type de filtre sera utilisé puisque la
période d’échantillonnage de I'instrumentation ne permet pas de se placer sous I'hypothese de
temps continu.

Le filtre de Kalman simple/étendu

Cas linéaire :

La formulation du probleme pour le filtre de Kalman dans le cas linéaire (dit Filtre de Kalman
< standard >) s’écrit sous la forme suivante :

X = ApXp—1 + Brug +wi—1 Equation d’état (2.17)
Vi = Cexi +vi Equation d’observation (2.18)
Q = cov(w(,g)) Matrice de covariance des perturbations (2.19)
R=cov(v(o)) Matrice de covariance du bruit de mesure (2.20)

ou A est la matrice de transition d’état, B le gain d’actionnement, u le vecteur d’actionnement, C
la matrice liant le vecteur des mesures au vecteur d’état, v et w sont respectivement le bruit de
mesure et les perturbations du modéle d’état.

Cas non linéaire :

Le filtre de Kalman étendu2” (connu sous sa dénomination anglophone, < Extended Kalman Fil-

ter > (EKF)), est régi par des équations similaires. Il est utilisé lorsque le probleme d’observation
n’est pas linéaire. La nouvelle formulation du probléme d’observation pour des fonctions sur les-
quelles aucune hypothese de linéarité n’est faite est :

X1 = f (e, uge) +wie Equation d'état (2.21)
i = h(xg) + vk Equatin d’observation (2.22)

ou f est la fonction d’état et % la fonction d’observation.

Suite a cette nouvelle formulation, la nouvelle méthodologie consiste a linéariser le ou les modéles
qui ne sont pas linéaires autour du point d’intérét a I'aide d’un développement en série de Taylor a
I'ordre 1. Ainsi le systeme, décrit pour le cas linéaire a 'aide des matrices A et C, I'est désormais a
I'aide des matrices jacobiennes J; et Jj,.

Lapproche de linéarisation de 'EKF conduit a une précision de premier ordre. Il s’agit d’'un ob-
servateur non linéaire trés performant en termes de temps de calcul. Un autre filtre, le Unscented
Kalman Filter (UKF), peut également s’avérer approprié pour le cas non linéaire. Cependant les
temps de calculs sont généralement rallongés de 20 % environ.
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2.4.4/ Principe d’utilisation et réglages du EKF

Le EKF a pour fonction de donner une solution au probleme d’observation formulé précédemment
(Equations [2.22). Lalgorithme page [39 donne en détail la formulation analytique de cette
solution. En premier lieu, diverses données doivent étre fournies par I'utilisateur :
— Le modeéle d’état et le modele d’observation
Ceux-ci sont respectivement représentés par les fonctions f et h données plus haut. La
détermination de ces fonctions peut se faire de maniere analytique ou expérimentale.
Une formulation analytique présente I'avantage d’étre continue mais peut étre source d’er-
reurs de modeles qui peuvent potentiellement amoindrir les performances de I'observateur,
particulierement au niveau du modéle d’observation. Par exemple, la formulation de f peut
se faire a partir de la deuxieme loi de Newton pour un probléme de dynamique du solide, de
la loi de Fourier pour un probléme de conduction thermique...
Déterminer expérimentalement f et /i peut étre plus contraignant car de nouvelles mesures
doivent étre faites si un seul des paramétres expérimentaux vient a changer. Le modéle est
cependant généralement plus fiable. Déterminer expérimentalement ces fonctions consiste
a étalonner le systéme. Cette étape peut étre menée a bien a l'aide d’un capteur externe. Ce
dernier fournit une mesure de I'état, supposée parfaite. Ainsi la relation mesurée entre deux
états permet d’aboutir 2 un modéle expérimental d’état, tandis que la relation état-mesure
donne le modéle d’observation.
— Détermination des matrices de covariance du bruit O et R
Les matrices Q et R sont les matrices de covariance du bruit d’état (perturbations) et du
bruit de mesure sur la partie sensorielle. Choisir correctement les valeurs des composantes
de ces matrices est essentiel, car c’est par celles-ci que les réglages du filtre sont ef-
fectués. Une covariance de bruit importante implique que le bruit a une influence notable.
En conséquence le modeéle associé est considéré comme peu fiable. A l'inverse un modele
associé a une covariance de bruit faible sera considéré comme tres fiable. Concrétement,
ces matrices permettent de pondérer les modeéles en fonction de leur fiabilité.
Les matrices Q et R sont diagonales si les bruits ne sont pas corrélés entre eux. Si le bruit est
mesurable, il est possible d’en extraire les caractéristiques lors de la phase d’étalonnage.
Une alternative consiste a déterminer expérimentalement un jeu de < bons > parametres
lorsque le bruit n’est pas mesurable. Des techniques plus avancées sont décrites dans la
littérature'281129 | es méthodes décrites dans ces articles se basent sur une transforma-
tion du vecteur d’état estimé vers un espace dans lequel la base sépare les directions de
variance finie et de variance infinie.
Enfin, si les caractéristiques du bruit viennent a changer durant I'expérimentation, il est
possible de faire varier les matrices Q et R, il s’agit alors d’un filtrage adaptatif.
— Initialisation de I'état et de la covariance
Le EKF est basé sur des équations de récurrence, qui doivent étre initialisées. Létape d'ini-
tialisation est importante, voire cruciale pour la convergence du filtre lorsque les équations
ne sont pas linéaires. Lors de cette étape, I'état et la covariance doivent étre donnés en
entrée de I'algorithme par I'application de I'espérance mathématique. D’une maniére plus
concréete, il s’agit de les déterminer a partir de la connaissance que l'on a a priori du
systéme. Pour estimer ces paramétres, il est possible de se référer a la littérature59131,
Une fois ces étapes terminées, il est alors possible de lancer 'algorithme.

La phase de prédiction est menée a bien a I'aide du modéle dynamique ainsi que des réglages
inhérents a la matrice Q. La phase de correction intervient lorsque le vecteur des mesures est
disponible. Le gain de Kalman est calculé grace au modele d’observation et aux réglages inhérents
a la matrice R. Celui-ci sert de gain proportionnel appliqué a I'erreur entre la mesure réelle et la
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Algorithm 1 Algorithme du filtre de Kalman étendu
Initialisation :
k=0;

fo = Elxo] Etat initial (2.23)

Py = E[(x0 — %0) (xo — £0) ] Covariance initiale (2.24)

Pour k € {1,...,00}

k=k+1;
Prédiction :
£ = f(F—1,u-1) Etat estimé prédit (2.25)
P =Jr(& )Pt (%) +0 Covariance estimée prédite (2.26)
Correction :
X = X1 —I—Kk(yk —)A/k) Etat estimé corrigé (2.27)
P = (I = KiJy(£,))Pr—i Covariance estimée corrigée (2.28)
Yk =h(%,) Mesure estimée (2.29)
Sk = Jn(£ )P Jn(£)" +R Covariance de l'innovation (2.30)
K = P 1Jy(£)7S; ! Gain de Kalman (2.31)
avec
[ofi  9f I
x| dxa T Oxp
Jr=1 S Jacobienne de la fonction f (2.32)
af;ﬂ af;ﬂ afm
Lox; ox 7 Oxm
rohy oy oy
ox;  Odxo T dxy
Jh=1": IR Jacobienne de la fonction & (2.33)
ahn ahn %
L ox; ox; e Xy

mesure estimée. Enfin, il est a noter que pour le cas du EKF la non linéarité est surmontée grace
a un procédé de linéarisation des fonctions f et & a l'ordre 1, par le calcul de leur jacobienne
respective Jr et Jj,.

Cette section a décrit la méthodologie classique de résolution du probléeme d’observation a 'aide
du filtre de Kalman étendu. La littérature mentionne également en grande quantité des variantes du
filtre en vue d’en optimiser les performances pour des cas particuliers, qu’il s’agisse de la précision
des estimations ou du temps de calcul. Il est question ici d’en citer une, qui peut étre utile au cadre
applicatif de ce travail de thése, celle-ci concerne la réduction du temps de calcul.

Le temps de calcul pour I'application d’un filtre de Kalman est relativement faible dans le cas ou
peu de variables sont utilisées. Toutefois, certains cas applicatifs nécessitent de fusionner des
données fournissant une information partielle ou peu fiable issue de plusieurs capteurs. Dans ce
cas la complexité algorithmique croit en fonction de la dimension du vecteur des mesures, pouvant
induire des temps de calculs importants, notamment durant I'étape d’inversion de la matrice de
covariance de l'innovation pour le calcul du gain de Kalman (voir Eq[2.31). Plusieurs solutions
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pour gérer la fusion de données multi-capteurs sont données dans la littérature™32, dont deux sont
décrites ici.

La premiére solution consiste utiliser un filtrage décentralisé™9. Le filtre Kalman standard est divisé
en un ou plusieurs filtres locaux dédiés aux capteurs et un filtre maitre. Sur le plan opérationnel,
les filtres locaux fonctionnent en parallele et leurs solutions sont périodiquement fusionnées par le
filtre maitre, ce qui donne une solution globale. Le résultat final est que la charge de calcul peut
étre considérablement réduite par cette technique. Les résultats peuvent toutefois étre localement
sous-optimaux, mais globalement optimaux.

La seconde solution pour réduire le temps de calcul peut étre d’utiliser une logique floue™®%. Le
principe est assez intuitif, et consiste a pondérer la valeur estimée des informations fournies par
les différents capteurs. Ainsi un choix peut étre fait notamment sur les capteurs qui seront utilisés
a l'itération suivante pour I'estimation.

Ces deux techniques peuvent également étre utilisées simultanément.

2.5/ Conclusion

Ce chapitre présente un état de I'art des principales thématiques qui seront utiles a cette these. La
spectroscopie d'impédance, la tomographie et 'observation d’état ont été abordées.

La spectroscopie d'impédance électrique s’attache a la caractérisation de cellules et peut étre
appliquée pour définir les propriétés de cellules individuelles en temps réel circulant dans une puce
fluidique.

La tomographie d’'impédance électrique a pour finalité de reconstruire une image de la résistivité
d’'un milieu. Elle permet donc de définir la position d’objets possédant une résistivité différente de
celle du milieu, ce qui correspond au besoin de détection de position. Cependant, contrairement a
la spectroscopie d'impédance électrique, elle n'est a ce jour pas utilisée dans le micromonde. De
plus, elle est basée sur des mesures effectuées sur un grand nombre d’électrodes, a différentes
fréquences. Elle n’est donc pas directement applicable pour la mesure en temps réel de position. |l
convient de noter que cette approche utilise des techniques de fusion de données pour I'estimation.

Enfin, les techniques classiques de fusion de données ont été abordées. En particulier les filtres
de Kalman, largement utilisés en tomographie d'impédance, ont été présentés pour des systemes
non linéaires a temps discret.

En résumé, la littérature concernant les trois thématiques abordées apporte :

— des outils méthodologiques et techniques pour la conception de puces microfluidiques qui
pourront étre issus des travaux portant sur la spectroscopie d'impédance,

— une méthode de détection mise en application a I'’échelle macroscopique, qui présente de
bonnes performances en termes de précision, mais qui n’est pas en I'état exploitable pour
une détection a haute cadence dans des puces fluidiques,

— des connaissances sur les observateurs d’état et de leur utilisation.

La mesure d'impédance couplée a un observateur d’état semble donc une solution prometteuse
pour effectuer une estimation de la position d’'une cellule dans une puce fluidique en temps réel.
Nous pourrons nous appuyer sur les développements réalisés pour la spectroscopie d'impédance
et la tomographie. Cependant aucune de ces deux approches ne peut étre directement appliquée.
Le reste de cette thése a donc pour but de concevoir et fabriquer un systéme de détection de
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position par mesure d'impédance, de le caractériser et d’apporter une preuve de concept de la
faisabilité de cette approche.






Chapitre 3

Conception et fabrication d’une
plateforme pour la détection de position
par impédancemeétrie

Les chapitres précédents ont montré I'opportunité d'utiliser des champs électriques pour fournir
a la fois un systeme d’actionnement et une mesure locale au sein d’une puce fluidique. Dans ce
chapitre, I'objectif est de développer une plateforme expérimentale permettant la détection de po-
sition en temps réel d’objets biologiques au sein d’'une puce fluidique par impédancemétrie. Cette
plateforme comprend a la fois la partie capteur, au contact d’objets micrométriques, et la par-
tie instrumentation et communication avec I'ordinateur de commande qui est elle macroscopique.
Ce chapitre mettra en évidence les problématiques liées a ce changement d’échelle. Lensemble
des fonctionnalités nécessaires a la réalisation de cette détection de position sera présenté dans
ce chapitre, et la conception et la fabrication des différents éléments, ainsi que leurs connexions
respectives, seront étudiées. La plateforme développée devra permettre de mesurer la variation
d’'impédance en temps réel liée au passage d’une bille dans une puce fluidique. Les signaux
d’'impédance seront ensuite traités au Chapitre [4} et interprétés en mesure de position au Cha-

pitre

3.1/ Etude fonctionnelle de la plateforme de détection de position par
impédancemétrie

Cette section a pour but de présenter une description fonctionnelle d’une plateforme de détection
de position par impédancemeétrie. La fonction de cette plateforme est de fournir un support matériel
capable d’effectuer des mesures d’impédance reproductibles lorsqu’une particule microscopique se
trouve dans la zone de détection. Ces données pourront ensuite étre traitées puis interprétées pour
fournir une mesure de position par impédancemétrie dans des puces microfluidiques. Le tableau
Figure résume les différentes spécifications fonctionnelles qui doivent étre respectées pour
développer cette plateforme.

En premier lieu, un environnement de test doit étre défini. Cet environnement doit autant que pos-
sible étre représentatif des conditions de manipulation d’objets biologiques tout en permettant des
mesures simples et reproductibles en temps-réel.

La position des particules doit pouvoir y étre contrblée, depuis la zone d’injection et jusque dans la

43
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Plateforme

expérimentale

Environnement
de test

Déplacement des
objets

Mesure de
position

Récupération des
signaux

Conception e Choix du milieu |[¢ Choix des ¢ Choix de la ¢ Architecture
*  Choix des objets méthodes technologie électronique /
*  Analyse d’actionnement ||+ Conception de cartes
individuelle *  Conception des capteurs * Contraintes :
actionneurs * Contraintes : compatibilité
¢ Contraintes : Nécessité d'une temps-réel
longue distance mesure de
de trajet, référence,
précision, compatibilité
immobilisation temps-réel
Sec. 3.3 Sec. 3.4
Fabrication *  Dilution / * Fabrication des * Mise en place des ¢ Cartes
préparation actionneurs capteurs / électroniques /
* Alimentation / traitement des cablage
controle de signaux
Sec. 3.2 Paciiemema OS¢ 3.5 Sec. 3.6

FIGURE 3.1 Diagramme décrivant les points clés de développement de la plateforme expérimentale.

zone de détection. Le contr6le se situe a plusieurs niveaux. D’une part il doit permettre d’achemi-
ner les objets sur de longues distances vers la zone de détection, et d’autre part il doit permettre le
positionnement d’'une particule de maniere précise dans la zone de détection.

La plateforme doit aussi intégrer les outils de détection nécessaires a la détection de position par
impédancemétrie et a I'étalonnage de ce capteur.

Enfin, les signaux correspondants aux mesures d'impédance et au controle du systéme devront
respectivement étre envoyés a un PC de commande et regus de ce PC.

Ce chapitre abordera donc la conception et la fabrication de 'ensemble des éléments relatifs a la
réalisation de ces fonctionnalités dans les sections suivantes, comme détaillé dans la Figure

3.2/ Environnement de test

Le but applicatif final de cette thése est de fournir un outil de détection de position en temps réel
de cellules biologiques, comme des lymphocytes, au sein d’'une puce fluidique. Il est cependant
nécessaire en premier lieu de réaliser une plateforme expérimentale de test ayant pour vocation
d’évaluer la faisabilité d’'une telle approche et d’étudier les performances de la détection de po-
sition par impédancemétrie. Pour ceci, il est nécessaire de réaliser un grand nombre de tests
expérimentaux sur un systeme répétable. De maniére a maitriser au mieux les caractéristiques des
objets traités pour réaliser cette étude de performances, dans la suite de ces travaux, des billes ar-
tificielles parfaitement calibrées seront utilisées. Cependant, la plateforme sera congue et fabriquée
pour une utilisation avec des cellules biologiques pour de la détection de position en temps réel. La
biocompatibilité et I'équivalence de comportement avec celui d’une cellule (électrique, mécanique,
résistance aux champs électriques...) seront prises en compte. De la méme maniere, pour valider
I'approche dans des conditions contrélées, I'environnement doit étre tel que les particules arrivent
une par une devant le capteur.

Comme mentionné dans le chapitre précédent, le modele de Morgan énonce qu'a basses
fréquences, la membrane cellulaire est équivalente a une capacité. Dans ces conditions, le com-
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portement électrique d’'une cellule est de type isolant. Une microbille composée d’'un matériau
polymeére, de conductivité trés faible, possede donc le méme comportement électrique qu’une cel-
lule de taille identique. Lutilisation de billes artificielles est donc un choix pertinent pour des es-
sais. De plus, utiliser des billes calibrées garantit la reproductibilité des mesures puisque leurs
caractéristiques, notamment leur taille, sont identiques, comme il est possible de le constater sur la
Figure[3.2] En conséquence, dans ces travaux, nous utiliserons des billes isolantes en polystyréne.
Les billes choisies sont de la marque Estapor et ont un diameétre 8.7 um avec une dispersion
dimensionnelle négligeable.

b 1O -
X2000 EEEE[ 15kY 24-84-96 #0004

FIGURE 3.2 Image MEB (Microscope Electronique a Balayage) de microbilles (microParticles GmbH).

Lenvironnement des billes, qu’il s’agisse du liquide de transport ou des matériaux formant la puce,
doit étre pensé de maniere a étre biocompatible. Les milieux nutritifs généralement utilisés pour
le transport des cellules, tels que le tampon phosphate salin, sont généralement composés en
grande partie d’eau et de sels. Le tampon phosphate salin (souvent abrégé PBS, de I'anglais phos-
phate buffered saline) est une solution tampon couramment utilisée en biochimie. Il s’agit d’un
soluté physiologique contenant du chlorure de sodium, du phosphate disodique, du phosphate mo-
nopotassique et un peu de chlorure de potassium. En général, la concentration de ces sels est
celle du corps humain (isotonicité). Ce type de milieu sera reproduit en utilisant un mélange d’eau
déionisée et de chlorure de sodium (Na™, ClI~) comme liquide de transport. La proportion en sels
est de l'ordre de quelques grammes par litre. Cette proportion aura une influence sur certaines
mesures et sur 'actionnement, ce point sera abordé dans le chapitre suivant. La concentration en
billes est approximativement de 10° par millilitre, la dilution se faisant & partir de la connaissance
de la fraction volumique de polystyrene contenue dans I'objet initial.

3.3/ Conception de I'actionnement dédié au déplacement des billes
dans la puce

Les billes contenues dans I'environnement doivent étre déplacées de maniére controlée au sein de
la puce fluidique. Plusieurs types de mouvements doivent étre réalisés :

— des déplacements longue distance (quelques centimétres) avec une précision limitée,

— des déplacements précis et répétables au sein de la zone de mesure,

— des phases d’'immobilisation.
Plusieurs principes physiques sont utilisables pour déplacer des billes. Parmi les plus cou-
rants se trouvent I'actionnement fluidique, magnétique, optique, par ondes acoustiques, et par
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diélectrophorese. Comme cela a été décrit dans le Chapitre [1| I'actionnement fluidique est par-
ticulierement utile pour effectuer des grands déplacements, mais la précision du contréle de po-
sition est limitée car le fluide posséde une inertie importante. Les champs électriques, a travers
la diélectrophorése, sont largement utilisés pour le contrdle précis ou 'immobilisation d’objets
dans des puces fluidiques. Cependant, le capteur de position est lui aussi basé sur I'utilisation
de champs électriques, et ainsi des couplages peuvent apparaitre. Une solution alternative pour
la caractérisation, découplant totalement I'actionnement et la mesure, sera donc également pro-
posée. Elle sera basée sur I'utilisation d’'un micromanipulateur externe sur lequel sera fixé I'objet
a déplacer. Lutilisation de cette solution sera limitée aux premiéres caractérisations du capteur
puisqu’elle nécessite de travailler en milieu ouvert.

Les sections suivantes traiteront de la conception de ces actionneurs.

3.3.1/ Lactionnement longue distance

La fonction de I'actionnement longue distance est de permettre I'injection des objets contenus dans
un milieu liquide depuis un conteneur de taille centimétrique jusque dans les canaux de la puce. Les
objets sont généralement, pour ce type d’application, contenus dans des seringues, elles-mémes
reliées a un pousse-seringue, dont le débit est réglable, ou a un régulateur de pression. Ce type de
matériel n'est pas assez précis pour permettre un positionnement précis des billes dans la puce,
mais peuvent exercer des forces suffisantes pour les acheminer jusqu’a I'intérieur de la puce. Une
instrumentation conventionnelle sera donc utilisée.

FiGURE 3.3 Photographie au microscope optique de microbilles injectées dans une puce a I'aide d’'un
liquide de transport. Les billes présentent une vitesse importante, ont une position longitudinale variable et
peuvent éventuellement s’agglomérer ou sédimenter.

La Figure [3:3 est une photographie sous microscope optique de la zone d'intérét d’'une puce dans
laquelle sont injectées des microbilles transportées ensuite par le fluide. Celle-ci met en évidence
la dispersion des billes dans le canal et la nécessité d’'un actionnement précis pour pouvoir obtenir
des mesures a des positions controlées pour étalonner et évaluer le capteur de position proposé.
La vitesse des billes le long de I'axe du canal peut étre de plusieurs centaines de micromeétres par
seconde, et leur position dans la section est aléatoire.



3.3. CONCEPTION DE CACTIONNEMENT 47

3.3.2/ Lactionnement précis et répétable par diélectrophoréese

Comme mentionné dans I'état de l'art du Chapitre 2| la force de diélectrophorése (DEP) fait
référence au mouvement d’une particule polarisable soumise a un champ électriqgue non uniforme.
Lamplitude de la force de DEP dépend de plusieurs parametres, mais sa portée est généralement
de l'ordre de la dizaine a la centaine de micrometres. Ces ordres de grandeur sont similaires a
ceux de l'impédancemétrie comme il sera décrit plus loin. De plus, les cellules sont des sphéres
polarisables qu’il est possible d’actionner précisément par DEP. Dans I'ensemble de ces travaux,
nous nous placerons dans des conditions telles que la DEP soit négative, c’est-a-dire que la force
est dirigée vers les zones de plus faible gradient de champ électrique.

Cette force sera utilisée afin d’améliorer la répétabilité du positionnement des billes, les piéger et
contréler précisément leur trajectoire. Deux types de puces seront développés dans le cadre de ces
travaux : le premier pour la validation du concept sur la mesure de position selon une dimension,
et un second pour la mesure de position dans le plan.

3.3.2.1/ Design d’électrodes pour le cas 1D

Injection =~ ———»  Centrage @ —»  Détection

FIGURE 3.4 Schéma de principe illustrant la stratégie pour la détection en 1D. Plusieurs billes sont
déplacées par le fluide et passent dans la zone de détection, détection se faisant selon I'axe du canal.

Lobjectif est ici de valider la détection dans un cas a une dimension. Pour ce faire, des objets
sont introduits dans la puce, et la détection se fait selon I'axe du canal, pour plusieurs objets. Pour
ce cas les électrodes d’actionnement et de mesure sont clairement dissociées : les électrodes
d’actionnement assurent la reproductibilité des mesures en assurant une fonction de guidage des
billes, tandis que les électrodes de mesure, situées en aval dans le canal, servent uniquement a
I'obtention de signaux pour I'estimation de position (Figure [3.4).

La fonction des électrodes d’actionnement est donc de positionner de maniere répétable les objets,
qui arrivent dans la puce dans des proportions et positions latérales et verticales aléatoires.

Pour obtenir des mesures d'impédance reproductibles, la position des billes dans le canal doit pou-
voir étre contrdlée. La détection se faisant selon I'axe du canal fluidique, il est nécessaire de posi-
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FIGURE 3.5 Simulation FEM a I'aide du logiciel Comsol de l'intensité du champ électrique dans le
microcanal lorsqu’une bille isolante est présente alors que les électrodes de focalisation DEP sont activées.
(a) Vue du dessus (b) Vue perpendiculaire a la section du canal.

tionner et guider les billes a une position fixe dans la section du canal, perpendiculaire a 'axe de
détection. A cette fin, des électrodes de guidage exploitant la force de DEP peuvent étre utilisées.
Pour le cas ou la position latérale doit étre maitrisée, le design d’électrodes développé par I'Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne (EPFL) peut étre exploitéZ3135, | es électrodes utilisées sont
des électrodes coplanaires fabriquées au fond de chambres situées sur les c6tés du canal prin-
cipal. Les parois isolantes et le plafond du canal guident les lignes de champ électrique dans le
liquide dans le canal principal et déterminent la distribution du champ électrique. Des potentiels en
opposition de phase sur les électrodes générent une force diélectrophorétique négative qui agit sur
les billes et les focalise vers les régions de faible champ électrique. La Figure [3.5]montre I'intensité
du champ électrique pour une microbille localisée entre les électrodes de guidage.
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La force diélectrophorétique maintient les billes au centre de la largeur du canal (axe y) en raison
du gradient de champ généré. Dans un canal microfluidique fermé diélectriquement a I'aide d’un
substrat, le champ électrique vertical est homogéne au centre du canal en I'absence de particule.
La présence d’'une particule de faible permittivité diélectrique interfeére avec le champ électrique
homogéne vertical (axe z) généré par les électrodes. Le gradient de champ électrique induit est
la source d’'une force de diélectrophorese verticale qui permet le contréle de la position des billes
selon l'axe z.

3.3.2.2/ Design d’électrodes pour le cas 2D

e N

Détection —<€—

Injection = ——  Isolement

Actionnement —

FIGURE 3.6 Schéma de principe illustrant la stratégie pour la détection en 2D.

Lobjectif de cette section est de proposer un design d’électrodes pour I'étalonnage et la validation
d’'un capteur de position dans un plan. Ce cas présente plusieurs difficultés, notamment le fait
que la quantité d’informations requise pour une détection fiable est apriori supérieure au cas a
une dimension. Dans ces travaux, la stratégie retenue, comme illustré Figure est (i) d'isoler
une bille dans la zone de mesure et (ii) de parcourir la zone de détection avec cette bille pour
réaliser un grand nombre de mesures d'impédance dans le plan a I'aide d’'un contréle actif. Cette
stratégie a pour but, en plus de la détection, de poser les prémisses d’un objectif plus vaste de self-
sensing, c’est a dire d’'un contrdleur intégré dans lequel actionnement et détection se font a 'aide
d’électrodes. Les contraintes associées seront discutées dans la partie étalonnage du capteur dans
le chapitre suivant, ainsi que dans les perspectives de ces travaux.

Les deux défis de I'actionnement sont donc :
— Piéger et isoler une bille d’étude, ce qui nécessite de pouvoir contrer les forces exercées
par le fluide. Les forces d’adhésion jouent également un réle important puisque les billes
peuvent adhérer aux parois, sans possibilité d’étre séparées.
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— Contréler de maniére précise la position d’'une bille dans le plan afin d’étalonner un capteur
par impédancemétrie, ce qui nécessite également une méthode d’actionnement spécifique.

Zone de
détection

® O
L L LI

Barriére | Barriére

FIGURE 3.7 Principe d’isolement d’'un objet.

Isolement d’une bille Pour garantir que seule une bille sera présente dans la zone de détection,
des électrodes que I'on qualifiera de barrieres seront insérées, comme présenté Figure Les
électrodes barriéres sont deux électrodes paralléles placées perpendiculairement a I'axe du canal.
La tension entre les électrodes, dont 'amplitude dépend des forces fluidiques a contrecarrer, est
généralement de quelques volts pour les vitesses de fluide utilisées (de 'ordre de 100 um s~ 1).
Les potentiels sur les électrodes peuvent étre fixés en opposition de phase. La tension ainsi fixée
crée une force de DEP principalement orientée selon I'axe du canal et dans le sens opposé a celui
de l'arrivée de I'objet. Les forces fluidiques sont contrées et I'objet ne peut entrer dans la zone si
une autre bille y est déja située pour son étude. Une tension de quelques Volts entre les électrodes
permet de piéger une bille se déplacant a une vitesse inférieure a 1 mm/s, et est donc suffisante
dans ce contexte applicatif.

Piégeage et controle actif d’'une bille Dans un canal microfluidique, les forces inertielles du
fluide a I'origine du déplacement des billes sont difficiles voire impossibles a annuler de maniére ins-
tantanée et, de plus, en I'absence de ces forces les billes sédimentent dans le canal. Un moyen ef-
ficace de stopper une bille dans un canal microfluidique est d’utiliser un piege par diélectrophorése.
Ce type de piege peut étre activé ou désactivé instantanément lorsqu’un objet se trouve dans la
zone d’intérét.

Une fois 'objet piégé dans la zone d'intérét, il faut étre en mesure de contréler sa position pour
I'étalonnage. Une configuration circulaire de 4 électrodes permet de remplir ces deux fonctions

(voir Figure[3.8a).

Le mode piege peut étre activé en appliquant des potentiels en opposition de phase sur les
4 électrodes (voir Figure [3.8b). Un objet se trouvant dans cette zone trouve donc sa position
d’équilibre en ce point. Tout comme pour les électrodes de centrage du cas 1D, la présence d’un
objet dans la zone perturbe 'homogénéité du champ dans la structure. Ce type de piége, en plus
de fixer la position d’une bille dans le plan, permet donc de faire varier son altitude et ainsi éviter la
sédimentation.
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(b) Mode piege. (c) Mode actionneur pour le contréle en boucle fermée.

FIGURE 3.8 Représentation schématique de la méthode d’actionnement utilisée pour le déplacement d’une
bille dans le plan et le contréle de son altitude. (a) Les parameétres de conirdle U, et U, sont utilisés pour
définir le potentiel sur quatre électrodes, permettant un déplacement des billes par force de DEP. Une
hypothése de déplacement indépendant selon les deux axes et de linéarité sont faites. (b) Mode piége :
I'alternance de 4 potentiels en opposition de phase permet de maintenir I'objet au centre de la zone. (¢) En
mode actionnement, le minimum de champ électrique peut étre fixé dans la zone afin d’y diriger I'objet par
DEP négative.

La méthode d’actionnement pour controler la position d’une bille en deux dimensions est basée
sur des travaux antérieurs’2. 4 électrodes sont utilisées, sur lesquelles I'on fait varier 'amplitude
du potentiel. La fréquence utilisée est constante et ici de 1 MHz afin de limiter les phénoménes de
bullage dans les puces lors de I'actionnement. Brievement, cela consiste a utiliser deux variables
indépendantes U, et U, pour définir le potentiel appliqué sur quatre électrodes comme présenté
dans la Figure Le fait de contréler les variables U, et U, permet d’appliquer une force de DEP
et ainsi de déplacer I'objet selon les deux axes. La configuration des électrodes ainsi que la relation
entre les tensions appliquées crée un puits de potentiel, possédant un minimum local. La force de
DEP étant proportionnelle au gradient du carré du champ électrique, cette technique permet de
déplacer I'objet vers un point stable quelle que soit sa position dans la zone de contrdle. Le potentiel
U, est appliqué sur I'électrode gauche et —U, sur I'électrode droite pour déplacer la bille le long de
laxe x. La méme méthode est utilisée pour un déplacement le long de I'axe y, en supposant qu'il
n'y a pas de couplage entre les deux axes. Cette méthode originale de changement de variable
permet de n'utiliser que deux grandeurs supposées indépendantes pour I'actionnement des objets,
ce qui la rend trés simple d’'implémentation. Une régulation Pl (proportionnelle-intégrale) basée sur
une détection par vision peut étre implémentée pour compenser les erreurs de modélisation. Cette
détection externe sera utile uniquement lors des phases d’étalonnage et ne sera pas présente dans
le cadre de I'application finale de détection de position intégrée.



52 CHAPITRE 3. CONCEPTION ET FABRICATION POUR LA MESURE D’'IMPEDANCE

Nous avons donc ici une méthode de contréle actif dans le plan, par ailleurs exploitant un design
d’électrodes identique a celui de la technique de piégeage évoquée plus haut.

3.3.3/ Actionnement en milieu ouvert pour le banc d’essai

Les solutions présentées ci dessus utilisant la diélectrophorése pour I'étalonnage du capteur sont
séduisantes, mais comme évoquées précédemment elles sont susceptibles d’induire des cou-
plages entre la mesure et I'actionnement dans le cas de la détection dans le plan puisque les
électrodes d’actionnement et de mesure sont colocalisées, et que les effets physiques sont iden-
tiqgues. Ces couplages pourront a I'avenir étre pris en compte a I'aide d’'un modéle, et annulés lors
des phases d’étalonnage. Cependant, dans un premier temps, afin de mieux évaluer leurs effets
il peut étre pertinent de proposer une solution permettant de découpler totalement les effets d’ac-
tionnement et de mesure. Une solution alternative est proposée ici pour un dispositif en milieu
ouvert.

Cette solution consiste a fixer une microbille a I'extrémité d’une pointe, et a déplacer cette derniere
a l'aide d'un montage cartésien de trois moteurs. La Figure 3.9 présente cette solution.

Support Pointe
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FIGURE 3.9 Actionnement motorisé d’une microbille collée a I'extrémité d’une pointe pour la détection par
impédancemeétrie : illustrations et visuels.

La méthode permettant d’aboutir a ce dispositif est la suivante :

— Fixation d’'une pointe sur un support polymeére
Une pointe en tungsténe, plus couramment utilisée pour la microélectronique, d’extrémité
aux dimensions submicrométriques, est fixée sur un support (ici fabriqué en impression 3D
laser). Le maintien se fait a I'aide de deux vis. Lobjectif de ces expérimentations étant de
donner une preuve de concept de détection en deux dimensions, il n’est pas nécessaire que
le comportement électrique du systéme composé de la pointe et de la bille soit rigoureuse-
ment identique a celui d’'une bille seule. Toutefois, il convient de s’assurer gu’une réponse
sensible peut également étre obtenue. Des simulations FEM, non présentées ici, montrent
que le milieu ouvert crée une perte de sensibilité d’un facteur 2 environ, mais que la pointe
n'apporte pas de changement significatif du modele.

— Collage de la bille sur une pointe
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Le support de la pointe et de la bille est recouvert au préalable de ruban adhésif métallique
afin de le rendre conducteur, et ainsi éviter la formation d’'un nuage électronique dans le
microscope électronique a balayage (MEB). Il est ensuite inséré dans le MEB, ainsi qu’une
plague sur lesquelles sont dispersées des microbilles. La pointe est mise en contact avec
I'une des billes de la plaque. Un dépét de platine a I'aide de la sonde ionique focalisée (SIF,
FIB en anglais) permet le collage entre I'extrémité de la pointe et la bille. Ces travaux ont été
réalisés sur la plateforme ptROBOTEX du laboratoire, avec le support des personnels de la
plateforme.

Assemblage

3 moteurs (marque PIl, modele M-112.1DG), sont assemblés de fagon a pouvoir se déplacer
selon les 3 axes. La bille et son support y sont fixés. Le tout est monté sur un chassis afin
d’étre situé proche de la zone de détection par impédancemétrie.

Une fois la pointe en approche de la zone de détection, I'utilisation d’'un microscope permet de se
positionner finement dans la zone de détection. Comme illustré Figure[3.10} le positionnement peut
étre effectué par visualisation directe de la position de la bille par rapport a la zone de détection. Le
placement vertical quant a lui peut par exemple étre effectué en s’appuyant sur la faible profondeur
de champ disponible. Une fois le positionnement vertical effectué, la zone de détection peut étre
balayée a altitude supposée fixe.

Zone de détection

Sphere + pointe

Electrode

FIGURE 3.10 Déplacement d’'une bille dans une puce fluidique ouverte avec actionnement motorisé.

3.4/

Conception de la partie détection de position

Le but de ce chapitre est de fournir une plateforme permettant de récupérer les signaux pour la
validation et I'étalonnage d’un capteur de position par impédancemétrie. Pour ceci plusieurs types
de détections sont nécessaires :

— des électrodes intégrées a la puce fluidique fournissant en temps réel une mesure

d’'impédance sensible a la position d’'une bille dans la puce fluidique,
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— une mesure de référence pour I'étalonnage de ce capteur par impédancemétrie, et pour la
validation de ses performances.
Cette section détaillera la conception de ces deux types de capteurs.

3.4.1/ Electrodes intégrées a la puce fluidique pour la mesure d’impédance

Cas de la mesure selon une dimension Les électrodes utilisées en spectroscopie d'impédance
électrique présentées dans le Chapitre [2| ne peuvent pas étre réutilisées directement pour la
détection de position. En effet, la courbe Figure présente une simulation numérique de la
variation d'impédance induite par la présence d’une bille sphérique isolante dans un milieu conduc-
teur. On constate que ce design d’électrodes n’est pas adapté a la détection de position en raison
de la zone de 20 um dans laquelle 'impédance est presque constante. En effet, dans cette zone, la
sensibilité du capteur (ie la variation d'impédance par unité de longueur) est proche de zéro, et il est
impossible de remonter a la position de 'objet dans cette région. Ce manque de sensibilité au po-
sitionnement s’explique par le fait qu’en spectroscopie d’'impédance, un défaut de positionnement
ne doit pas avoir d'impact notable sur les mesures.

—
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FIGURE 3.11 Simulations FEM de la variation d'impédance due a la présence d’une bille isolante entre deux
électrodes en fonction de sa position longitudinale dans un canal microfluidique pour une géométrie
d’électrodes carrée. Les paramétres de la simulation sont les suivants : milieu : PBS (6, =1,6 Sm~!,
€, = 80), largeur du canal : 40 wm, hauteur du canal : 20 um, bille : bille de 8 um de diametre
(op = 1074 sm ! g = 4), espacement entre les électrodes : 80 um, altitude de la bille : 10 um (centre de
la hauteur du canal).

Dans cette section, I'objectif est de déterminer une géométrie d’électrodes présentant une sensibi-
lité a la position de I'objet pour la détection de position. Dans le cas de la détection de position selon
une dimension, plusieurs géométries d’électrodes sont simulées, avec des propriétés différentes :
concave ou convexe, avec des formes arrondies ou coniques. Les simulations reposent sur une
modélisation par éléments finis a I'aide du logiciel Comsol, et les parameétres de la simulation sont
ceux d’un capteur conventionnel utilisé en mesure d’impédance”® : milieu : PBS (6, =1,6 Sm™!,
€, = 80), largeur du canal : 40 um, hauteur du canal : 20 um, bille : bille de 8 um de diameétre
(6, =107 Sm~!, g, = 4), espacement entre les électrodes : 80 um, altitude de la bille : 10 um
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Comparatif des géométries
Sensibilité sur Points Sensibilité
Géometrie Nom toute la plage d’inversion de moyenne
du capteur la pente (Q/um)
G1
. Non 1 14.0
(Classique) ©
G2
i 1 12.5
(Retenue) Ou
G3 Non 1 14.1
G4 Faible 1 13.3
G5 Oui 3 14.4
G6 Oui 1 11.6

TaBLE 3.1 Comparaison des performances de différentes géométries d’électrodes pour la détection de
position basée sur des mesures d’'impédance pour le cas 1D. Le critére de plage de détection (1¢" critere)
ne tient pas compte des zones ponctuelles sans sensibilité. La sensibilité moyenne correspond a la
moyenne de la valeur absolue de la sensibilité entre le centre des deux électrodes de mesure.

(centre de la hauteur du canal). Lobjectif est ici, a partir d’'un design de capteur qui n’est pas sen-
sible a la position dans toute sa plage de détection (la zone entre les électrodes), de montrer qu’un
travail de conception sur la géométrie des électrodes peut étre effectué pour obtenir un capteur
de position. Six géométries sont comparées dans le tableau Seul le cas pour lequel les deux
électrodes sont identiques est considéré. Le choix des géométries est arbitraire et porté sur des
formes simples (carré, rond...), I'objectif étant de montrer I'utilité d’'un travail de conception sur la
géométrie, a travers son influence sur la sensibilité du capteur. Notamment, une tendance concer-
nant l'influence de la forme (concave, convexe...) des électrodes sur la sensibilité du capteur est
recherchée. Ce travail pourra étre amélioré a I'aide d’un algorithme d’optimisation dans le futur.
Deux criteres sont pris en compte dans le choix de la géométrie : (i) le nombre de points de sensi-
bilité nulle et (ii) la sensibilité du signal autour de la zone située au milieu entre les deux électrodes.
En raison de la symétrie de la zone de détection, qui est composée de deux électrodes identiques,
au moins une zone ou laquelle la pente s’inverse, induisant un point de sensibilité nulle, est atten-
due au centre, entre les deux électrodes. Idéalement, il faudrait que seule cette zone présente une
inversion de la pente, afin de limiter le nombre de zones peu sensibles du capteur et ainsi limiter
le risque de perte de suivi. En tant que critere supplémentaire pour sélectionner la géométrie des
électrodes, la sensibilité moyenne devrait étre maximisée. La figure [3.12b montre les simulations
FEM de I'impédance mesurée entre les électrodes lorsqu’une bille circule a I'intérieur du canal. Une
géométrie, G5, présente 3 points de sensibilité nulle (voir Figure [3.12¢). Elle n’est donc pas rete-
nue. Les géométries G1, G3 et G4 ne présentent aucune sensibilité (ou non significative) autour du
centre de la zone de détection du capteur (Figure [3.12d). Elles ne sont également pas retenues.
Deux modeles, G2 et G6, sont compatibles avec les criteres mentionnés ci-dessus. On peut par
ailleurs constater que les géométries G2 et G6 sont de forme concave. Puisque G2 a la sensibilité
moyenne la plus élevée (Tableau [3.1), cette géométrie peut étre sélectionnée pour une utilisation
dans un cas de figure a une dimension.
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FIGURE 3.12 Simulation de la réponse du capteur pour différentes géométries d’électrodes. (a) Résumé
des géométries testées. (b) Variation de I'impédance en fonction de la position de la bille pour différentes
géométries. (c) Sensibilité du capteur. (d) Vue agrandie autour du centre de la zone de détection. Les
parameétres de simulation sont identiques a ceux Figurew

Une fois la géométrie des électrodes déterminée, l'influence de la position de la bille le long des
autres axes sur la mesure de I'impédance doit étre étudiée. Des simulations FEM ont été ef-
fectuées pour analyser la variation d'impédance due a la hauteur de la cellule dans le canal. Les
résultats sont présentés sur la Figure [3.13] Pour les billes proches de la paroi inférieure du canal
(z = 4.1 um), le graphique de la dépendance de I'impédance a la position, Figure présente
trois points ou la sensibilité égale a zéro, ce qui rend la détection de position plus compliquée. Pour
obtenir des mesures d’'impédance reproductibles, la hauteur des billes doit étre contrdlée et elles
doivent étre élevées, d’au moins quelques micrométres, pour assurer une bonne sensibilité et une
bonne forme de la variation d’impédance. De méme, les simulations FEM (non présentées dans
ce document) montrent que I'impédance dépend aussi de la position latérale des billes dans le
canal. Ce positionnement sera garanti par les électrodes de centrage présentées dans la section
précédente.
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FIGURE 3.13 Simulation de (a) la variation de 'impédance et (b) la sensibilité du capteur induite par le
passage d’'une cellule de 8 um de diamétre dans du PBS pour la géométrie d’électrode en étoile a
différentes altitudes dans un canal de 20 um de haut.

(a) Mesure peu sensible. (b) Mesure trés sensible.

FIGURE 3.14 Visuel du dessus des électrodes de détection pour I'estimation 2D (simulation FEM). La
multitude d’électrodes (8) permet le choix d’une ou plusieurs paires sensibles a la position de I'objet. (a)
Champ de déplacement électrique pour une mesure peu influencée par I'objet. (b) Champ de déplacement
électrique pour une mesure fortement influencée par 'objet.

Cas de la mesure dans le plan Lestimation dans le plan requiert plus d’information que pour
le cas précédemment étudié a une dimension. Il a également été constaté que le manque de
sensibilité du capteur au centre de la plage de détection pouvait amoindrir sa fiabilité dans cette
zone. La solution retenue pour surmonter cette difficulté se base sur une analogie avec la tomogra-
phie d'impédance électrique, et consiste a utiliser plusieurs paires d’électrodes afin d’augmenter la
quantité d’information recueillie. Les mesures peuvent ensuite étre fusionnées.

Pour I'estimation de position d’une cellule en milieu microfluidique, la quantité d’information re-
quise sous forme de mesures d'impédance est moindre qu’en tomographie. En effet, la totalité de
la résistivité du milieu n’a pas a étre reconstruite, puisque des hypothése sont faites : un milieu
homogene dans lequel un objet aux propriétés électriques (et éventuellement géométriques) sont
connues. Le nombre de mesures doit donc étre un compromis entre temps de calcul et fiabilité.
Dans ces travaux, on considérera qu’un dispositif a 8 électrodes permet une détection avec une
fiabilité suffisante. Ce choix se justifie en raison du nombre de parameétres qui dovent étre es-
timés : 3 (la position dans le plan et la conductivité). Au besoin, seule une partie des électrodes
pourra étre judicieusement choisir pour la mesure, ce point sera abordé dans le chapitre suivant.
Un schéma de principe présenté Figure illustre cette idée. La géométrie des électrodes ne
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sera pas étudiée pour ce cas. En effet, le cas de la détection dans le plan est plus complexe dans
le sens ou des effets couplés, discutés dans la suite de cette these, ont lieu entre I'actionnement
par diélectrophorése et la mesure par impédancemétrie. Une bonne connaissance des couplages
et des stratégies a mettre en place pour combiner actionnement et mesure est donc nécessaire
avant de réaliser une conception dédiée. Cette problématique dépasse le cadre de cette thése.

3.4.2/ Mesure de référence pour I’étalonnage

De maniére a pouvoir étalonner le capteur de mesure par impédancemétrie, il est nécessaire de
disposer d’'un second moyen de détection de position. Ce capteur doit permettre la détection d’une
bille de 8 micromeétres, en mouvement, au sein d’une puce fluidique. Il ne doit en aucun cas in-
terférer avec la mesure d'impédance. Comme cela a été mentionné dans le Chapitre |1} une solu-
tion classique est d'utiliser des images issues de caméras pour réaliser cette mesure. Une caméra
de la marque AVT, modele Stingray, est utilisée dans ce but (fréquence maximale d’acquisition :
30 ips (images par seconde), résolution : 1032 (H) x 776 (V), taille de pixel : 4,65 um x 4,65 um.
Celle-ci est montée directement sur le microscope et associée a un grandissement x10. Le champ
de vue est donc de quelques centaines de micrometres et la taille d’'un pixel de 0,465 pm.

3.5/ Fabrication des puces fluidiques et connexions pour I’alimenta-
tion et le contréle

Les sections et précédentes ont traité de la conception de la puce fluidique et de son
contrble. Il convient maintenant de la fabriquer, et de connecter cette puce centimétrique, dédiée
a la mesure d’objets micrométriques, aux systemes d’alimentation et de contréle macroscopiques
(PC, alimentation électrique et fluidque, ...). C’est I'objet de cette section.

3.5.1/ Fabrication des puces fluidiques

Les puces décrites, qui serviront a la mise en ceuvre expérimentale de la méthode de détection,
contiennent des canaux pour I'actionnement fluidique dont les dimensions sont de 'ordre de la
dizaine de micrométres. Elles sont également pourvues d’électrodes d’actionnement et de mesure,
composées de fines couches métalliques (quelques centaines de nanomeétres d’épaisseur). Une
résolution micrométrique voire submicrométrique est donc nécessaire pour un dessin précis des
motifs. En conséquence, les technologies de salle blanche seront utilisées. Ainsi, les puces seront
fabriquées par empilement de couches.

3.5.1.1/ Matériaux

Chaque matériau constitutif de la puce utilisé doit étre pensé en fonction de ses propriétés phy-
siques et de sa biocompatibilité. Le verre est un bon choix de substrat notamment en raison de
sa rigidité et de sa transparence, facilitant ainsi 'observation des objets. Il est également biocom-
patible. Lépaisseur de 0,5 mm est standard pour ce type de wafer et suffisamment faible pour
que les inhomogénéités de température ne soient pas critiques lors d'un recuit effectué dans de
bonnes conditions. Longueur et largeur sont quant a elles suffisantes pour que la puce puisse
étre manipulée facilement, tout en étant suffisamment faibles pour que la puce ne soit pas fragile
mécaniquement et que le nombre de puces par wafer soit intéressant (16 puces par wafer 4”). Les
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FIGURE 3.15 lllustration des procédés de fabrication. (a) Version simplifiée du procédé de fabrication des
électrodes par lift-off. Une couche métallique est déposée sur une résine sacrificielle gravée au préalable.
Les pistes restantes aprés nettoyage sont situées la ol la résine a été gravée et servent a I'envoi de signaux
électriques dans la puce. (b) Version simplifiée du procédé de fabrication des canaux en SU8. La résine
négative SU8 subit une photolithographie en vue de fabriquer les canaux de transport microfluidiques.

électrodes sont formées a I'aide de couches de Ti/Pt (titane et platine). Le platine est choisi pour
sa biocompatibilité, sa noblesse et sa conductivité et sa bonne tenue vis-a vis de fortes tensions
électriques. Il sera préféré a I'or, meilleur conducteur mais qui a tendance a se désolidariser du
wafer sous I'effet de fortes tensions. Le titane sert de couche d’accroche au verre. Les canaux mi-
crofluidiques sont le plus souvent fabriqgués en PDMS ou en résine SU8. Ces deux matériaux ont
la particularité d’étre transparents et biocompatibles. Le PDMS est généralement privilégié lorsqu’il
est souhaité que la partie supérieure de la puce, qui sert a la fermeture des canaux, soit solidaire
de ceux-ci. Dans ces travaux, la résine SU8, plus rigide et plus facile a fabriquer et a aligner avec
les électrodes, sera utilisée. Elle sera recouverte d’'un capot amovible en PDMS fabriqué par mou-
lage, ce qui facilite la procédure de nettoyage des puces en cas de contamination ou bouchage des
canaux.

3.5.1.2/ Procédés de fabrication des puces fluidiques

Cette section résume les principales étapes de fabrication des puces fluidiques. Ces étapes sont
basées sur les procédés de microfabrication en salle blanche introduits dans le Chapitre [1} Les
procédés de fabrication complets des électrodes et du canal microfluidique sont détaillés Annexe (A
et résumés a titre illustratif ci-dessous Fig.
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Fabrication des électrodes Fig. présente le procédé pour le dessin des électrodes,
nommé lift-off. Il permet le dessin des électrodes, (15 nm Ti / 120 nm Pt) dans le cas présent.
Ce procédé standard est préféré a d’autres comme la gravure humide pour la qualité des motifs
qu’il est possible d’obtenir.

1.

[—1I Enduction
La premiére étape consiste a déposer une couche de 1 um environ de résine. La résine est
ensuite solidifiée lors d’'un premier recuit.

[I—III Insolation

Dans I'étape suivante, elle est insolée de maniere sélective par ultra-violets a 'aide d’'un
masque monté sur un insolateur.

[ll—1V Révélation

Un second recuit permet la polymérisation de la résine, a la suite de quoi celle-ci est de
nouveau insolée afin d’inverser son comportement. La résine, initialement positive, devient
négative et de ce fait les zones initialement insolées ne seront pas dissoutes durant I'étape
suivante : la révélation. Le wafer est plongé dans un solvant révélateur qui dissout la résine
non polymérisée. Enfin le wafer est nettoyé puis séché afin d’éliminer les résidus de solvant.

IV—V Pulvérisation

Lintérét de la résine inversible réside dans le fait qu’il est possible de déposer des épaisseurs
faibles de par leur faible viscosité, et que les flancs de la résine une fois gravée sont ren-
trants, comme illustré Fig. Ainsi la matiere métallique déposée dans les cavités gravées
de la résine n’est pas solidaire de celle déposée sur la résine, évitant un arrachement de
matiére lorsque la résine est retirée. Les couches métalliques de Ti/Pt sont ensuite déposées,
précédées d’un éventuel plasma O, pour éliminer d’éventuels résidus de résine ou autres im-
puretés en vue d’'améliorer 'adhérence entre le wafer et le métal déposé. Les deux matériaux
sont déposés successivement sur l'intégralité du wafer, dans le cas présent par pulvérisation
cathodique.

FIGURE 3.16 lllustration de I'orientation des flancs d’une résine inversible apres gravure pour le cas d’un
procédé de lift-off. Les flancs rentrants permettent de dissocier la matieére déposée par région : zones
gravées et zones non gravées de la résine.

5. V—VI Nettoyage

Une fois les métaux déposés, le wafer est plongé dans un bain de dissolvant tel que I'acétone,
dans lequel la résine sacrificielle est dissoute. Seul le métal déposé directement sur le wafer,
la ou la résine a été gravée au préalable, est toujours présent. Les électrodes sont alors
dessinées. Le wafer est a nouveau nettoyé au plasma pour éliminer les résidus de résine.

Fabrication des canaux Par la suite, des canaux de SU8 de 20 um d’épaisseur doivent étre
fabriqués, correctement positionnés par rapport aux électrodes (précision de 1 um). Les différentes
étapes, similaires a celles du lift-off, sont illustrées Fig.[3.150)

1.

[—11 Enduction
20 um de résine sont déposés par enduction centrifuge.
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2. |l—1ll Insolation

La résine, négative, est ensuite insolée de maniere sélective 1a ou il est souhaité que la
matiére reste, a I'aide d’'un masque monté sur 'insolateur. Une plaque spécialement congue
pour une utilisation avec des résines SU8 est montée sous la lampe afin d’améliorer la droi-
ture des flancs des canaux. Contrairement a la phase de fabrication des électrodes, ne
nécessitant qu’'un positionnement grossier sur le wafer, le masque doit ici étre positionné
avec preécision afin de garantir le positionnement des canaux vis-a-vis des électrodes. Linso-
lateur utilisé posséde également une fonction d’aligneur. Lalignement est fait manuellement
a l'aide de croix dessinées aux extrémités du masque, qui doivent étre positionnées vis-a-
vis de motifs dessinés lors du dessin de la couche métallique. Il est possible d’obtenir une
précision de positionnement submicrométrique si 'opération est effectuée par un opérateur
expérimenté.

3. lll—IV Révélation

La résine est ensuite recuite et nettoyée de maniere similaire a celle précisée dans le procédé
du lift-off. Seuls les parametres changent (se référer a I'annexe page pour les détails
des procédés). La résine non insolée est ensuite dissoute et un plasma est effectué pour le
nettoyage final.

Fabrication du capot Afin de pouvoir sceller hermétiquement la puce et ainsi pouvoir y injecter
un fluide et les billes de test, un capot en PDMS (polydiméthylsiloxane) est fabriqué afin d’étre
pressé mécaniquement sur la couche de SU8 (se référer a la Figure [3.26| page [69]dans la section
suivante pour un visuel). La piece en PDMS possede une géométrie rectangulaire, dans laquelle
deux cylindres sont extrudés pour permettre I'acheminement du fluide. Afin de ne pas risquer de
boucher les canaux fluidiques, les cylindres extrudés doivent étre de dimensions supérieures a
celles de I'entrée et de la sortie du canal (dans le cas inverse, la largeur importante de I'entrée et
de la sortie font que le PDMS a tendance a fléchir lors de I'application de la pression mécanique).
Cette piece est fabriquée par moulage. Un moule en PMMA a été utilisé dans le cadre de ces
travaux. Lintérét d’utiliser ce matériau est qu'il est simple de se le procurer avec d’excellents états
de surface. En effet les canaux que le PDMS doit fermer ont des dimensions de I'ordre de la di-
zaine de micrometres. Or une piece métallique usinée par des méthodes traditionnelles (fraisage...)
possede une rugosité arithmétique dont I'ordre de grandeur est égal ou supérieur a cette valeur.
La faible rugosité du PMMA quant a elle ne créera pas d’irrégularités au niveau de la surface du
PDMS, ainsi il n’y a pas de risque de boucher le canal microfluidique.

Afin de créer le moule, trois pieces de PMMA sont superposées. La premiére sert de base, et sa
surface supérieure n’a pas été usinée afin de conserver I'état de la surface. Seuls des percages
non traversants sont effectués afin d’y insérer des goupilles, qui serviront a modeler les cylindres
pour l'arrivée du liquide. La deuxiéme piece sert a donner son volume au moule. Enfin, la troisieme
sert a étaler une couche large et fine au dessus de la géométrie du capot, afin de déporter les effets
de bord et ainsi conserver une surface plane au niveau du capot. Une seconde solution consiste
a fermer le moule en ne laissant que des interstices pour 'injection du matériau. La planéité de la
surface supérieure du capot sera améliorée, mais cette configuration empéche souvent I'évacuation
d’'une bulle formée lors de l'injection. Les trois pieces de PMMA sont solidarisées par pression
mécanique a I'aide de vis et écrous. Du ruban adhésif et placé tout autour du moule afin de limiter
les fuites de PDMS par les interstices entre les pieces du moule. Le moule est alors terminé (voir

Fig[3.17).

Pour la fabrication du capot, une base et un durcisseur sont mélangés dans des proportions 10 :1.
Ce mélange, trés visqueux, doit étre placé dans une cloche a vide afin de retirer les bulles d’air
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formées lors du mélange. Il est ensuite placé dans le moule, suivi d’un second dégazage si des
bulles se sont formées. Un recuit doit ensuite étre effectué. Afin de ne pas déformer le moule ni le
ruban adhésif, le recuit est fait a une température de 50°C pendant 3 heures environ.

Une fois le recuit terminé et le capot refroidi, celui-ci est retiré du moule. Le surplus de matiére
placé pour assurer la planéité est retiré au cutter.

FIGURE 3.17 Moule servant a la fabrication de 4 capots. Des piéces de PMMA et des goupilles sont
assemblées pour former le moule dans lequel le PDMS sera injecté.

Puces fabriquées Dans le cadre de cette these plusieurs puces fluidiques permettant de valider
le concept de la détection de position par impédancemétrie ont été développées. Ce paragraphe a
pour but de présenter certaines de ces réalisations les plus représentatives.

FIGURE 3.18 Visuel général d’'une puce fluidique pour la détection de position.

Un visuel global d’une puce développée est donné Figure[3.18] Les puces sont composées du sup-
port, de la couche d’électrodes et du canal microfluidique. Le support est formé a partir d’'un wafer
de verre découpé a la scie a pointe diamant. Ses dimensions sont de 20 mm x 15 mm x 0,5 mm. 2
rangées de 15 pads par pas de 1 mm sont situées a I'extrémité de la puce. Certains de ces pads
sont reliés électriquement a des électrodes situées proche du centre de la puce, et qui serviront
a I'envoi et la récupération de signaux pour la mesure et I'actionnement. Un canal microfluidique
traverse la puce. Celui-ci sert a 'acheminement des objets dans la zone dite zone de contrdle,
c’est a dire la ou les objets sont actionnés et/ou la ou des mesures sont effectuées. Enfin, les
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puces sont fermées hermétiquement a I'aide du capot en PDMS (polydiméthylsiloxane). Ce capot
rectangulaire recouvre la puce et possede deux cylindres au niveau de I'entrée et de I'a sortie per-
mettant I'arrivée du fluide et des billes. Les dimensions des puces et le positionnement des pads
et des entrées fluidiques sont identiques a ceux des puces développées a 'EPFL afin d’assurer la
compatibilité avec la plateforme de I'établissement partenaire.

Comme cela a été décrit précédemment, ces puces possedent plusieurs éléments caractéristiques,
tels que les électrodes de centrage pour assurer un positionnement répétable dans le cas de la me-
sure selon une dimension (Figure [3.19), des électrodes barriéres pour conserver une bille unique
dans la zone d'intérét (Figure [3.20), ou des électrodes de détection dans le cas de la mesure dans

le plan (Figure [3.21).
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FIGURE 3.19 Visuel des électrodes de centrage.
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FIGURE 3.20 Photographie des électrodes barriére en utilisation. La force de DEP générée lors de
I'application d’'une tension alternative empéche un objet porté par le liquide de transport de les traverser.

Un exemple de puce fluidique destinée a se rapprocher du dispositif final dans lequel il serait
possible d’effectuer le contr6le en boucle fermée de la position de la bille a I'aide d’'une technologie
intégrée couplant actionnement par DEP et estimation de position par mesure d’impédance est
donné Figure[3.22] A l'intérieur de la puce, 8 électrodes sont disposées en répétition circulaire dans
la zone de mesure, au centre du cercle de résine. Le cercle dessiné dans le canal a un diameétre de
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FIGURE 3.21 Visuel du dessus des électrodes de détection pour I'estimation de position dans le plan. La
multitude d’électrodes (8) permet le choix d’une ou plusieurs paires sensibles a la position de I'objet.

Bille

70 um, et la distance entre 2 électrodes symétriques est approximativement de 50 um . Deux paires
d’électrodes barriéres sont placées respectivement en amont et en aval de la zone de contrdle.

Les électrodes barriéres sont utilisées afin d’isoler un objet. En effet, comme mentionné plus haut,
en raison de linertie inhérente du fluide, il est difficile de pouvoir arréter instantanément le mou-
vement des billes dans le canal. Les électrodes barriéres peuvent étre activées lorsqu’une bille a
passé ces barriéres, et appliqueront une force de DEP suffisante pour empécher un autre bille de
passer. Une fois I'objet présent dans la zone de détection, 4 des 8 électrodes centrales assurent
le piégeage de I'objet. Le piege permet simultanément de maintenir la bille au centre de la zone
de contréle tout en 'empéchant de sédimenter. Le piege, tout comme les électrodes barrieres,
est activé jusqu’a ce que le mouvement du fluide dans la puce soit stoppé. A ce stade, une bille
isolée se trouve au centre de la zone de contrble et est préte a étre utilisée pour obtenir le modéle
d’observation. La mise en situation initiale est alors effectuée. Une fois I'objet isolé, les électrodes
centrales peuvent alternativement assurer les fonctions souhaitées pour I'actionnement et la me-
sure dans la zone de contréle. Le modéle d’observation (étalonnage du capteur) pourra étre obtenu
en déplagant I'objet dans la zone de mesure et en effectuant les mesures d'impédance souhaitées.
Les quatre électrodes précédemment utilisées pour le piégeage peuvent cette fois-ci étre utilisées
pour le contréle actif de position. Elles permettent de déplacer dans le plan I'objet. Associées a une
correction grace a des mesures de position par vision, il est possible d’atteindre toutes les positions
souhaitées dans la zone de contréle. Une fois la position souhaitée atteinte, les électrodes peuvent
étre utilisées en mode mesure.

3.5.2/ Alimentation, controle et connexion des puces
Les puces fabriqguées doivent maintenant étre alimentées et connectées (alimentation fluidique,

électrique, mesure d'impédance, ...). Cette section décrira dans un premier temps I'ensemble des
appareils d’alimentation et de mesure, puis traitera de leur connexion avec la puce fluidique.

3.5.2.1/ Alimentation pour I’'actionnement

Linstrumentation pour I'actionnement comprend :
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Electrodes centrales : actionnement et/ou mesure
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FIGURE 3.22 Photographie de la puce pour la détection 2D. Les électrodes autour de la zone de contrble
pieégent un objet puis peuvent alternativement servir pour I'actionnement par DEP et la mesure
d’'impédance a I'aide du routeur de signaux. Les électrodes barriere ont pour fonction d’empécher un autre
objet de pénétrer dans la zone de controle.

— lalimentation et le contréle fluidique,

— lalimentation et le controle électrique.
Un schéma illustratif de l'instrumentation pour I'actionnement au sein d’'une puce fluidique est
donné Figure

Lactionnement longue distance est fait par actionnement fluidique. Le déplacement du fluide est
contrélé a l'aide d’'un régulateur de pression modele OB1 de la marque Elveflow. Il est muni de
quatre sorties pouvant chacune appliquer une pression différentielle de 2 bars. Compte tenu de
la résistance fluidique des puces (de I'ordre de 10!> Pa.s.m™3 si les canaux sont remplis d’air,
10" Pa.s.m™3 s'il s’agit d’eau), une pression de 2 bars est suffisante pour remplir rapidement les
tuyaux et ensuite faire transiter les objets dans la puce. La vitesse des objets dans la puce peut
étre estimée a partir de la connaissance de la pression appliquée et de la résistance fluidique du
canal.

Le contrble précis des billes est effectué par diélectrophorese a I'aide d’électrodes. Ceci nécessite
plusieurs générateurs de signaux alternatifs afin d’appliquer une force de DEP. Le nombre de po-
tentiels qui doivent étre fixés dépend du type de dispositif expérimental. De nombreuses fonction-
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FIGURE 3.23 Instrumentation pour I'actionnement dans une puce fluidique. Les objets sont acheminés
jusqu’a la zone de détection par actionnement fluidique, ol un contrdle plus fin peut étre exercé par DEP en
utilisant les électrodes en association avec I'instrumentation électrique (certaines images du schéma ont
été empruntées a I'entreprise Elveflow, distributeur de régulateurs de pression).

nalités de guidage et des stratégies complexes de controle étant attendues, un générateur 8 voies
de signaux alternatifs a tension modulable a été développé. Il est composé des éléments suivants :

— une carte de multiplication de signaux développée en interne;

— un génération de signaux DC 8 voies NI-BNC-2110 de chez National Instruments ;

— un générateur alternatif.
D’une part, un signal dont la tension V¢ est fixée est généré par le générateur alternatif. D’autre
part, des tensions continues dont 'amplitude Vl-fﬁc’i, pour i allant de 1 a 8, sont générées au niveau
de la carte NI contr6lée par I'ordinateur. Pour chacune des 8 voies, la tension de consigne VIZC"" est
multipliée a la tension alternative fixe V¢, permettant ainsi de piloter indépendamment 8 tensions

in
analogiques AC selon la relation V' = V¢ x v

3.5.2.2/ Instrumentation pour la mesure par impédancemétrie

Diverses contraintes d’ordre technique sont a considérer pour la mesure d'impédance :

— il est nécessaire de filtrer le bruit de mesure,

— les signaux électriques doivent rester suffisamment faibles et de courte durée afin de ne pas

endommager les objets biologiques,

— lappareil doit étre suffisamment sensible pour mesurer des signaux de faible amplitude,

— l'appareil doit étre en mesure d’injecter un signal AC a la fréquence souhaitée.
A ces contraintes courantes viennent s’ajouter des contraintes liées au caractéere temps-réel des
expérimentations prévues. En effet, 'objectif global de ces travaux de thése, comme énoncé en
introduction, est de fournir une estimation de la position de cellules par I'intermédiaire de mesures
d’'impédance et d’intégrer cette estimation dans une boucle de régulation. La mesure en temps-réel
est donc un aspect essentiel de ces recherches, qui nécessite une attention particuliere puisqu’il
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n’est pas traité dans la majorité des travaux de spectroscopie d'impédance électrique, fournissant
des résultats purement statistiques.

Elactroda
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FIGURE 3.24 Principe d'utilisation de I'impédancemeétre associé au trans-impédance (image empruntée a
I'entreprise Zurich Instruments, fournisseur du matériel).

Lappareil retenu aprés comparatif est le HF2IS de chez Zurich Instruments, associé a un trans-
impédance HF2TA. Le principe d’utilisation de ces appareils est illustré Fig.

Le HF2IS génere une tension d’excitation U,,, directement injectée dans le systeme étudié. Cette
tension induit un courant I;,, qui passe a travers le trans-impédance. Celui-ci retourne en sortie
une tension Uj;, étant une image du courant circulant, avec un gain connu Gy;. Cette tension est
renvoyée vers une entrée du HF2IS pour étre mesurée. Limpédance du systeme est évaluée en
calculant I'expression :

Uout _ Uout
Ln  Gri.Up’

7= (3.1)

Ce type d’appareil est couramment utilisé en spectroscopie d'impédance électrique et possede la
sensibilité requise pour la mesure d’impédance dans les conditions expérimentales spécifiées. |l
permet également I'utilisation d’'une large gamme de fréquences de signaux d’excitation.

Les mesures devant étre a terme exploitées en ligne, il est souhaitable que I'appareil soit muni d’un
dispositif de filtrage en temps-réel, et non en post-traitement. Le HF21S est muni d’'un amplificateur
a détection synchrone (aussi connu sous sa dénomination anglophone « Lock-in amplifer »). Grace
a cette fonctionnalité, le signal est amplifié en entrée, puis multiplié avec celui de la porteuse d’un
oscillateur interne. Un filtre passe-bas, de fréquence de coupure variable, permet alors de réaliser
l'intégration. Lamplificateur a détection synchrone permet donc d’extraire des signaux de faible
amplitude, mais a bande étroite, noyés dans du bruit important.

La constante de temps du filtre passe-bas de I'amplificateur a détection synchrone peut étre réduite
jusqu’a pouvoir obtenir une fréquence d’échantillonnage de 210 x 10% Hz. Il dispose également
d’'un module temps-réel pouvant lancer une boucle de calcul a la fréquence de 10 kHz, et de sorties
analogiques qu’il est éventuellement possible de relier a un appareil pouvant effectuer un traitement
plus rapide (carte PCl, dSPACE...). Limpédancemétre posséde donc les spécificités requises pour
la mesure temps-réel.

3.5.2.3/ Lavision

Dans cette plateforme, la vision est utilisée afin de fournir des mesures servant de référence pour
I'étalonnage de capteurs par impédancemétrie, ainsi que pour fournir une référence nécessaire a



68 CHAPITRE 3. CONCEPTION ET FABRICATION POUR LA MESURE D’'IMPEDANCE

I'évaluation des performances des capteurs développés. Deux étapes sont nécessaires pour fournir
cette référence : étalonner la caméra et déterminer la position de I'objet dans I'image de la caméra.
Létalonnage de la caméra consiste a déterminer la matrice de passage entre un point dans le
repere de la caméra (un pixel) et un point dans un référentiel défini au préalable dans la puce
fluidique. Une fois I'objet détecté dans le repére de la caméra, cette matrice de passage permet
alors de connaitre la position de 'objet dans le repére de la puce. Ces étapes sont réalisées a
I'aide de librairies de traitement d’image : OpenCV (Open source computer vision) et ViSP (Visual
Servoing Platform), cette derniere exploitant elle-méme OpenCV.

(P RCaméra
Caméra

40 pm
[————!

W =M pm = N pixels

49 N B L - Template

FIGURE 3.25 Visuel d’'une puce associé a une illustration de la détection pour I'étalonnage (le défaut
d’orientation sur 'image présentée a été volontairement exagéré).

La Figure illustre le traitement effectué pour I'étalonnage de la caméra. Le repére objet est
orthogonal et défini en unités métriques, il a pour centre le centre de la zone de détection (dans le
cas présent, le centre du cercle de résine) et a pour vecteur des abscisses un vecteur paralléle a
une bordure de canal. 3 mesures par vision permettent I'étalonnage de la caméra :

— La mesure de I'origine du repeére bille,
dans le cas présent le point au centre du cercle. Cela permet de connaitre en pixel la trans-
lation entre les deux repéres.
— La mesure de I'orientation du repére bille,
ici de I'angle de I'axe du canal, 6. Elle permet de connaitre la rotation entre les deux repéres.
— La mesure d’'une distance connue,
par exemple la largeur du canal. Elle permet d’identifier le facteur d’échelle, c’est a dire le
ratio entre une distance dans le systeme métrique et en nombre de pixels.

Lensemble de ces données permet de définir la relation liant les coordonnées mesurées dans le
repére caméra aux coordonnées dans le repére objet :

MEEd e ANl B @2

o et Toum les translations selon les deux axes en pixels

avec SF = % le facteur d’échelle, et T
vers l'origine du repére objet. —y.., est utilisé afin de rendre le repére caméra direct. Une fois
I'étalonnage effectué, il faut déterminer la position des billes. Le tracking présente un temps d'ini-
tialisation important, ce qui présente un inconvénient en raison de la difficulté d’arréter les billes.

La détection sera donc privilégiée. Parmi les différentes méthodes existantes pouvant s’avérer
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intéressantes, on peut notamment citer la détection de cercle précédée d’un traitement de I'image,
ou encore la correspondance de modéle (template matching). Cette derniére consiste a utiliser
une image de référence, en I'occurrence une photographie d’une bille, et de calculer dans I'image
la corrélation entre une zone et 'image de référence. Le lieu sur lequel la correspondance est maxi-
male est retenu comme étant la position de I'objet recherché. Cette derniére technique sera rete-
nue et utilisée dans la région d’intérét (ROI), notamment pour son efficacité malgré des contrastes
assez faibles dans les images. Plus de détails sont disponibles dans la littérature concernant la
correspondance de modéle, et la détection de maniére générale°.

3.5.2.4/ Le World-to-Chip : connexions électriques et fluidiques

Les puces étant fabriquées, les connexions entre la puce dédiée a la manipulation d’objets mi-
crométriques et I'instrumentation de taille macroscopique décrite précédemment doivent étre faites.
Il s’agit du World-to-Chip. Un visuel CAO de la puce et du World-to-Chip, fortement inspiré du de-
sign développé a I'EPFL, est donné Figure [3.26

I II Vis de maintien

Support de la puce

Puce

Connecteur électrique
compliant

Circuit imprimé

Butée de serrage
Connecteur électrique
rigide

Capot en PDMS

Bloc rigide de pression

Tuyau + connecteur
fluidique
Ecrou de serrage

FIGURE 3.26 La puce et le World-to-Chip sous différentes perspectives. Différents éléments sont utilisés
pour fixer la puce et la relier fluidiquement et électriquement a la partie instrumentation.

Au niveau du canal microfluidique, un cylindre de taille Iégérement inférieure a la taille du cylindre
dans le PDMS a été au préalable fabriqué en entrée et sortie du canal, couramment nommés inlet
et outlet. La taille de ces cylindres, de 'ordre du millimétre, rend possible un positionnement manuel
du capot sur la puce. Ceci permet de connecter le microcanal au monde extérieur. Une piéce de
PMMA est montée ensuite sur le capot. Ce connecteur rigide est utilisé afin de pouvoir exercer
une pression sur le capot a 'aide de simple vis. Larrivée de fluide y est reliée par 'intermédiaire
de connecteurs filetés. Enfin, les tuyaux sortant de ces connecteurs sont reliés aux seringues
d’injection. Des butées sont placées entre le circuit imprimé et la piece en PMMA, assurant ainsi
une certaine répétabilité dans la pression de contact appliquée. Cette répétabilité est essentielle
pour que le microcanal soit scellé correctement sans toutefois étre bouché, et pour prévenir un
éventuel endommagement de la puce.

Concernant la partie électrique, les microélectrodes présentes sur la puce possedent une extrémité
de taille millimétrique. Cette extrémité est mise en contact avec un connecteur électrique souple,
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assurant un contact satisfaisant. Ce connecteur est lui-méme monté sur un circuit imprimé, muni
d’un bornier de connecteurs pouvant assurer la liaison avec la partie instrumentation.

3.6/ Acquisition temps-réel des signaux

3.6.1/ Routage des sighaux

Comme énoncé en introduction, I'objectif sur le long terme est de pouvoir utiliser les électrodes
du dispositif a la fois pour I'actionnement par DEP, et pour la détection par impédancemétrie. Il a
également été mentionné plus haut qu’utiliser plusieurs paires d’électrodes permettrait potentielle-
ment d’obtenir une estimation de position plus robuste et sur une plage plus grande dans le cas de
la détection de position dans le plan. Cela implique donc de se munir d’'un appareil permettant a la
fois le switch entre les électrodes et le switch entre les appareils pour la génération et la mesure
des signaux. Les spécifications fonctionnelles pour une telle carte sont les suivantes :

— Bascule actionnement/mesure
La carte doit séquentiellement permettre de passer en mode actionnement et mesure. Ces
fonctions ne sont pas appliquées simultanément afin que I'actionnement ne perturbe pas la
mesure (élévation de température et donc de conductivité) et ne risque pas d’endommager
I'appareil de mesure (tension maximale de 10 V,, en entrée de I'impédancemeétre). Les va-
riations de température étant inhomogénes lors d’'un actionnement par DEP, ce cas de figure
présente une grande complexité pour la résolution, et ne sera pas étudié dans ces travaux.
4 voies sont nécessaires pour I'application des diverses fonctionnalités d’actionnement re-
quises, et 2 pour la circulation des signaux de mesure d’'impédance

— Bascule entre toutes les paires d’électrodes que I'on peut former a I'aide de 8 électrodes (28
paires)
Chaque paire pouvant potentiellement fournir une mesure d’intérét, 'appareil doit étre en
mesure de basculer entre toutes les paires

Et les spécifications techniques sont :

— Nombre de voies réservées a l'instrumentation : 6
4 voies sont nécessaires pour I'application des diverses fonctionnalités d’actionnement re-
quises, et 2 pour la circulation des signaux de mesure d’'impédance

— Nombre de voies réservées pour le routage des signaux : 8
Le design proposé pour I'estimation de position dans le plan comprend 8 électrodes des-
tinées a I'actionnement et la mesure dans la zone d’intérét. Le routeur doit pouvoir adresser
chacune de ces électrodes.

— Tension maximale acceptée par les composants : 15 V,, minimum
Les composants doivent pouvoir supporter les tensions d’actionnement. On souhaite afin
d'obtenir une force de DEP suffisante que ta tension admissible soit de au moins 15 V,,. Il
est a noter que les courants sont extrémement faibles en raison de la forte impédance du
milieu électrolytique, et ainsi qu’aucune spécification concernant le courant n’est requise.

— Temps de bascule : 1 ms maximum
Il est souhaité que le temps de bascule soit suffisamment faible pour effectuer un grand
nombre de mesures dans un laps de temps relativement court. Cette valeur peut étre dis-
cutée au besoin.

— Fréquences de signaux admissibles : jusqu’a 1 MHz
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Signaux de consigne (DI/Os) GUI (C++)

Courant de sortie

Potentiels voie A

Tension d’excitation ~ Aj,

Entrée signaux
instrumentation Sorties vers la puce Entrée signaux Potentiels voie B

Bout
instrumentation

Mesure Routeur de Actionnement
d’impédance signaux local
Signaux AC Signaux AC
0.8 V,,, 500 kHz (8%) -15V, > 15V, 70 kHz
T 1t
. = __,. * Bascule actionnement / mesure
*  Mesure 2 électrodes
Actionnement 2 ou 4 électrodes ( voie A ou voies A&B)
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(a) Diagramme illustratif du fonctionnement.

(b) Photographie.

FIGURE 3.27 Présentation du routeur de signaux. (a) lllustration du fonctionnement : les signaux
d’actionnement et de mesure peuvent étre envoyés vers les électrodes désirées de la puce.
(b) Photographie du dispositif.

Les signaux de mesure étant typiquement de 500 kHz, et d’actionnement de quelques di-
zaines ou centaines de kHz, des signaux de 1 MHz de fréquence doivent pouvoir transiter
dans le routeur.

— Dispositif blindé
Les signaux doivent au mieux étre isolés de toute forme de perturbation afin de garantir la
fiabilité des mesures notamment.
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Une carte répondant aux spécifications a été développée en interne (voir Figure [3.27) en raison
de la spécificité du besoin (rapidité, fortes tensions, nombre important d’électrodes...), rendant le
type de routage non générique introuvable dans le commerce. Celle-ci permet I'application de 2 ou
4 potentiels d’actionnement simultanés, et peut également étre reliée a I'appareil de mesure. Les
signaux d’actionnement et de mesure peuvent étre placés sur 8 voies distinctes. Différents com-
posants assurent qu’aucun signal ne puisse endommager I'appareil de mesure. Les composants
ont été sélectionnés afin d’étre compatibles temps-réel, et ont un temps de réponse inférieur a la
microseconde. La carte est munie d’'un CPLD (circuit logique programmable), permettant d’enclen-
cher la bascule de multiplexeurs internes pour le basculement des voies de la carte. Le CPLD est
piloté grace a 16 bits de programmation. Les signaux de consigne de bascule sont envoyés de-
puis les DI/Os (entrées/sorties numériques) de I'impédancemeétre. Les tensions qu’il est possible
d’appliquer en mode actionnement sont de +/- 22 V,,. La fréquence des signaux admissible est de
20 MHz. Enfin, le boitier et 'ensemble des cables utilisés pour la mesure sont blindés. Les détails
techniques concernant cette carte de routage sont donnés Annexe

3.6.2/ Acquisition

Afin d’estimer la position d’'une bille, I'acquisition des signaux doit pouvoir se faire en temps-réel.
Etudions en premier lieu la chaine d’acquisition des signaux, présentée Figure [3.28]

Gestion du vecteur
des mesures

Position
estimée

Estimateur

Tension filtrée (U;,)

Envoides T
mesures

Amplitude .
tensions Consxglne
bascule Courant [, Tension U;
Module in in
PC Tesn s L Mux LoC HF2TA HF2IS
d’acquisition I
Consigne
mesure T ]
Teot = 2Tesn+ Tp + Tin Tension Uy
4B B T
 Chaine d’acqu.lsmon\
~ desmesures

FIGURE 3.28 Diagramme descriptif de la chaine d’acquisition des signaux de mesure d’impédance.

Le PC, par lintermédiaire d’'un module d’acquisition, envoie une consigne de bascule au multi-
plexeur, le signal d’excitation circule alors au niveau des deux électrodes choisies[ﬂ Une tension
image du courant mesuré est envoyée par le HF2TA vers le HF2IS. Celui-ci filtre le signal a I'aide
de 'amplificateur a détection synchrone. La tension moyennée est alors retournée sous forme ana-
logique vers la carte. Son amplitude est enfin envoyée sous forme numérique vers le PC, pouvant
calculer a partir de cette donnée I'impédance Z entre les électrodes. Le temps de commutation du

1. Dans le cadre de ces travaux, le module d’acquisition est intégré dans le HF2IS. Une formulation plus générique
est donnée ici car I'envoi des mesures vers le PC est lente et pourra étre optimisée dans des travaux ultérieurs, a travers
I'utilisation d’une carte de type PCI ou dSPACE par exemple.
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multiplexeur est supposé négligeable. Deux actions a durée fixée par la technologie interviennent :
la communication entre le PC et la carte Ty, et 'envoi de la consigne de bascule depuis la carte
vers le multiplexeur Tp. La durée de mesure T,, est quant a elle fixée par I'opérateur. Celle-ci est
égale a deux fois la période d’intégration du filtre 7; : T,, = 2T; afin de s’assurer que le signal intégré
soit sur toute sa durée celui de la derniere voie sélectionnée.

Le fait que les mesures soient multiplexées peut poser un inconvénient notable qui est que
l'impédance mesurée par chaque paire se fera pour des positions différentes si I'objet est en
mouvement. Afin d’obtenir une estimation correcte, il faut que toutes les mesures d’un vecteur
des mesures donné soient fournies pour une position que I'on peut considérer comme constante.
Autrement dit, la dynamiqgue d’acquisition des mesures doit étre grande devant celle de I’objetﬂ
Lopérateur peut jouer sur la période d'intégration du filtre, comme illustré Figure [3.29] de fagon a
ce que le vecteur des mesures soit acquis dans une période suffisamment courte comparé a la
dynamique de I'objet (temps total de transit 7;,; négligeable), avec toutefois la limite imposée par
la technologie pour le transit des signaux. La robustesse apportée par le nombre de mesures est
toutefois diminuée par I'amplitude du bruit apportée par une période d’intégration du signal plus
faible. Il est également possible d'utiliser une méthode d’estimation tenant compte du caractere
séquentiel des mesures, ce point sera abordé dans le dernier chapitre.

Teor

’ Limitations technologiques ‘ Intégration du signal

2T¢sn Ty T 2T; T

Grand nombre de mesures Faible nombre de mesures
Bruit de grande amplitude Bruit de faible amplitude

FIGURE 3.29 lllustration de la période d’acquisition d’un signal de mesure.

3.7/ Présentation de la plateforme finale

Les divers éléments de la plateforme, qu’il s’agisse de l'instrumentation, du World-to-Chip ou des
puces fluidiques, ont été congus, fabriqués et assemblés. La Figure donne un visuel du
développement de la partie macroscopique (le dispositif d’actionnement motorisé présenté sec-
tion|[3.3.3|n’y figure pas afin de faciliter la visualisation). La plateforme répond aux différentes fonc-
tions spécifiées en début de ce chapitre, a savoir la possibilité de fournir un support matériel capable
d’effectuer des mesures d’'impédance reproductibles lorsqu’une bille microscopique se trouve dans
la zone de détection.

Les puces ont été fabriquées et intégrées a la plateforme a I'aide du World-to-chip, comprenant
les divers éléments électriques et fluidigues montrés Figure permettant la connexion entre
le micromonde et I'instrumentation. La puce est montée sur le circuit imprimé. Lui-méme est relié
a linstrumentation a travers 12 cables pour I'envoi de signaux d’actionnement et de mesure. Le

2. Par exemple, pour un dispositif de détection 1D utilisé dans des expérimentations a I'EPFL, la dynamique d’acquisi-
tion de 10 kHz est suffisante pour un échantillon se déplagant & une vitesse approximative de 800 wm/s (voir Figure [4.9]
dans le chapitre suivant). Le déplacement entre deux mesures est donc approximativement de 80 nm, soit 1 % du
diamétre de I'objet. Pour un dispositif comprenant plusieurs paires de mesure, 'ensemble des mesures doit pouvoir étre
obtenu dans une période suffisamment faible pour que le déplacement de I'objet puisse étre supposé négligeable.
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capot de PDMS surplombé du connecteur en PMMA sont reliés a des seringues dans lesquelles
sont placés les objets, mélangés au liquide. Elles-mémes sont reliées au régulateur de pression.

Sur la Figure[3.304] il est possible de distinguer la partie instrumentation. Un microscope sur lequel
est montée une caméra permet la visualisation du dispositif ainsi que I'enregistrement d’'images,
pour I'étalonnage notamment. Des platines de positionnement (3 axes) permettent le positionne-
ment de la zone d’intérét du dispositif au niveau du focus du microscope. Le régulateur de pression,
les générateurs de signaux et I'impédancemetre sont également présents pour I'actionnement et la
mesure. Un PC (non visible sur I'image, processeur intel core i5) permet le traitement des données.
Lensemble de la plateforme est placé sur une table isolée afin qu’aucune vibration ne perturbe les
mesures.

,,,,,,,,,,,,,, Seringues d'injection
Caméra
Puce et World-to-Chip
Générateur DC 8 voies
== Routeur de signaux
= Générateur AC 8 voies

= Impédancemétre

Cable électrique

Puce capotée

Butée de serrage

Raccord fluidique
+tuyaux

Circuit imprimé

(a) Visuel global. (b) Zoom sur le World-to-Chip.

FiGURE 3.30 La plateforme expérimentale développée. (a) Visuel global de la plateforme : la puce et le
World-to-Chip sont reliés a 'ensemble de l'instrumentation : caméra, microscope, régulateur de pression,
générateurs de signaux, impédancemeétre. (b) Zoom vers le World-to-Chip : la puce est reliée fluidiguement
et électriquement a I'instrumentation en vue d’effectuer les expérimentations.

3.8/ Conclusion

Dans ce chapitre, la conception et la fabrication d’une plateforme de détection de position
par impédancemétrie d’objets micrométriques dans une puce fluidique ont été présentées. Les
procédés de fabrication des puces ont été décrits. Celles-ci s’intégrent au reste de la plateforme a
travers les interconnexions fluidiques et électriques du World-to-chip, et sont reliées a une instru-
mentation compléte d’actionnement et de détection, qui peut étre pilotée avec I'intermédiaire d’un
PC. Gréace aux choix énoncés dans ce chapitre cette plateforme est capable de fournir des me-
sures d’'impédance en temps réel. Un positionnement précis et reproductible des billes permettra
de mener a bien I'étalonnage du capteur et d’évaluer la pertinence de cette approche de détection
de position par impédancemétrie. Ce capteur doit maintenant étre étalonné a I'aide de la mesure
de position par vision, ce qui est 'objet du chapitre suivant.



Chapitre 4

Modele de la variation d’impédance

Dans le chapitre précédent, la plateforme développée a été présentée. Cette plateforme comprend
les puces dans lesquelles vont transiter les billes, ainsi que divers moyens d’actionnement et de
détection nécessaires pour les expérimentations. Ce chapitre est dédié a I'obtention du modele
liant 'impédance a la position d’'une bille dans la zone de détection, qui sera qualifi¢ de modéle
direct (voir Figure[4.1). La définition théorique du modeéle direct y est formulée, celui-ci sera ensuite
identifié pour plusieurs capteurs a 'aide de la plateforme et de simulations.

Position de la bille Impédance
— Modele direct —»Z
p

FIGURE 4.1 Objectif de ce chapitre : construction d’'un modéle permettant le calcul de 'impédance en
fonction de la position de la bille.

Ce modele pourra, dans le chapitre suivant, étre inversé (obtention du modéle inverse) dans le but
de contribuer a I'estimation de la position de billes a partir de mesures d'impédance.

4.1/ Définition de I'impédance du systeme

Des puces fluidiques comprenant plusieurs géométries et configurations d’électrodes, dans les-
quelles transiteront des billes en polymeére, ont été développées. Par des mesures d'impédance,
I'objectif est de déterminer la position d’'une bille dans ces puces. Ces impédances sont déduites
en fixant la tension entre deux électrodes, en mesurant le courant puis en calculant le quotient
tension/intensité. La fréquence des signaux d’excitation est fixe et de f = 500 kHz afin de limiter
les effets capacitifs de la double couche, comme décrit plus loin. La méthode reste compatible
avec l'utilisation de cellules car celles-ci conservent un comportement électrique isolant a cette
fréquence (membrane non court-circuitée).

4.1.1/ Hypotheses
On considére un dispositif composé d’'un milieu salin conducteur purement résistif de parametre

(o), de N électrodes servant a la mesure et d’'une bille dont la position doit étre estimée, comme
illustré Figure Dans un premier temps, nous considérerons le cas général, pour lequel la
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FIGURE 4.2 lllustration du systéme étudié. On considére un milieu fluidique purement résistif dans lequel se
trouvent une bille d'impédance infinie se déplagant dans la zone de mesure et N électrodes.

géométrie et le positionnement des électrodes est quelconque. Différents éléments peuvent influer
sur 'impédance mesurée par l'instrumentation de mesure :

Les propriétés électriques du milieu électrolytique : elles influent sur 'impédance mesurée,
et présentent également une dépendance a la température, qui peut varier au cours des
expérimentations.

La position de la bille : la bille est un isolant électrique qui par définition a des propriétés
électriques distinctes de celles du milieu électrolytique, et donc sa position a une influence
sur 'impédance mesurée.

Limpédance de la double couche : les effets de la double couche peuvent étre modélisés
par une résistance et une capacité en série par rapport au milieu de mesure (milieu
électrolytique et bille). Les effets sont majoritairement capacitifs.

Les pertes au niveau du circuit imprimé : 'impédance entre deux voies du circuit imprimé
peut étre représentée par une capacité et une résistance en paralléle entre deux voies du
circuit (ou entre une voie et le plan de masse). La résistance entre deux voies du circuit
imprimé étant grande (supérieure a 10 MQ dans le cas présent), les pertes peuvent étre
modélisées par une capacité.

Les pertes au niveau de la carte de routage : il s’agit de pertes par diaphonie (ou crosstalk),
dont 'amplitude dépend des composants utilisés, et est fournie par le fabricant. Ces pertes
augmentent entre autres lorsque la tension admissible du composant augmente.
Lactionnement : les différentes formes d’actionnement comme la force de DEP ou I'action-
nement fluidique peuvent engendrer des variations de la température du milieu, ce qui a une
influence sur la mesure.

Dans toute la suite les hypothéses suivantes seront faites :

Limpédance de la double couche est négligeable : cela s’explique par le fait que la résistance
de la double couche est faible devant celle du milieu électrolytique, et que sa capacité est
supposée court-circuitée a la fréquence du signal d’excitation. Dans la réalité, ces valeurs ne
sont pas strictement nulles. Etant en série par rapport au milieu de mesure, cette impédance
peut étre évaluée en se basant sur la littérature27:138 et soustraite a I'impédance mesurée.
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— Le milieu électrolytique est purement résistif : les milieux électrolytiques utilisés en
impédancemétrie présentent une forte conductivité. On considére qu’a 500 kHz les effets ca-
pacitifs dans la zone d'intérét sont négligeables. Limpédance mesurée ne dépend donc pas
de la permittivité diélectriqgue du milieu. A titre informatif, des simulations (non présentées
ici) estiment le rapport entre la partie réelle et imaginaire de I'impédance de I'ordre de 500
pour le systeme étudié a la fréquence de signal d’excitation de 500 kHz.

— La conductivité est homogéne dans la zone de détection : la dissipation de chaleur a I'échelle
d’'une puce fluidique est importante, et cette hypothése se vérifie en I'absence d’actionne-
ment. Toutefois, la DEP crée un échauffement non homogéene du milieu. Ce type d’action-
nement est donc incompatible en simultané d’une mesure d'impédance.

— Les pertes au niveau du circuit imprimé sont négligeables : on suppose le circuit et les
divers connecteurs dimensionnés pour se placer sous cette hypothése. Limpédance entre
deux voies peut étre mesurée en I'absence de puce et de la carte de routage au préalable
afin de vérifier la validité de cette hypothése.

— Les pertes par diaphonie sont négligeables : les composants internes de la carte de routage
sont supposés dimensionnés de maniére a ce que les pertes soient faibles en comparaison
du signal qui transite dans le circuit (haute impédance entre les voies). Limpédance entre
deux voies peut étre mesurée en I'absence de puce et du circuit imprimé au préalable afin
de vérifier la validité de cette hypothese.

Ces différentes hypothéses seront considérées pour le développement analytique, dans les simu-
lations, et pour la validation de concept dans la partie expérimentale.

4.1.2/ Influence relative des parametres sur I'impédance

Dans cette partie, I'objectif est de mettre en évidence l'influence du modéle de variation de conduc-
tivité vis-a-vis du modéle d’intérét permettant de remonter a la position de I'objet. On se base pour
cela sur des simulations numériques a 'aide d’'un modéle éléments finis du capteur 2D développé
dans le chapitre précédent (voir dessin Tableau [4.). Trois simulations sont réalisées : la premiere
consiste a faire une mesure de I'impédance en I'absence d’objet pour une conductivité donnée.
Dans la seconde simulation, un objet isolant est introduit au centre de la zone de mesure (la ou
son influence est maximale sur la variation d’'impédance). Enfin dans la derniére, la conductivité est
modifiée de fagon a modéliser une élévation de température de 5°C (avec une variation de conduc-
tivité de 2 %/°C), et 'impédance est mesurée en I'absence d’objet. On se base sur une simulation
numérique (voir Tableau [4.1). Pour ce cas, la présence de I'objet modifie de 0,33 % la valeur de
l'impédance, tandis que pour le changement de température la modification est de 17 %, soit un
ratio de 50 environ.

En conclusion, le signal d’intérét, c’est-a-dire la variation d'impédance induite par la présence
d’'une bille dans la zone de détection, présente des variations faibles en comparaison des varia-
tions induites par un changement de température extérieure. De surcroit, une variation locale de
quelques dixiemes de degrés est suffisante pour fausser le modéle lié a la position dans une zone
de détection de quelques dizaines de micrometres. La formulation du probléme direct doit donc
tenir compte de la dérive thermique. Cela est fait en définissant I'impédance entre deux électrodes
comme étant dépendante de la position de I'objet et de la conductivité :

Z=Z(p,0) (4.1)
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Simulation n° Présence de I'objet Température Impédance
1 non 293 K 121,74 kQ
2 oui 293 K 122,15 kQ
3 non 298 K 110,67 kQ

TaBLE 4.1 Compte-rendu des simulations effectuées concernant l'influence relative des deux variables sur
l'impédance du systeme.

4.1.3/ Formulation générale de 'impédance du systeme

Limpédance mesurée dépend donc de la conductivité du milieu G et de la position de la bille dans la

zone de détection p (voir illustration Figure . On considere deux électrodes E; et E;. On définit
lindice :

m= (= )P (V=)= 1)1

3 (4.2)

avec N le nombre d’électrodes, i et j des entiers positifs distincts avec j > i, de sorte que I'en-
semble des impédances entre les paires Z™(p,G) soit ordonnée pour m entier appartenant a
[1,M]. On obtient ainsi le vecteur de mesure suivant :

r Z'(p,0) < mesure des électrodes 1,2
Z*(p,o) < mesure des électrodes 1,3
ZN=1(p,0) < mesure des électrodes 1,N
N s
Z(p,0) = Z"(p,0) < mesure des électrodes 2,3 (4.3)
Z"(p,0) < mesure des électrodes i,]
N(N-1) .
| Z7 2 (p,0) < mesure des électrodes (N-1),N
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FIGURE 4.3 Schéma équivalent simplifié du systéme. Limpédance du milieu peut étre modélisée par une
résistance variable, dont la valeur dépend de la conductivité et de la position de la bille.

Dans toute la suite, la valeur de I'impédance en I'absence de bille Z"(p,c) sera dénommée
baseline :

Z"(p = pe,0) = Z"°(0) (4.4)

ol p.. désigne (abusivement, dans un souci de légereté des notations) toutes les positions suffi-
samment éloignées de la zone de mesure de sorte que I'impact de I'objet sur la mesure peut étre
négligé.

Dans les parties suivantes, I'objectif est de déterminer l'influence relative de la position de la bille
p et de la conductivité ¢ sur I'impédance.

4.1.4/ Formulation du modeéle direct

Le milieu électrolytique étant supposé purement résistif, et la bille étant un isolant parfait, chaque
impédance est inversement proportionnelle a la conductivité. Ainsi, il est possible de formuler les
baselines et impédances mesurées en introduisant la conductivité normalisée 690 permettant la
séparation des variables position et conductivité :

7"0(c) = %z’"ﬂ (o) (4.5)

Z"(p,0) = %Z’"(p,co) (4.6)

avec Gy une conductivité quelconque fixe. S’agissant d’'une hypothése forte, celle-ci devra étre
vérifiée expérimentalement.

La méthode proposée ici afin de s’affranchir du signal non dépendant de la position et de
la dépendance dans la conductivité est une extension de la méthode classique de mesure
différentielle. La méthode classique propose d'utiliser deux paires d’électrodes, la premiére servant
a recueillir un signal Z™ notamment lorsque 'objet est présent, la seconde servant de référence
79 Les deux signaux sont soustraits de maniére a obtenir la variation d'impédance due & la bille
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7™ —7™0_ Ainsi le signal de sortie n’est plus soumis aux larges dérives induites par un changement
de conductivité. Ainsi I'impédance mesurée Z"(p,G) peut se mettre sous la forme suivante :

Zm(p76) = %Zm(p760)
7" (p, 7zm.0
— %Zm’O(Go) |:1 4 (pZ(i(')'-)O(GO) (60)] (4_7)
z"(p,c)  =2"%(0)[1+6u(p)]
avec 0, (p) = %ﬁgw Une illustration des fonctions ¢, est donnée Figure Ces fonc-
tions représentent, pour chaque paire m d’électrodes, la variation relative de I'impédance en fonc-

tion de la position quelle que soit la conductivité du milieu électrolytique. Chaque paire possede
son propre modéle en fonction de la géométrie et de la position des électrodes utilisées.

VA D,
7?2 @,
4 4
z3 Dy
Z o
Temps Temps

FIGURE 4.4 lllustration des variations temporelles d'impédance dues a la position de la bille pour plusieurs
paires de mesures : impédance (a gauche) et variation relative d'impédance (a droite) a conductivité fixe.

Dans I'Equation la formulation donnée est le produit d’'une fonction dépendant uniquement
de la position, et d’'une autre dépendant uniquement de la conductivité. Grace a cette séparation
des variables, le modéle analytique lié a la conductivité est dissocié du modeéle lié a la position.
Ce dernier pourra ainsi étre identifié expérimentalement et indépendamment de la conductivité
d’étalonnage, ce qui sera fait dans les sections qui suivent.

4.2/ ldentification du modele direct de position pour un cas 1D

Lobjectif de cette section est d’exploiter les méthodes d’estimation développées dans les sec-
tions précédentes afin de valider expérimentalement la possibilité de détecter la position par
impédancemétrie en 1D. Le modele de variation d'impédance est défini comme étant dépendant
de deux variables : la conductivité et la position de I'objet, et est décrit par la fonction Equa-
tion Le modele de variation d'impédance en fonction de la conductivité, décrit par la fonction
7"0(c) (Equation , est défini comme linéaire en é On cherchera ici & mettre en évidence la
dépendance a la position de I'impédance, définie par la fonction 1+ ¢,,(p).

Ces expérimentations ont été menées au département LMIS4 de 'EPFL, avec mise en com-
mun du savoir-faire et du matériel. Le dispositif expérimental est composé d’'une puce microflui-
dique (voir Figure [4.5), et de la plateforme comprenant les unités d’actionnement et de détection
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décrites dans le chapitre précédent. Les canaux de la puce font respectivement 40 um de largeur et
20 um d’épaisseur. Les électrodes en croix présentées dans le chapitre précédent sont exploitées
pour la détection. Les motifs terminaux des électrodes servant a la détection sont inclus dans un
carré de 40 um de c6té, et ont un espacement de 80 um . Celles-ci sont alimentées avec un signal
alternatif de 1,6 Vpp a une fréquence de 500 kHz. Des électrodes sont utilisées pour assurer le
centrage des objets et ainsi la répétabilité des mesures. Les potentiels appliqués sur les électrodes
sont des signaux sinusoidaux en opposition de phase d’amplitude 23 Volts pic a pic, avec une
fréquence de 70 kHz. Lunité de détection vise a détecter la position des billes.

<|
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Electrodes de centrage
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Electrodes de centrage

détection
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x
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FIGURE 4.5 Photographie illustrée de la puce. Lactionnement fluidique guide les billes dans le canal et les
électrodes de centrage par DEP les centrent dans la section du canal. La position des billes est détectée
par des mesures d’'impédance (dans la zone de détection).

Dans cette expérience, on suppose que le temps de parcours des billes entre le centre de chaque
électrode de détection est d’environ 100 ms. Ceci permet de fixer le taux d’échantillonnage a
10.10% Hz, et la constante de temps du filtre passe-bas du spectroscope d'impédance & 70 us.
Pour étalonner le capteur de position, la caméra sera utilisée. Une solution conductrice (G = 1 S/m,
€ = 80) et des billes d'impédance supposée infinie (Estapor, 8,7 um de diameétre) sont choisies. La
puce est remplie de la solution de PBS dilué dans laquelle des billes sont injectées. La concentra-
tion en billes dans le milieu est d’environ 10 billes par millilitre. Celles-ci sont déplacées a l'intérieur
de la puce par le liquide électrolytique.

En l'état, la plateforme est en mesure de fournir des mesures du milieu dans lequel les billes
traversent, centrées dans la section du canal, la zone de mesure. La détection peut alors étre
effectuée.

4.2.1/ Extraction des signaux

Limpédance Z'(p,o) entre les électrodes de détection est mesurée et le résultat est présenté
Figure[4.6al Deux phénomeénes peuvent étre observés sur cette figure : (i) il y a une dérive du signal
mesuré et (ii) des pics de magnitude élevée, correspondant a la présence de billes ou d’impuretés
entre les électrodes de mesure, sont présents. La dérive est principalement due a un changement
de conductivité qui est, entre autres causes, di au changement de température produit par les
actionneurs. La chaleur modifie la conductivité du milieu, ce qui modifie la valeur de la baseline
VAR ()]

Lobjectif de cette section est, a partir des mesures fournies par la paire d’électrode, d’identifier les
grandeurs suivantes :
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(a) Signal mesuré et évaluation de la baseline. (b) Variation relative d'impédance 01 (p).

FIGURE 4.6 Extraction en temps réel du signal d’intérét. (a) Le signal mesuré Zl(p,G) est filtré et seuillé en
temps-réel pour obtenir la baseline Zlvo(c) en appliquant une médiane glissante. (b) La variation relative de
Iimpédance est évaluée en temps-réel.

— Lamplitude de la baseline Zlvo(c) . il s’agit de la partie du signal dépendante de la conduc-
tivité, qui doit étre identifiée afin de déterminer la partie dépendante de la position. Comme
mentionné précédemment, Z'*(c) sera ici évaluée par un simple filtrage. La valeur filtrée
du signal Z! (p, o) est égale & la baseline Z'*(c) en 'absence de bille. Lorsqu’une brusque
variation est détectée, on considere qu’une bille est présente, et la derniere valeur connue
de la baseline est enregistrée et considérée durant I'estimation de la position de la bille. II
s’agit d’'une solution valide sous I'hypothése que le temps de passage d’une bille est suffi-
samment faible pour que la dérive n’ait pas un impact notable, ce qui est vérifié ici (durée de
passage de 100 ms environ) :

z'(o,p) = Z"(0)(1+¢1(p)) = Z"(c0)(1+0:1(p)) = Z'(p) (4.8)

Le type de filtrage utilisé est une médiane glissante appliquée au signal Z!(p,c). Cette
méthode s’apparente a un filirage passe-bas et résiste aux événements rares, a savoir la
variation d’impédance induite par les passages de billes. De plus, la médiane glissante peut
automatiquement étre arrétée pendant la détection d’'un pic afin de minimiser les erreurs
d’estimation. La période d’intégration de la médiane glissante doit étre suffisamment faible
pour que la dérive n’ait pas fait évoluer I'impédance de maniére significative, et élevée par
rapport au temps de passage des billes et du bruit. Une médiane glissante de 100 ms est
appliquée sur le signal mesuré Z! (p,0), permettant d’obtenir la baseline Zl’o(c). Il est ainsi
possible de reconstruire ¢;(p) grace a 'Equation On peut remarquer que ce filtrage ne
nécessite que I'obtention d’'informations sur les valeurs précédemment mesurées et qu’il est
donc compatible avec le traitement du signal en temps réel.

— La variation relative de I'impédance ¢;(p) due a la présence d’'une bille : & partir de ce
signal a dérive compensée (Figure , un seuil est défini sur ¢;(p) au-dessus duquel
une bille est considérée comme présente. Lévaluation de la baseline a I'aide de la médiane
mobile est ensuite arrétée jusqu’a ce que la bille quitte la zone de détection (c’est-a-dire
que Z' diminue en dessous du seuil donné). Les billes détectées sont indiquées Figure[4.6b]
par les triangles. On peut remarquer une petite déviation sur les amplitudes maximales
pour deux billes différentes. Cela peut étre dii a une erreur entre la baseline réelle et la
baseline mesurée, a une variation de I'altitude des billes dans le canal ou a des impuretés.
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En particulier, le pic de faible amplitude a t=2,6 s est d0 au passage d’une impureté, visible
sur I'enregistrement vidéo.

— Le bruit de mesure : le bruit de mesure est extrait pour son étude dans les zones ou aucune
bille ou impureté n’est détectée.

Les signaux étant extraits, il est maintenant possible d’utiliser des données expérimentales pour
l'identification de différents parameétres.

4.2.2/ Analyse du bruit de mesure

Les caractéristiques du bruit de mesure dépendent de nombreux paramétres tels que I'environne-
ment extérieur, le cablage... et tout particulierement de la période d’intégration de I'amplificateur
a détection synchrone pour cette plateforme particuliere. On en donne ici les caractéristiques
pour notre systéme, avec les réglages de I'amplificateur mentionnés plus haut. Pour identifier
expérimentalement le bruit, 'impédance du milieu est mesurée pendant une période supposée
suffisamment longue pour obtenir des données statistiques fiables, dans notre cas cette valeur
est de 30 s. La valeur moyenne du bruit est calculée et soustraite du signal (voir encadré de la
Figure . A partir de ce bruit de mesure, 'écart type est évalué comme présenté Figure Il
s’avere que le bruit a une distribution gaussienne avec un écart type de Sz = 14,5 Q.
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FIGURE 4.7 Distribution du bruit de mesure pour les expérimentations menées a 'EPFL sur le dispositif 1D.
La moyenne du signal mesuré a été soustraite, et I'écart-type calculé est de 14,5 Q. Amplitude du signal
d’excitation : 1.6 V,,,, vitesse d’échantillonnage : 10.10% Hz, constante de temps du filtre passe-bas du
spectroscope d’'impédance : 70 us.

4.2.3/ Analyse de la dérive

La dérive du signal est quantifiée par le calcul de la variation d'impédance de la baseline en fonc-
tion du temps, et présenté Figure La forme de la courbe ne présente pas de comportement
prédictible. La dérive moyenne est importante est de -29 Q.s~!. Cette valeur négative conséquente
s’expliqgue notamment par les deux sources d’actionnement : la DEP et |a vitesse du fluide, créant
un échauffement global du milieu électrolytique. La DEP crée un échauffement local important
par effet Joule. Les mouvements du fluide quant a eux créent un échauffement par frottement sur
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l'intégralité des parois. Enfin, 'amplitude de la dérive de quelques dizaines de ohms par seconde,
comparativement au temps de passage d’une bille de 100 ms environ, est acceptable pour la fiabi-
lit¢ des mesures, comme indiqué dans les protocoles d’étalonnage.

20

Dérive
= = = Moyenne

Dérive (Q/s)

-100 : .

Temps (s)

FIGURE 4.8 Quantification de la dérive thermique au cours de I'expérimentation pour le cas 1D (un filtrage
passe bas a été appliqué a la baseline dont cette courbe présente la dérivée). La présence de plusieurs
sources d’actionnement, d’amplitudes élevées, crée une forte dérive thermique induisant une variation
moyenne de I'impédance mesurée de -29 Q.s~!.

4.2.4/ Modele direct

On définit la fonction ¢¢, correspondant a la variation relative d’'impédance par rapport a la position
de la bille obtenue par étalonnage. Il s’agit de I'étalon qui servira de référence. Pour identifier la
fonction ¢, le capteur proposé est étalonné. Létalonnage consiste a déterminer la dépendance
entre I'impédance mesurée et la position d'une bille. Le spectromeétre d’'impédance fournit une
mesure d’'impédance en fonction du temps. La position d’'une bille en fonction du temps est estimée
par un capteur de position externe supplémentaire (dans ce cas : une caméra). Cette caméra n’est
nécessaire que pour la phase d’étalonnage, qui est effectuée une seule fois, hors ligne. La période
d’échantillonnage de la caméra étant inférieure a celle du spectroscope, les positions obtenues
de la caméra sont interpolées de maniére a ce que la période entre deux mesures d'impédance et
deux mesures de position avec la caméra soient égales. Les positions en fonction du temps fournies
par la caméra et les mesures d’'impédance en fonction du temps fournies par le spectroscope
d’'impédance sont ensuite corrélées pour obtenir 'impédance en fonction de la position, comme
présenté Figure La variation d’impédance obtenue expérimentalement est lissée a l'aide d’un
filtre passe-bas a phase zéro et les valeurs sont interpolées. Ces données servent a définir la
fonction ¢ du modele direct, qui est enregistré et sera réutilisé pour I'estimation.

Il est a noter que la forme de la courbe est semblable a celles obtenues en simulation. En revanche,
la courbe filtrée n’est pas parfaitement symétrique. Cela peut s’expliquer par une légére erreur de
filtrage, d’estimation de la baseline, par une force de DEP exercée lors de la mesure ou encore par
une sédimentation de la bille.
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FIGURE 4.9 Définition de la fonction ¢¢, modele de variation relative d’impédance en fonction de la position,
par étalonnage. Les données fournies par 'impédancemeétre et la caméra sont corrélées, puis filtrées et
interpolées pour la définition de la fonction.

4.3/ ldentification du modele direct de position pour un cas 2D

Dans la section précédente, la possibilité de détecter expérimentalement une variation d'impédance
lors du passage d’'une microbille a été démontrée. Le modele de la variation relative d’'impédance,
indépendant de la conductivité, a de plus été identifié, ainsi que d’autres paramétres tels que le
niveau de bruit et de dérive. Cette preuve étant établie, I'objectif de cette section est de décrire un
travail visant a se rapprocher d’'un capteur de position, pour lequel la connaissance du modéle de
variation d'impédance doit étre connu selon les deux axes du plan. Cette partie a été exclusivement
effectuée au laboratoire FEMTO-ST.

Lobjectif de cette section est de mettre en évidence la réponse du capteur selon deux axes, a
altitude constante. Obtenir le modeéle de cette variation en fonction de la position, puis tester la
réponse pour une trajectoire donnée nécessite une évolution de la méthode d’actionnement par
rapport au cas 1D. Pour le dispositif 2D, un bassin microfluidique de 70 um de diametre et de
20 um de hauteur dans lequel se trouvent 8 électrodes (cercle inscrit aux électrodes de 50 pum),
un milieu liquide de conductivité ¢ = 1 S/m et un objet sphérique isolant de 8 um de diameétre
sont considérés. Figure on rappelle le design du dispositif 2D développé dans le chapitre
précédent. On rappelle également que deux dispositifs ont été développé pour le cas 2D : un banc
d’essai a actionnement motorisé et un dispositif fermé avec actionnement par DEP. La procédure
d’identification sera décrite pour chacun d’eux.

Comme mentionné dans le chapitre précédent, on utilise pour cette étape des moteurs afin de
déplacer une bille fixée au préalable au bout d’une pointe. Lobjectif est, pour la premiere campagne
de mesures, de s’affranchir d’éventuels bruits liés a l'utilisation de la DEP associée a la procédure
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Electrodes centrales : actionnement et/ou mesure
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FIGURE 4.10 Visuel du dispositif de détection 2D.
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FIGURE 4.11 Visuel de la plateforme avec zoom sur la puce et illustration des connections avec la partie
instrumentation de mesure.
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d’étalonnage proposée en milieu fermé. La puce est cette fois-ci ouverte afin de rendre possible
I'approche de la pointe. Le principe d'utilisation des moteurs est présenté Figure[4.11] Les moteurs,
permettent le déplacement de la bille selon les trois axes jusqu’a la zone de détection. Le méme
échantillonnage que pour le cas 1D est utilisé (taux d’échantillonnage a 10.10% Hz, et la constante
de temps du filtre passe-bas du spectroscope d'impédance a 70 us) afin de pouvoir comparer la
dérive et le bruit.

Comme pour le dispositif 1D, le banc d’essai pour la détection en 2D avec actionnement par DEP
se fait en milieu fermé. Cette configuration tend a se rapprocher d’un dispositif microfluidique fonc-
tionnel dans lequel les billes transitent par le biais des canaux. Des électrodes barriére sont placées
en amont et aval de la zone de détection située au centre de I'image, et servent a isoler une bille.
A l'aide du générateur de signaux électriqgue congu pour I'actionnement local, le potentiel sur les
électrodes barriére est fixé a +/- 5V, a partir du moment une bille est en approche de la zone
de détection a l'aide du fluide. A compter de ce moment, plus aucune bille ne peut traverser les
électrodes barriere. Lorsque le fluide a déplacé la bille jusqu’aux électrodes centrales, le mode
piege est activé afin que celle-ci soit piégée au centre de la zone de détection. Le potentiel fixé sur
les quatre électrodes servant au piége est alternativement de +/- 5V ,,. La force de DEP générée est
ainsi suffisante pour maintenir la bille en lévitation et empécher son adhésion aux parois. Linertie
du fluide, induisant un débit constant, est enfin compensée par I'application d’'une pression depuis
la sortie du dispositif.

4.3.1/ Analyse du bruit de mesure
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FIGURE 4.12 Distribution du bruit de mesure pour les expérimentations menées a FEMTO-ST sur le
dispositif 2D. La moyenne du signal mesuré a été soustraite, et I'écart-type calculé est de 41,5 Q.
Amplitude du signal d’excitation : 1.6 V,,,,, vitesse d’échantillonnage : 10.10° Hz, constante de temps du
filtre passe-bas du spectroscope d'impédance : 70 ps. Lécart-type du bruit montre une dépendance a la
paire d’électrode utilisée.

Le bruit de mesure est caractérisé de maniere identique que pour le cas 1D, et les résultats sont
présentés Figure[4.12] Deux cas sont présentés, le cas de deux électrodes proches, adjacentes et
le cas de deux électrodes éloignées, en opposition. On constate que I'écart-type de la distribution
du bruit differe entre les deux paires d’électrodes. Sa valeur est en effet de Sz = 23,4 Q pour les
électrodes adjacentes, et Sz = 41,4 Q pour les électrodes en opposition.
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Cette variabilité s’explique par le fait que le signal d’entrée de I'appareil de mesure est l'intensité
du courant électrique. Si I'on considéere une perturbation aléatoire d’amplitude moyenne fixe dans
le temps &7 venant s’ajouter au signal d’entrée, cette perturbation aura plus d’'importance vis-a-vis
de l'impédance calculée étant donnée la relation Z = % Il est également intéressant de noter
que le bruit mesuré sur l'intensité du courant est supérieur a celui qui avait été mesuré pour le cas
du dispositif 1D lors des expérimentations a I'EPFL. Bien que les causes de ce bruit ne soient pas
clairement identifiées, cela met en évidence que le lieu des expérimentations et notamment son
isolation face aux ondes électromagnétiques est un critere important.

4.3.2/ Analyse de la dérive

Comme précédemment, le signal est mesuré afin de caractériser la dérive. Les courbes sont
données Figure Figure , la baseline Z4’O(G), correspondant au signal filtré par médiane
glissante de période 100 ms, est déduite. On constate que comme pour le cas 1D, malgré le filtrage
du bruit de mesure, la baseline présente des variations basse fréquence non négligeables. La va-
riation de la baseline, permettant de quantifier la dérive, est données Figure[4.73b] On constate sur
cette courbe que comme précédemment, la dérive présente des pics d’amplitude dont 'ordre de
grandeur est de quelques dizaines de ohms par seconde, a une fréquence de quelques dixiemes
de Hertz. La dérive moyenne est ici de 6 Q.s7'.
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FIGURE 4.13 Quantification de la baseline Z470(<5) au cours de I'expérimentation pour le cas 2D pour une
mesure entre les électrodes 1 et 5.

Il est probable que la variation moyenne de 'impédance mesurée soit plus faible que pour le dis-
positif 1D en raison de I'absence d’actionnement. Toutefois, les caractéristiques de la dérive me-
surée présentent une réelle difficulté pour I'estimation de la baseline pour I'étalonnage. En effet,
les variations basse fréquence de la baseline ne peuvent étre compensées par filtrage. Si le temps
d’étalonnage d’une paire d’électrodes est grand, il est donc nécessaire de réévaluer la baseline
durant le processus.

4.3.3/ Etalonnage du capteur
4.3.3.1/ Le probléeme de I'isolation des voies

Lisolation des voies est un probleme identifié durant la phase de développement de la plateforme.
Les effets de ce défaut d’isolation sont qu'une partie du courant parvient a transiter entre les
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différentes voies. Ce courant de fuite n’étant pas négligeable devant le courant transitant direc-
tement dans la puce, les mesures s’en trouvent faussées. |l intervient a deux niveaux :

— La diaphonie au niveau du circuit imprimé
La diaphonie est le couplage non désiré de signaux entre les lignes voisines. Dans le cas
présent, I'impédance du circuit imprimé entre deux pistes est modélisable par un conden-
sateur dont la capacité n’est pas suffisamment faible pour fournir une isolation suffisante
face aux signaux haute fréquence qui transitent. Une solution pour surmonter cette diffi-
culté serait de modifier le design des puces et du circuit imprimé afin d’éloigner les pistes
des électrodes de mesure les unes des autres afin de diminuer la capacité du circuit. Un
usinage mécanique du circuit peut également étre envisagé afin de diminuer localement la
permittivité diélectrique du circuit.

— Le défaut d’isolation des voies des multiplexeurs
Les multiplexeurs qui composent la carte de multiplexage développée en interne doivent
a la fois faire transiter les signaux d’actionnement par DEP et les signaux de mesure
d’'impédance. Il s’avere cependant que l'isolation des voies décroit lorsque la tension admis-
sible des composants augmente. Le choix initial d’'une tension de 22 V,, s’avére proposer
une isolation insuffisante. Une version de la carte composée de multiplexeurs dont la tension
admissible est de 15V, dont l'isolation est meilleure, est a I'étude.

En raison de ces défauts d’isolation, les essais ont été suspendus pour le dispositif 2D. Un protocole
a cependant été mis en place pour I'étalonnage et pourra étre utilisé une fois 'isolation des voies
mise a niveau.

4.3.3.2/ Protocole

1. Actionnement

Lactionnement est effectué de maniere a acheminer la bille sur chaque point du quadrillage
présenté précédemment Figure pendant une durée suffisante pour mener a bien les
mesures d’impédance. Pour le banc d’essai motorisé, le positionnement se fait en boucle
ouverte. Dans le dispositif fermé, il est effectué a I'aide d’'un actionnement en boucle fermée
par DEP/vision. Comme décrit en annexe (Annexe et Annexe [C.2), 'augmentation de
température peut étre significative lors de I'application d’une tension électrique en raison
de la conductivité importante du milieu, nécessaire a I'obtention de mesures sensibles en
impédancemétrie. Ce type d’échauffement intervient dans le dispositif fermé ou les billes
sont déplacées par DEP vers les différents points du quadrillage. Il modifie la conductivité du
milieu, et donc un délai doit étre appliqué entre chague déplacement de la bille.

2. Mesure

2.1 Estimation de baseline en temps-réel pendant I’étalonnage.

Lensemble des mesures, méme en négligeant la durée nécessaire au déplacement
de la bille, est de plusieurs minutes. Comme déterminé dans la section précédente
(Section [4.3.2), la dérive thermique présente des variations importantes au-dela de
quelques secondes. Ces pics ont une amplitude de l'ordre de quelques dizaines a
centaines de Ohms. La valeur des baselines doit donc étre actualisée afin d’'identifier
la variation d'impédance due a la présence de la bille. Autrement dit, dans la relation :

2"(0,p) = Z"°(0)(1+0u(p)), (4.9)
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les baselines Z°(c) doivent étre réévaluées durant le processus. Or leur valeur ne
peut étre mesurée directement du fait de la présence de la bille ; il faut donc reformuler
I'équation des impédances.

On définit le ratio k™ tel que :

B Zm’O(G) —Zm’O(G/)

kml —
Zm,O(G) _ Zm,O(G/)

(4.10)

avec o la conductivité a la date ¢ et 6’ la conductivité a la date ¢’. A partir de 'Equa-
tion on peut montrer que

gt 200 (-3

= T3 9)
- VAR C0)
719(0y)

Ce ratio des impédances des baselines de la paire m et de la paire [ est constant
quelles que soient les conductivités G et 6’ considérées. On peut alors décrire la base-
line de la paire m en fonction de paramétres de la paire [ :

29(c) = k" (2/(6) ~ 2°(c') ) + () (@.11)

Ainsi, si 'on considére deux paires d’électrodes m et [ pour lesquelles a l'instant ¢’ la
bille n’influe pas la mesure d'impédance, il est possible de mesurer les deux valeurs
Z'0(¢’) et Z™%(o’). Lorsque la bille se trouve dans le champ de mesure de la paire
m, il n’est plus possible de mesurer la baseline. La formule permet alors de la
reconstruire a partir de la baseline de la paire / non perturbée par la bille. Cette formu-
lation minimise par ailleurs 'impact d’une erreur sur le coefficient k™ dans la mesure
ou celui-ci n’est multiplié qu’a la variation de la baseline et non a la baseline elle-méme.
Au niveau de la plateforme, le multiplexeur doit basculer entre toutes les paires
d’électrodes afin que la mesure soit récupérée pour chaque capteur. Ce processus
est réitéré pendant une durée suffisante (quelques dizaines de secondes par exemple)
pour que le bruit puisse étre filtré. Les k™ sont déterminés au préalable en divisant les
valeurs filtrées les unes aux autres.

Prise en compte des variations de conductivité par effet Joule

Léchauffement di a I'appliquation de tensions est un facteur qui doit étre considéré.
Lactionnement lors de I'application d’'une force de DEP représente la principale source
de chaleur. Bien que de moindre amplitude, les signaux de mesure peuvent également
avoir un impact sur les mesures. De plus, contrairement a une mesure classique ou
une seule paire est utilisée, le multiplexage des voies fait que pour chaque bascule de
voie, la paire utilisée étant différente, la source de chaleur est déplacée. Le systeme va
alors chercher un nouvel état d’équilibre.

Une solution pour limiter la variation des effets thermiques durant la bascule des
mesures peut étre de jouer sur deux parametres, 'amplitude des signaux et la
fréquence des bascules. D’'une part, des signaux de tres faible amplitude (typiquement,
< 100 mV),,) limite 'amplitude des effets thermiques. D’autre part, utiliser une fréquence
de bascule treés élevée (10 kHz pour la plateforme développée), permet de limiter leur
évolution, les constantes de temps étant de plusieurs dizaines de millisecondes.

Récupération des mesures

La récupération des mesures se fait a I'aide de 'instrumentation de mesure développée
et décrite dans le chapitre précédent. Lintégration du signal doit étre suffisamment
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2.4

grande afin de minimiser l'influence du bruit lors de I'étalonnage. Comme évoqué dans
le chapitre précédent, deux périodes d’échantillonnage sont nécessaires pour chaque
mesure afin que le signal de la paire précédente n’influe pas sur le signal courant.
En revanche, la période d’intégration est limitée par la fréquence de bascule du multi-
plexeur. Le choix de I'amplitude des signaux de mesure doit étre un compromis permet-
tant de limiter les effets thermiques tout en conservant un signal le moins bruité pos-
sible. D’'une part, augmenter 'amplitude du signal et diminuer la fréquence de bascule
permettent de diminuer le bruit. A I'inverse, diminuer 'amplitude du signal et augmen-
ter la fréquence de bascule diminuent les effets thermiques. Le défaut d’isolation du
circuit mentionné plus haut nécessite d’étre résolu pour obtenir des mesures fiables.
En conséquence, un jeu de paramétres amplitude/fréquence de bascule devra étre
déterminé dans des travaux ultérieurs.

Traitement des mesures

Le traitement des données permet de déterminer la variation d’impédance due a la
présence de I'objet en tenant compte de la dérive. Une référence est déterminée en
se basant sur les simulations (voir Figure [4.16) afin d’orienter le choix d’une paire non
impactée par la présence de I'objet. Le modéle corrigé a I'aide des k™ est utilisé (voir
Equation|4.11).

X (pim)
(a) Quadrillage de la zone de détection.

Pas d'objet :
Baselines Z™°

Mesures

Position p LOC
Trajectoire + z -
rill impé &
en grille impédancemetre

Balayage de I'ensemble Impédance Objet présent : Modéle
du dispositif Simulation FEM Variations relatives ®%,(p)

de référence d’observation

(b) Stratégie.

FIGURE 4.14 (a) Quadrillage de la zone de détection en un nombre fini de points sur lesquels la bille est
déplacée dans le but d’effectuer des mesures d'impédance pour I'étalonnage du capteur. (b) lllustration de
la stratégie globale de récupération du modele de variation d'impédance pour chaque paire d’électrode.

4.3.3.3/ Modele direct de simulation

Comme pour le cas 1D, il est prévu d’obtenir la fonction définissant la variation relative d’impédance
due au passage d’une bille par étalonnage. Pour I'étalonnage du capteur il est choisi de qua-
driller la zone de détection en un nombre fini de points, comme illustré Figure La stratégie,
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FIGURE 4.15 Représentation de la zone de détection pour les simulations FEM.

comme illustré Figure |4.14b} est de récupérer la valeur de Iimpédance Z"(p,oy) pour chaque
paire d’électrodes et en chaque point du quadrillage, a une conductité fixe 6y. Dans la configura-
tion présente du dispositif :

— 45 points sont utilisés : pour définir le modéle de variation d’'impédance en fonction de la
position de chaque paire d’électrode,

— Les 8 électrodes peuvent potentiellement former 28 paires, chacune ayant son propre
modele.

De plus, la valeur de I'impédance doit étre connue en I'absence de bille afin de connaitre la valeur

des baselines Z"Y(oy). Les baselines sont ensuites utilisées afin de caltuler la variation relative de

m __ 7m0
I'impédance en chacun des points %@O)w Ces données, apres interpolation, permettent la

définition des fonctions étalons de variation relative d’impédance ¢¢,. Cette stratégie sera adoptée
dans le protocole d’identification expérimental, et ci-dessous pour les simulations par éléments
finis.

Afin de connaitre le modele théorique de variation d'impédance, des simulations éléments finis sont
menées a bien. Le modele Comsol utilisé précédemment pour les simulations, composé d’un canal
et de 8 électrodes en cercle est repris (représentation donnée Table page [78). Une vue axée
sur la zone de détection est donnée Figure Une numérotation des électrodes a été ajoutée
afin de rendre explicite les paires d’électrodes utilisées. Le quadrillage et le changement de paire
de mesure est effectué par balayage paramétrique. Les trois parametres a balayer (position dans le
plan et numéro d’électrode) induisent une charge de calcul importante. Le Livelink forMatlab de
Comsol est en conséquence utilisé. Il permet de piloter les simulations a I'aide de Matlab. Au-dela
de son ergonomie, le Livelink permet notamment, a chaque nouvelle simulation, de récupérer les
données d’'intérét puis de supprimer la simulation numérique courante, ce qui empéche la saturation
de la mémoire vive. Dans le cas présent, seule la valeur de I'impédance est stockée dans un tableau
a la fin de chaque simulation. La réponse pour 7 des 28 paires d'électrodes est donnée Figure[4.16]
la réponse pour les autres paires pouvant étre déduite en raison de la symétrie du probléme. II
est notamment intéressant de noter que chaque paire d’électrodes présente une sensibilité a la
position de la bille sur une partie de la plage de détection, et posséde également des zones qui y
sont trés peu sensibles. On peut également noter que la sensibilité du capteur dépend de I'axe de
déplacement. La diversité des modeles obtenus présente I'avantage que pour chaque position de la
bille dans la zone de détection, il existe un capteur dont la réponse est sensible a une variation de la
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position. Cette dualité concernant la sensibilité des électrodes pourra également étre exploitée pour
I'étalonnage comme expliqué précédemment. Enfin, il est a noter que la présence du canal utilisé
dans les simulations implique que les modeles ne sont pas parfaitement identiques par rotation
des électrodes de mesure. Ceci est visible par exemple pour les paires m=1 et m=7, cette derniere
présentant un pic entre les électrodes non présent sur la premiére.
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FIGURE 4.16 Simulation par éléments finis de la variation d'impédance en fonction de la position induite par
la présence de la bille pour les 7 paires formées avec la premiére des 8 électrodes (paire m=1 a m=7). La
différence de localisation des électrodes induit pour chaque capteur une sensibilité qui lui est propre.
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FIGURE 4.16 Simulation par éléments finis de la variation d'impédance en fonction de la position induite par
la présence de la bille pour les 7 paires formées avec la premiére des 8 électrodes (paire m=1 a m=7). La
différence de localisation des électrodes induit pour chaque capteur une sensibilité qui lui est propre.
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FIGURE 4.16 Simulation par éléments finis de la variation d'impédance en fonction de la position induite par
la présence de la bille pour les 7 paires formées avec la premiére des 8 électrodes (paire m=1 a m=7). La
différence de localisation des électrodes induit pour chaque capteur une sensibilité qui lui est propre.

4.4/ Conclusion

Ce chapitre a été consacré a la caractérisation du capteur de position par impédancemétrie pro-
posé, ainsi qu’a I'obtention de son modele direct, liant la variation d'impédance a la position de
I'objet dans la puce.

Il a été montré que plusieurs facteurs pouvaient venir perturber la mesure d'impédance, comme
notamment les variations de conductivité liées a un échauffement du liquide. Une formulation ana-
lytique séparant la dépendance en la position et en la conductivité a été proposée afin de faciliter
la compréhension du probléme et sa résolution, a I'aide notamment d’'un modéle linéaire entre
conductivité du milieu liquide et admittance du systéme. Le capteur a également été caractérisé
et différents parametres clefs, tels que I'amplitude du bruit et la dérive des mesures ont été iden-
tifiés. Le modele direct du capteur a été identifié expérimentalement pour le cas a une dimension.
Une méthodologie permettant 'identification expérimentale dans le cas 2D a été proposée. Cepen-
dant, différents problemes technologiques liés a I'isolation entre les voies de la carte électronique
nécessite des développements supplémentaires pour mener a bien cette étape. Une solution al-
ternative a donc été proposée, basée sur l'utilisation de la simulation éléments finis, pour obtenir
le modele direct dans ce cas. Cette caractérisation du systéeme et ce modéle direct serviront de
base dans le chapitre suivant pour définir le modele inverse, liant la position de I'objet a la variation
d’'impédance, qui sera nécessaire pour implémenter I'estimation de position d’un objet dans une
puce fluidique.
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Estimation de position par
impedancemetrie

Le chapitre précédent était consacré a I'obtention de modeéles liant la variation d'impédance a la
position d’'un objet dans une zone de détection, c’est a dire a I'étalonnage de capteurs. Ces modéles
ont été obtenus expérimentalement pour un capteur selon une dimension, et en simulation pour un
capteur selon deux dimensions.

Dans ce chapitre, une méthode théorique d’estimation de position exploitant les variations
d’'impédance et basée sur I'utilisation d’un filtre de Kalman est développée. Les mesures étalon
sont utilisées en tant que modele d’observation du filtre. Le filire de Kalman a été retenu dans le
cadre de ces travaux car il présente de bonnes performances théoriques, notamment en présence
de signaux bruités. Ce choix pourra étre revu ultérieurement a des fins d’optimisation.

5.1/ Utilité d’un observateur de Kalman pour I’estimation de position

Lobtention de modéles de variations d’impédance en fonction de la position d’'un objet, ef-
fectuée dans le chapitre précédent, a notamment permis d’identifier plusieurs difficultés liées a
la détermination de la position de I'objet. Pour les capteurs étudiés :

— La réponse des capteurs est une surjection : il existe plusieurs positions distinctes d’objet
pour lesquelles la variation d’'impédance induite est identique dans la plage de détection d’un
capteur donné. Cela s’explique par les propriétés de symétrie des capteurs. Linversion du
modéle de variation d’'impédance, permettant de remonter a la position de I'objet, nécessite
donc un supplément d’information.

— Les signaux de mesure sont fortement bruités : en particulier lorsque la dynamique
d’échantillonnage est élevée, induisant une période d’intégration du signal réduite. Lesti-
mation de la position doit pouvoir se faire en temps-réel malgré ce bruit.

— Les informations provenant de plusieurs capteurs (plusieurs paires d’électrodes de mesure)
doivent pouvoir étre fusionnées : pour le capteur présenté destiné a la localisation en deux
dimensions, la stratégie de détection retenue est de fusionner les informations provenant de
différents capteurs. Un outil permettant cette fusion doit étre utilisé.

Les filtres de Kalman étendus sont couramment utilisés pour des applications de localisation en
temps réel, et ont déja été appliqués a des mesures d'impédance pour extraire des informations
d’'un signal bruité. Ce type de filtre permet d’estimer un ou plusieurs paramétres en se basant sur
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I'état précédent et associe aux mesures un modele d’état, permettant ainsi son bon fonctionnement
méme lorsque le modele d’observation est surjectif. Les réglages du filtre sont également basés
sur des données statistiques concernant le bruit. Enfin, ils permettent d’intégrer plusieurs équations
liant mesures et états que I'on souhaite estimer, ce qui en fait un outil adapté y compris pour le cas
a deux dimensions ou la fusion de données est envisagée.

5.2/ Equations et modeéles

5.2.1/ Définition du probleme d’estimation d’état

Appareil de
mesure

Uout

FIGURE 5.1 Schéma de principe illustrant un systeme de détection par impédancemétrie composé de N
électrodes.

Dans cette section, l'objectif est de formuler des équations concernant le systéme étudié
précédemment afin de pouvoir implémenter I'estimateur de Kalman en se basant sur un ensemble
de mesures d’'impédance fournies par un systéme composé de N électrodes permettant la me-
sure avec M paires d’électrodes. On reprend ici le schéma présenté dans le Chapitre {4 lors de la
définition du probléme (Figure [4.2] page [76).

Dans la Figure la configuration quelconque d’électrodes est réutilisée, et les parameétres de
position et de conductivité sont cette fois-ci discrétisés. Comme décrit dans le Chapitre [3|décrivant
les filtres de Kalman, pour le fonctionnement du filtre, il est nécessaire de définir le modéle d’état, le
modéle d’observation, la matrice de covariance du bruit d’état et la matrice de covariance concer-
nant les perturbations sur le modele dynamique. Ces éléments, une fois implémentés dans le filtre,
permettent de donner une estimation £; d’'un état en se basant sur un vecteur de mesures y;. On
modélise le systeme comme suit :

{ X = f(Xe—1,uk—1) + Ok (5.1)
Vi = h(xk) + Bk
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Prédiction basée sur le modéle dynamique

Mise a jour temporelle : Mise a jour des mesures :
Etape de prédiction Etape de correction
R = f Rr-1, uk-1) R = Xy + K (i — h(Zy))
I Correction basée sur les mesures d’impédance
PN y 4
X0 4
prédiction  correction
+—‘_+_A_A_+’/\\ 4" + Xj, (inconnu)
s ) ) " u
Xk-1 )

FIGURE 5.2 Schéma simplifié illustrant le principe général de fonctionnement du filtre utilisé.

ol B représente le bruit de mesure et o les perturbations qui affectent la dynamique du systéme. Le
vecteur d’entrée du modeéle d’état u; est lié a 'actionnement. f représente la dynamique de I'objet
et i est le modele d’observation. Le filtre de Kalman aura pour fonction de donner une estimation
de la position d’objets dans la zone de détection suivant le schéma classique récursif dont un rappel
est donné Figure 5.2] Le vecteur d’état discrétisé d’'un systéme quelconque de détection est défini
pour le cas général a I'aide de 7 variables :

) T
W=l s 8 8 6 ol 53

avec py, pi et p; respectivement la position de I'objet selon I'axe x, y et z, 6, 0, 0; les rotations au-
tour de ces mémes axes, et 6y la conductivité du milieu a I'itération k. Les six premiers membres du
vecteur d’état représentent les six degrés de liberté de 'objet. La conductivité du milieu est quant a
elle une variable influant sur 'impédance mesurée, devant de ce fait étre considérée. Dans le cadre
de ces travaux, on souhaite estimer la position d’'une cellule qui sera supposée sphérique, c’est a
dire invariante par rotation. En conséquence, on ne s’intéressera pas aux rotations de I'objet. Ainsi,
seuls trois parametres concernant la position de I'objet sont a estimer : sa position translationnelle
selon les trois axes de I'espace de la zone de mesure. Le vecteur d’état pour le cas d’une cellule
sphérique est donc défini a I'aide de 4 variables :

x=[p. P P ol (5.4)

Lhypothese de sphéricité est satisfaisante pour de nombreuses cellules dont la géométrie est trés
proche de celle de la sphére. Pour des cellules non sphériques, il sera possible d’intégrer les
positions angulaires dans le vecteur d’état. Cela est cependant hors du cadre de ces travaux. Le
vecteur des mesures y; contiendra la partie du signal mesurée par I'impédancemetre sensible a
la position de I'objet, c’est a dire les Zm(Pi,pi,pi,Gk)- Le choix de la ou les paires d’électrodes
choisies pour intégrer le vecteur des mesures sera décrit dans la suite de ce chapitre.



100 CHAPITRE 5. ESTIMATION DE POSITION PAR IMPEDANCEMETRIE

5.2.2/ Modele d’état

Le modele d’état est le modéle dynamique utilisé lors de I'étape de prédiction du filtre. Il sert ici a
donner une premiere approximation de la position notamment des objets que I'on souhaite détecter
en se basant sur la connaissance du systeéme, en particulier des forces d’actionnement.

5.2.2.1/ Forme compléte

Le modéle d’état peut étre obtenu en appliquant le principe fondamental de la statique (PFS) a
I'objet :

Y Fer=0 (5.5)

Ce modéle suppose que la masse des objets a I'étude est infiniment faible, et ainsi que chaque
itération est une succession d’états quasi-statiques. On se limitera ici a un actionnement par
diélectrophorése selon les trois axes du plan, et un actionnement fluidique dans le plan horizontal
(Oxy). Il s’agit la des principales méthodes d’actionnement utilisées dans les LOCs sur des cellules.
Laction de I'actionnement fluidique sera caractérisée par ses vitesses v/~ et v/ selon les axes
x et y respectivement. Ces vitesses peuvent étre estimées a partir de la connaissance du débit
ou de la pression en sortie des actionneurs, et de la résistance fluidiqgue des canaux. La force
de diélectrophorése appliquée dépend de plusieurs parametres tels que la taille de I'objet, ses
propriétés électriques, de la géométrie du systéme et également du positionnement de I'objet par
rapport aux électrodes d’actionnement, c’est a dire des variables d'état py, p% et p;. Les compo-
santes de cette force seront notées FkDEP’x, FkDEP"Z et FkDEP’Z, et dépendent des parametres d’état
de maniére non linéaire et des tensions d’actionnement. Elles peuvent étre déterminées analyti-
quement ou par une méthode par éléments finis notamment. Le systéme d’équations régissant la
dynamique est donc non linéaire et défini comme suit en considérant I'actionnement :

FPEP 4 emnrv] ™ — 6mmrvi =0 (5.6)
FkDEP’y + 67t1’]rv£7y —6mnrv, =0 (5.7)
FPP —6mmrvi —p'Vg =0 (58)
6 =C(Cr_1,ur_1) (5.9)

ou m est la viscosité dynamique du fluide, r de rayon de 'objet, V son volume, p* sa densité relative
par rapport au milieu liquide, g l'intensité de la pesanteur, C la fonction de transition d’état de la
conductivité, v/* v/, v/ et V¥, ¥, 17 respectivement la vitesse de fluide et de I'objet selon x, y
et z. Des modéles particuliers, comme par exemple une dérive thermique constante en I'absence
d’actionnement, pourront également étre implémentés en fonction du cas. Les équations du modele
d’état sont obtenues en considérant que la dérivée de la position est la vitesse, supposée constante
entre deux états. Le modéle d’état (la fonction f ) est donc, aprés discrétisation :

FDEP.X T

[ ! fox
pi p)lg—l +At(}§gEI ry +vk71)
y y k=1 iy
x= k| = | Pre A 6mnr D oy = f(Xk—1,Uk—1) + O—1 (5.10)
Py z _*_At(Fk—f —p*V )
o1 Pr—1 o 8
C(Ok—1,ur—1)
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La matrice de covariance du bruit d’état est :

ay ... dia
o=1: -. (5.11)
aq)r ... Ad44
Dans ces travaux, on supposera que les variables d’état sont décorellées. Il s’agit l1a d’'une hy-

pothése forte qui a pour but de simplifier les équations, et qui pourra étre revue a des fins d’optimi-
sation. La matrice de covariance du bruit d’état est donc :

all 0 0 0
{0 an 0 0
0= 0 0 ay 0 (5.12)

0 0 0 agq

Les paramétres de Q sont complexes a déterminer analytiguement. Un jeu de ’bons’ paramétres
pourra étre déterminé empiriquement ou a 'aide de méthodes adaptatives.

5.2.2.2/ Forme réduite

Une difficulté importante de la forme compléte du modele d’état est liée a la présence de la conduc-
tivité dans les variables d’'état. Estimer une baseline Z’”vo(c) en temps-réel est en effet complexe
car les variations de conductivité sont peu prédictibles. Autrement dit, dans la majorité des cas,
la fonction C, représentative de la conductivité (Equation [5.9), est partiellement voire totalement
inconnue.

Comme énoncé dans le chapitre précédent, I'impédance du milieu peut étre exprimée comme le
produit d’une fonction dépendante de la position et d’'une fonction dépendante de la conductivité :

z" = 72"%(0)(1+ 0m(p)) (5.13)

Une alternative utilisée dans le cas 1D permettant de s’affranchir de la dérive est de réduire le
modéle sans intégrer la conductivité dans le modeéle d’état comme suit :

DEPx

F— i
pi PiflJFAf( égElr'—i-V{fl)
x=|p|=|p_, +At(F6";c‘r~ ) | e = f (s ) + O (5.14)
Pi A

pi—l +At( 61[1'];« - p*vg>

all 0 0
Q = 0 an) 0 (5.15)
0 0 as3

Lamplitude de la baseline, c’est a dire de I'impédance du milieu en I'absence d’'objet, peut alors
étre estimée a 'aide d'une paire d’électrodes de référence, ou encore supposée constante si le
temps de passage d’un objet est faible. La variable de conductivité peut sous cette condition étre
retirée du modele.
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5.2.3/ Modéle d’observation

Le modele d’observation est de maniére générale le modéle qui relie les variables d’état aux
mesures et qui est utilisé dans I'étape de correction du filire. Dans le cas présent, les mesures
d’'impédance, dont on définit au préalable le modele de variation en fonction de la position et de la
conductivité, permettent d’affiner I'estimation fournie par le modéle dynamique qui lui est purement
prédictif.

Lidentification de modeles d’observation a été effectuée dans le chapitre précédent (Chapitre[d). La
dépendance a la position a été identifiée de maniére expérimentale pour un cas 1D et en simulation
pour un cas 2D. La dépendance a la conductivité suit quant a elle un modele analytique de milieu
purement résistif.

Dans cette section, les modeéles d'observation sont contextualisés dans le cadre de
l'implémentation de filtres de Kalman dédiés a I'estimation de position, qui pourront par la suite
étre testés.

5.2.3.1/ Forme compléte

La forme compléte du modéle d’observation comprend un modéle de la variation d'impédance pour
toutes les paires d’électrodes disponibles pour la mesure du systéeme. Le vecteur des mesures peut
ainsi étre repris du chapitre précédent :

[Z!(p,6)]  [Z'(c)(1+01(p)) ]
Z*(p,o) Z*%(0)(1402(p))
W= zn(po) | T | 200) (14 0u(p)) | TR (5.16)
ZM(p,0)]  [Z"°(0)(1+0m(p))]
On définit la matrice de covariance du bruit de mesure :
b11 ce b]M
R= : (5.17)
le . bMM

Comme pour le modele d’état, on considére que les perturbations sont décoréllées. Sous cette
hypothese :

by 0O 0 2, 0 0

r=|0 =Y : (5.18)
: 0 : .0
0 ... 0 bym 0o ... 0 S%,

avec ou Sz ...Szy sont les écarts-types du bruit de mesure, calculés a partir de données fournies
par l'instrumentation de mesure.
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5.2.3.2/ Forme réduite

Minimiser le temps de calcul est essentiel étant donnée la contrainte temps-réel inhérente a un
capteur de position pour le controle d’une trajectoire. Dans sa forme compléte, le modéle d’ob-
servation intégre les mesures provenant des 28 paires de mesure qu'il est possible de former; le
vecteur des mesures est donc de dimension 28, ce qui peut rendre le temps de calcul relativement
important. Par ailleurs, toutes les paires d’électrodes ne fournissent pas a un instant donné une
mesure sensible a I'état que 'on souhaite identifier. Il faut donc sélectionner les paires d'intérét
pour la mesure :

— Critére de sensibilité des paires de mesure
La matrice jacobienne J;, du modéle d’observation (voir Chapitre[2, page [39), aussi nommée
matrice de sensibilité, caractérise la sensibilité des mesures vis-a-vis des différents états.
A partir de la connaissance des états que I'on souhaite estimer de maniére prioritaire, les
coefficients des matrices J;, peuvent étre comparés afin de sélectionner le ou les capteurs
présentant la plus grande sensibilité.

— Critére de sélection du nombre de mesures
La méthode consiste a sélectionner les mesures qui seront utilisées pour I'estimation. Il est
possible de sélectionner les paires selon deux principaux critéres : robustesse ou rapidité de
I'estimation. Si la robustesse est préférée, il est possible de sélectionner toutes les mesures
provenant des paires dont la sensibilité est supérieure a un seuil fixé par l'utilisateur. Si la
rapidité est préférée, un nombre fixe de mesures provenant des paires ayant la plus grande
sensibilité peut étre utilisé.

Une fois les paires sélectionnées, il est possible de modifier a chaque pas de temps le filtre de
fagon a n’intégrer que les mesures provenant de celles-ci dans le modele. Pour cela, il suffit de
n’utiliser que les équations relatives aux paires utilisées dans modele d'observation, et de procéder
de méme avec la matrice R.

Les outils de base pour le fonctionnement du filtre de Kalman sont maintenant déterminés. Dans
les sections suivantes, des expérimentations et simulations valident son fonctionnement.

5.3/ Estimation de position en temps-réel : cas 1D

5.3.1/ Mise en place du suivi des billes

Un bref rappel concernant le design du dispositif 1D est donné Figure Des électrodes de
guidage permettent le centrage dans la section du canal de 'ensemble des billes le traversant.
Elles atteignent enfin la zone de détection entre les électrodes en croix. C’est dans cette zone que
la position des billes est estimée par mesure d'impédance. La fréquence du signal de mesure est
fixée a 500 kHz. On rappelle qu’a cette fréquence, le comportement électrique des billes artificielles
et d’'une cellule sont équivalents, ce qui assure la transposabilité de la méthode a des échantillons
biologiques.

Dans cette section, la détection se fait sur un seul axe mais pour plusieurs billes. Le temps de
passage d’une bille entre les électrodes est supposé suffisamment court pour que la valeur de la
baseline soit supposée constante durant son passage. Le Tableau donne un récapitulatif des
notations pour cette section afin d’éviter toute confusion avec les notations des sections a suivre. La
Figure [5.4] présente les différentes étapes du traitement du signal et de I'estimation de la position.
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FIGURE 5.3 Dispositif de détection 1D. Les billes traversent la zone de détection, comprise entre les centres
des électrodes en étoile, centrées dans la section du canal.

Récapitulatif de notations
Notation Parametre Description

Zy Signal de mesure Impédance mesurée par
limpédancemetre a l'itération k

Z,? Baseline Impédance du milieu en I'absence de
bille

X, & Vecteur d'état courant Vecteur d'état pour la bille n° ¢ a
l'itération k (réel et estimé)

i pi Position courante Position de la bille n° g a [l'itération k
(réelle et estimée)

v{ Vitesse courante estimée du fluide Estimation de la vitesse longitudinale du
fluide au centre du canal

At Intervalle de temps entre deux mesures | Période d’échantillonnage de
I'impédancemetre

TABLE 5.1 Récapitulatif des notations pour le cas 1D.

Le premier bloc de ce diagramme est destiné a la détection des billes et son fonctionnement a
été détaillé dans le chapitre précédent. Il permet d’identifier la baseline et, dans le cas ou un
objet est présent, la variation relative d'impédance due a la présence de cet objet. Cette variation
d’'impédance est utilisée comme vecteur des mesures en entrée du filtre de Kalman.

Le second bloc contient le filtre lui-méme.

Modeéles Le filtre de Kalman contient une étape de prédiction basée sur le modéle dynamique
et une étape de correction basée sur le modele d’observation. Le temps de passage d’une bille
étant considéré comme faible, la forme réduite du modele d’observation sera utilisée. Dans le cas
présent, ces modeles sont réduits a une unique équation car le vecteur d’état et des mesures
sont monodimentionnels (la position selon I'axe du canal est estimée a I'aide d’'une seule paire de
mesure).

Durant la prédiction, le modele utilisé pour calculer le vecteur d’état est calculé a partir de
I'équation[5.14]:
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FIGURE 5.4 Descriptif de la méthode d’estimation de la position d’un objet par filtrage de Kalman. Le calcul
en temps-réel de la baseline Z'? permet d’en déduire la variation relative d'impédance due a la présence
de I'objet ¢ (p ), introduite dans le filtre de Kalman. Associée au modéle d'état, cette mesure permet au
filtre d’estimer la position de 'objet.

=[] = [pZ_l FAV] | 0 (5.19)

avec At la période d’échantillonnage. Durant la seconde étape, le modéle d’observation est
déterminé a partir de I'équation |5.16:

yi = [Z"0(0) (1+ 0% (pr))] + Br (5.20)

ou 0f est la variation relative d’impédance déterminée par étalonnage dans le chapitre précédent
(voir page [85).

Etat initial Pour chaque nouvelle bille détectée, un vecteur d’état initial )eg doit étre défini. En ce
qui concerne la position initiale de la bille, on suppose que ﬁg = -40 um. Cela correspond a la
position au centre de la premiere électrode de mesure. Comme illustré Figure il s’agit de la
premiére position a lagquelle la bille est détectée. La vitesse initiale supposée de la premiere bille
est supposée de 1200 um .s~!. Les paramétres initiaux estimés sont donc :

po=—40 um (5.21)
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) = 1200 um.s~" (5.22)

Réglages du filtre Lestimation initiale de la vitesse du fluide est volontairement biaisée (environ
30% d’erreur). Sur la base des vecteurs d’état initiaux )28, le filtre fournit a chaque itération une
estimation £ du vecteur d’état exploitant les modéles d’état et d’observation, et de leur confiance
associée définie par les matrices Q et R. Pour améliorer I'estimation de la position de la g™ bille,
le modele d’état est constamment mis a jour. Comme précédemment présenté, il est supposé que
la vitesse de la bille est égale a la vitesse du fluide. Ainsi, a chaque pas de temps, la vitesse du
fluide v/ est mise & jour en fonction de la valeur de la vitesse de la bille estimée & partir des posi-
tions fournies par le filtre de Kalman (voir la boucle de rétroaction de la Figure [5.4). Pour éliminer
linfluence du bruit, on suppose que la vitesse du fluide v/ est égale aux 1000 derniéres vitesses
estimées de la bille. Cela correspond a une moyenne mobile de T= 100 ms. Cela consiste, a I'ins-
tant t, a faire la moyenne de la vitesse estimée entre t-t et t pour mettre a jour le modele. Cette
méthode augmente le temps de convergence du filtre, mais stabilise I'estimation concernant les
erreurs de modéle d’observation ponctuelles. Enfin, les réglages du filtre a I'aide des matrices Q
et R sont effectués. Comme précédemment, les vecteurs d’état et d’observation étant monodimen-
tionnels, ces matrices le sont également. Lécart-type de I'erreur de mesure Sy a été déterminé
dans le chapitre précédent apres analyse statistique du bruit de mesure : Sz = 14,5 Q. La matrice
Q est réglée empiriguement de maniére & minimiser I'erreur d’estimation : S, = 1,5.1078 m. Les
matrices de covariance sont donc définies comme suit :

0= 8] =[(1,5.10%)?] (5.23)

R=[S3] = [14,5%] (5.24)

La méthode d’estimation est maintenant établie, la validation expérimentale peut étre effectuée.

5.3.2/ Mise en ceuvre expérimentale de I’estimation de position d’une bille

Cette section a pour objectif de discuter de I'estimation de la position obtenue a partir des mesures
d’'impédance présentées dans les sections précédentes. Elles sont comparées aux positions obte-
nues a partir d'images fournies par une caméra. La caméra n’est utilisée ici qu’a des fins de com-
paraison et non pour la détection de position basée sur 'impédance, a I'exception de I'étalonnage
qui peut étre effectué hors ligne.

Les résultats sont donnés Figure La Figure présente la vitesse des billes dans le canal.
Les vitesses obtenues a partir des mesures d'impédance et des images obtenues par la caméra
sont comparées. En ce qui concerne la vitesse obtenue a partir des mesures d’'impédance, elle
est obtenue en faisant la moyenne des vitesses de bille estimées obtenues par le filire de Kalman
(temps d’intégration de 100 ms). Comme décrit dans la section précédente, la moyenne des vi-
tesses estimées des billes permet d’obtenir une valeur d’actionnement du fluide stable et corrigée
en permanence pour le modele d’état. Lestimation de la vitesse commence a 1200 um. Ensuite, le
retour corrige cette valeur, a I'aide du vecteur unitaire des mesures :

1_~10
Ve = [Zlv°(1+zsz)k)] : (5.25)

k
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FIGURE 5.5 Estimation en temps-réel de la position et de la vitesse en utilisant a la fois les retours
d’'impédance et de vision et les différences associées. (a) La vitesse des premiéres billes est fortement
surestimée en utilisant I'approche proposée basée sur des mesures d'impédance comparées a une vision
en raison de la valeur de vitesse initiale définie sur le filtre de Kalman (v8). (b) Il en résulte une différence
d’environ 10 um dans 'estimation de la position de la bille g = 1. (c) Lorsque le filtre de Kalman corrige la
valeur de la vitesse, I'estimation converge vers les valeurs de vitesse obtenues de la caméra. La différence
d’estimation de position entre les techniques basées sur I'impédance et la vision reste inférieure a 4 um
pour la bille g = 5.

Malgré la grande erreur initiale sur la vitesse, I'estimation du filtre converge vers la valeur obtenue
a partir de la caméra. Comme prévu, la moyenne mobile, associée au modéle dynamique, induit
un temps de convergence important (600 ms environ) mais évite les fortes variations dues au bruit.
Ce temps de convergence peut étre défini en ajustant la moyenne mobile dans la Figure 5.4]

La Figure (respectivement la Figure [5.5¢) présente I'estimation de la position de la premiere
(resp. cinquieme) bille obtenue a la fois a partir des mesures d’'impédance et par la caméra. Pour
I'estimation basée sur la mesure de I'impédance, la détection des billes commence a p = -40 um, ce
qui correspond au centre de la premiére électrode et se termine a p = 40 um, ce qui correspond au
centre de la seconde électrode. Pour une bille donnée, I'estimation de la position tend initialement a
présenter de grandes différences avec la détection visuelle. Cela peut étre dii a plusieurs problémes
tels qu’'un retard dans la détection de Ia bille puisque I'impédance doit atteindre un seuil donné pour
que la bille soit détectée. De plus, 'amplitude de la différence avec la détection visuelle dépend de



108 CHAPITRE 5. ESTIMATION DE POSITION PAR IMPEDANCEMETRIE

la précision du modéle d’état. Pour la premiéere bille, cette différence est d’environ 10 um, alors que
cette valeur est d’environ 4 um et moins apres quelques billes.

Ces résultats validant la détection de position par impédancemétrie en association a un filtrage
de Kalman, il s’agit donc d’'une méthode viable permettant de remplacer la vision pour fournir
une détection de position intégrée en temps réel a I'intérieur de puces fluidiques. La plateforme
expérimentale n’étant pas a ce stade pleinement fonctionnelle, notamment en ce qui concerne le
multiplexage des mesures, la partie suivante décrivant I'estimation de position en deux dimensions
par fusion de données sera exclusivement effectuée a partir de données de simulation.

5.4/ Simulations d’estimation de position en temps-réel : cas 2D

Dans ces simulations, la variation de conductivité est intégrée au modéle. Contrairement au cas 1D
ou seule la variation relative d'impédance est considérée par le filtre de Kalman, c’est 'impédance
du systéme qui est utilisée comme entrée, en tenant compte de sa dépendance en la conducti-
vité du milieu électrolytique. Cette approche permet de donner une formulation plus générique du
probleme, afin notamment de tenir compte de la dérive de conductivité. Les notations spécifiques
a cette section sont résumées dans le tableau 5.2l

5.4.1/ Présentation du cas d’étude

v, Z,
1 8
Z x y X
2 7
!
|
3 6
Zone de détection
4 5 )
Vue du dessus Vue latérale

FIGURE 5.6 Modéle Comsol utilisé pour les simulations FEM.

Afin de mener a bien les simulations pour le cas 2D, le logiciel Matlab est utilisé. Il exploite notam-
ment les simulations numériques effectuées dans le chapitre précédent a I'aide du logiciel Comsol.
Un rappel du design utilisé pour I'obtention des modéles de la variation d'impédance en simula-
tion (voir page est donné Figure Un bassin microfluidique de 70 um de diameétre et de
20 um de hauteur dans lequel se trouvent 8 électrodes (cercle inscrit aux électrodes de 50 pum),
un milieu liquide de conductivité ¢ = 1 S/m et un objet sphérique isolant de 8 um de diameétre
sont dessinés. La méthodologie suivie pour effectuer les simulations a été présentée Figure [4.14]
(page [01). Comme présenté dans le Chapitre [4} le logiciel Comsol permet de simuler une tension
entre les paires d’électrodes souhaitées et de récupérer la valeur de 'impédance entre ces deux
électrodes. Ces simulations ont permis d’obtenir le modéle de variation d’'impédance en fonction de
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Récapitulatif de notations

Notation Parameétre Description

z! Signal de mesure Impédance mesurée pour la paire n° m a
l'itération k

Z,’("’0 Baseline Impédance du milieu en 'absence de bille
pour la paire n° m a l'itération k

ZZ”Ref Impédance de référence Impédance pour la paire n° m a litération k
associée a la trajectoire de référence

Xp, Xk Vecteur d’état courant Vecteur d’état a l'itération k (réel et estima-

tion)

P Py py, P, | Position courante selon x ety

Position de la bille selon les axes x et y a
I'itération k (réelle et estimation)

oy, Gk Conductivité courante Conductivité du milieu a l'itération k (réelle et
estimation)
Ref  yRef | Position de référence selon
?;Qef > P o et y et conductivité de | Position de la bille selon les axes x et y a
référence l'itération k pour la trajectoire de référence
viRel ket ;/tltjsse de réference selon X |\ cse de Ia bille selon les axes x et y a

l'itération & pour la trajectoire de référence

Vitesse du fluide vectorielle,

timation de la conductivité du
milieu

vi vl T Vitesse du fluide selon les axes x et y a
k> "k Tk selon x et selon y .
l'itération k
Intervalle de temps entre L ) .
At b Période d’échantillonnage de
deux mesures v 5
limpédancemetre
Coefficients de biais selon x . N :
K, K, ot Coefficients multipliés aux vitesses de
y référence pour obtenir le modéle d’étét biaisé
introduit dans le EKF
Ecart-type du bruit sur
Sz, 8p, So l'impédance, la position et la | Données statistiques concernant le bruit de
conductivité mesure d’état servant aux réglages du EKF.
Ecart-type de l'erreur d’esti-
mation selon x, y et sur l'es- - S
Sx, Sy, SS y Critéres de performance de I'estimation.

TABLE 5.2 Récapitulatif des notations pour le cas 2D.

la position de 'objet dans la zone de détection (lien figure chap 4). En association avec le modéle
résistif liant 'impédance du milieu électrolytique a sa conductivité, cela définit le modele d’observa-
tion nécessaire pour les simulations. Il s’agit dumodele étalon. Le principe global des simulations
est le suivant : afin de simuler un cas expérimental, une trajectoire sera générée. Les données
relatives a cette trajectoire (dynamique, impédances) seront soumises a des perturbations fictives
et introduites dans le filtre de Kalman. Enfin, la trajectoire générée et la trajectoire estimée par le
filtre pourront étre comparées afin de tester les performances de ce dernier. Une illustration du
fonctionnement du simulateur est donnée Figure[5.7a]
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Mesure Z™
bruitées
Positions estimées
Corrigées
Trajectoire de - 5t et pyt
], L Générateur EKF P etp” . . .
référence dentrées du EKF Trajectoire estimée
(spirale) Positions et entrees du
vitesses de
référence
Estimation biaisée de la
vitesse du fluide
T vl et vV f
(actionnement)
Modeéle d’observation Modéle d’observation
||

(a) Principe global des simulations.

Bruit Gaussien

Modele d’observation (Ecart-type S7)
ZmRel (p) %l\ Z™(p)
Positions de référence @ Impédance de + \J Impédance
p*etp” référence bruitée

Trajectoire de
référence

Estimation de la vitesse du fluide |

(actionnement)
) . 1Jx,Ref vx.f - Kx.vx,Ref
Vitesses de référence Ky
Vx'Refet Uy,Ref
Ky
pYRef w¥f = Ky. pY.Ref

Générateur d’entrées du EKF

(b) Principe de fonctionnement du générateur de signaux introduits dans le filtre.

FIGURE 5.7 Diagramme illustratif de la procédure suivie pour effectuer les simulations. Une trajectoire de
référence de la bille est générée. Celle-ci est inconnue par I'estimateur. Un générateur de signaux vient
ensuite appliquer des perturbations aux mesures et au modéle d’état, qui sont ensuite introduits dans le
Filtre de Kalman. Enfin, le filtre retourne une estimation de la trajectoire.

La premiere étape consiste a générer la trajectoire qui sera dite trajectoire de référence, c’est a dire
la trajectoire originale, inconnue du filtre. Cette trajectoire est une simulation de la trajectoire réelle
d’'un objet. Pour 'ensemble des simulations, cette trajectoire est arbitrairement choisie comme étant
une spirale (voir Figure [5.8a). On considere que la trajectoire met 20 s pour étre effectuée, la
période entre 2 points de la spirale est uniforme : At = 10 ms. De cette trajectoire est extraite
la vitesse de l'objet, nommée vitesse de référence : vRe/ = [yuRef yuRef ]T. Les impédances
associées a la trajectoire de référence seront nommées impédances de référence. La deuxiéme
étape, illustrée Figure consiste en le développement d’un générateur d’entrées du filtre de
Kalman. Lobjectif est de simuler les signaux de mesure et I'estimation du modele dynamique qui
seraient obtenus pour un systéme expérimental.

On simule une méconnaissance concernant les actionneurs, se traduisant par un coefficient multi-
plié a la vitesse du fluide en chaque point de la trajectoire de référence. Lactionnement étant flui-
dique uniguement, en supposant les forces inertielles négligeables, la vitesse d’une bille est égale
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a celle du fluide en chaque instant. Lerreur concernant la vitesse du fluide peut donc étre exprimée
en fonction des vitesses de référence : vi’x = = Kx.vj,i’Ref et v{’y = = Ky.v,{’Ref. Un biais
au niveau du modéle d'état est maintenant simulé. Aux impédances de référence sont ajoutées
un bruit blanc gaussien de moyenne nulle et d’écart-type Sz. Ces impédances seront dénommeées
impédances bruitées. Lensemble des 28 paires d’électrodes sont intégrées au modéle d’observa-
tion (Equation [5.28).

5.4.2/ Simulation de référence : cas idéal du milieu a conductivité constante et
période d’échantillonnage des mesures nulle

On suppose dans un premier temps que la conductivité du milieu est fixée. Cette hypothése
suppose I'absence de changement des propriétés du milieu comme notamment sa température.
On suppose également que toutes les mesures sont disponibles simultanément. Lobjectif est ici
d’étudier la réponse du filtre en fonction de ses réglages et des perturbations environnantes, afin
de trouver de bons réglages et de savoir si les estimations peuvent étre satisfaisantes pour le cas
le plus favorable. La sensibilité a la conductivité du milieu électrolytique sera abordée dans les sec-
tions qui suivent. Dans les conditions présentes, seule la partie du signal dépendante de la position
de I'objet, 0,,(p) sera exploitée. On se restreint a un probléme 2D.

La Figure donne une illustration des données de simulation. Figure la trajectoire de
référence en spirale est tracée. Les vitesses associées a la trajectoire de référence selon les deux
axes sont tracées Figure Les vitesses biaisées, introduites dans le filtre, y sont également
représentées. Le coefficient de biais est de K, = 1,3 pour la vitesse selon I'axe x et K, = 0.7 selon
I'axe y, I'erreur sur le modele dynamique est donc de 30%. Les vitesses estimées sont les valeurs
biaisées qui sont introduites dans le modéle dynamique. Le modéle d’état est donc linéaire et défini
comme suit :

p% p’,§,1+Arv§j‘l 1000 p;,ifl v§f1
) .’y 7}7

X = p§ _ [Pt A, +oy = 0 1700 p’g—l + A | TR 4oy (5.26)
Pk Pi 0 0 1 0] (pr,
(2 Ci_1 0 0 0 1 Ok—1 0

La matrice de covariance d’état prend la forme suivante :

aigr 0 0 O

o 0 ann 00
0= 0 0 0 0 (5.27)

0O 0 0O

ol ay et ay; devront étre déterminés empiriquement.

Limpédance bruitée qui sera introduite dans le filtre, présentée Figure est superposée a
l'impédance de référence, associée a la trajectoire de référence. La variation d'impédance de
référence obtenue a l'aide de la trajectoire de référence est extraite en se basant sur le modéle
d’observation. A la variation d’'impédance réelle est ajouté un bruit gaussien d’écart type Sz = 40 Q.
Le modeéle d’observation, incluant le vecteur des 28 mesures, est défini ci-dessous :



112

15

15

10

Y (pm)
o

Vitesse (pm.s™")

-10

-15

-20

CHAPITRE 5. ESTIMATION DE POSITION PAR IMPEDANCEMETRIE

—Vitessse biaisée selon x

— — — Vitessse de référence selon x
e Vitessse biaisée selon y

— — — Vitesse de référence selon y

L L
-15 -10 -5 0 5 15 0 2 4

X (pm)

10

(a) Trajectoire de référence.

5
1.013 10

1.0125

1.012 -

1.0115

1.011

1.0105

Impédance (£2)

1.01 [{j

1.0095

1.009

1.0085
0

. . . . . . .
8 10 12 14 16 18 20
Temps (s)

(b) Vitesse.

Bruitée
e Référence

. . . .
10 12 14 16
Temps (s)

L L L L
2 4 6 8

(c) Impédance.

L
18

)
20

FIGURE 5.8 (a) Trajectoire de référence, considérée comme étant la trajectoire réelle de la bille. (b)
Vitesses de référence et biaisées de la bille selon les deux axes du plan. La vitesse biaisée est le modéele
introduit dans le filtre. (¢) Tracé de I'impédance bruitée pour la paire m=1 d’électrodes (en bleu) et des

mesures de référence (en rouge).

r O
2 (p.0) égzh%co)(uq»l(pk))
Z;(p.o) 5 22 (00)(1+02(px))
Yk = . =
2P0 | % 280(00) (1 4 s )

avec 0;(px) la variation relative d'impédance a la position py.

= (i) + B (5.28)

Pour un cas expérimental réel, la déviation du bruit de mesure peut étre déterminée, comme cela a
été montré pour le cas 1D notamment. En conséquence, aucune erreur concernant la valeur de Sz
ne sera introduite. La déviation standard du bruit, ici Sz = 40 Q sera donc utilisée pour les réglages :
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402 0 0

R= 9 h : (5.29)
: .0
0 ... 0 40°

Dans toute la suite, on supposera une absence d’erreur sur I'état initial afin de tester la stabilité du
filtre en fonction de ses réglages au niveau des matrices de covariance. A I'exception de I'estimation
de I'état initial, la matrice de covariance des perturbations est le seul objet devant a ce stade étre
réglé. Afin de limiter le nombre de possibilités, on prendra a; = az; = Sf,. Cette hypothese est
réaliste dans la mesure ou les erreurs sur la dynamique des deux axes sont du méme ordre de
grandeur. La matrice Q a donc la forme suivante :

2
SP

0= (5.30)

coXRo
oo oo
coc oo

0
0
0

Le filtre est maintenant implémenté, et sa réponse peut étre testée pour différents réglages du
coefficient S,,. La réponse du filtre pour différentes valeurs de S, est représentée sur la Figure

5 5

0
X (jm)

(d) S,=1.10""m. (e) S,=5.10"m.

FIGURE 5.9 Tracé des positions de référence (en bleu) et estimées par le filtre (en rouge) pour différents
réglages du paramétre S, de la matrice de covariance Q. Les tracés montrent une confiance décroissante
dans le modele dynamique, partant d’une confiance totale et terminant par une confiance tres faible.

La premiére courbe correspond au cas ou S, = 0 m. Le filtre donne donc une confiance totale au
modeéle dynamique, et la courbe est celle qui serait obtenue a partir du modeéle dynamique sans
I'utilisation du filtre, & des fins de comparaison. La deuxiéme courbe trace la cas ou S, = 1.1 08 m.
La confiance dans le modéle dynamique est toujours trop importante, et le filtre a du mal a conver-
ger vers la valeur réelle de position. Les troisieme et quatrieme courbes donnent la réponse res-
pectivement pour S, = 510 8 met Sp = 1.10~7 m. Les deux réglages sont satisfaisants, le premier
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étant plus stable et moins rapide que le second. Enfin, la derniére courbe présente le cas extréme
pour lequel trés peu de confiance est donnée dans la dynamique, avec S, = 5.1 07 m. Le systéme
est particulierement instable et les estimations sont mauvaises.

La confiance dans le modele dynamique est ici stabilisatrice mais ralentit la convergence du filtre.
Pour cet exemple, un réglage de S, = 5.10~% m donne de bons résultats. Cette valeur peut étre
ajustée afin de satisfaire a d’autres criteres de convergence plus spécifiques (précision, rapidité,...).

20 T T T T T T T T T 2
— — — Position de référence selon X (p*Fe/)
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(a) Erreur. (b) Ellipsoide de confiance a 68 %.

FIGURE 5.10 Performances du filire pour S, = 5.1 08 m pour le cas de référence.

Afin de chiffrer I'erreur, les courbes d’estimation selon les deux axes, I'erreur associée et enfin 'el-
lipsoide de confiance a 68 % pour S, = 5.1 0~8 m sont représentées sur la Figure Lellipsoide
de confiance a 68 % est une représentation graphique de la zone dans laguelle I'erreur, a chaque
itération, a 68 % d’étre incluse. On constate sur la courbe que I'erreur moyenne est faible (0,1 um
environ), et que les déviations standard de I'erreur selon les deux axes sont de I'ordre de 0,3 um
sur I'estimation de la position : §% ~ S2 ~ 0,3 um. Ce tracé permet donc de conclure positivement
cette simulation : en I'absence d’erreur moyenne par rapport au modéle d’observation, il semble
possible d’estimer la position d’'un objet par fusion de mesures d’'impédance, avec précision, malgré
un fort bruit gaussien de mesure et une large erreur (de I'ordre de 30 %) sur I'actionnement.
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FIGURE 5.11 Temps de calcul en fonction du nombre de paires de mesure utilisées par le filtre.
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Temps de calcul On étudie la rapidité du calcul en calculant la durée moyenne d’une itération,
c’est a dire d’'une estimation de position, en fonction du nombre de paires d’électrodes utilisées
pour I’estimationF_'] (Figure . L'évolution du temps de calcul montre une grande dépendance
dans le nombre de paires utilisées, avec une tendance plus ou moins linéaire. Cela s’explique par
le fait que I'étape d’inversion dans le calcul du gain de Kalman est I'étape déterminante concernant
le temps de calcul, et I'inversion d’'une matrice présente une grande dépendance dans la dimension
de cette derniere. En raison de I'absence d’erreur statique par rapport au modéle, le nombre de
paires utilisées ici a peu d'influence sur la précision de la reconstruction. Ce point est abordé dans
la section qui suit.

5.4.3/ Influence des erreurs de modele

Le cas précédent conclut positivement les simulations en I'absence d’erreur moyenne par rapport
au modele d’observation. Dans la réalité, un défaut de modele peut invalider cette hypothése. Les
causes possibles de défauts de modéles sont multiples :

— Un défaut d’étalonnage : les signaux mesurés expérimentalement sont soumis a du bruit
et de la dérive thermique. Malgré les différentes étapes de filtrage du signal, une erreur
peut subsister concernant la variation d'impédance due a la présence de I'objet. Un défaut
concernant la mesure de position, ou durant l'interpolation des données, peut également
étre présent.

— Une inexactitude concernant le modéle purement résistif : le modéle purement résistif intro-
duit dans le chapitre précédent et utilisé ici suppose une absence totale d’effets capacitifs,
et une résistance des pistes métalliques nulle. Malgré la prise en compte possible de ces
effets (soustraction de la résistance des pistes, utilisation de la partie réelle du signal de
mesure...) des erreurs peuvent subsister.

— Un endommagement de capteur
Les électrodes de mesure sont soumises a des contraintes lorsqu’une tension électrique
leur est appliquée, particulierement dans le cas de hautes tensions pour I'actionnement.
Ceci peut créer un endommagement partiel ou total des électrodes, ce qui aura pour
conséquence une modification du modele d’observation.

Lobjectif est ici de tester la robustesse du filtre a ces erreurs, et d’estimer I'apport de I'utilisation de
plusieurs paires d’électrodes.

Impact du nombre de capteurs défectueux Dans cette partie, I'impact d’'une erreur de modéle
due a un capteur défectueux est étudiée. Afin de simuler ce défaut, une erreur statique de
ez = 100 Q est ajoutée aux mesures bruitées. Pour information, la variation d’impédance obte-
nue, en prenant deux électrodes en opposition, et en ajoutant une bille de 8 um au centre est de
I'ordre de 400 Q. Une erreur de 100 Q est donc une erreur importante, les mesures provenant du
capteur défectueux ne sont plus du tout représentatives de la position réelle de I'objet si 'on s’en
référe au modéle.

Il est possible d’observer les conséquences de ce type de défaut Figure[5.12] Pour ce faire, I'écart-
type de I'erreur tracé est la moyenne des écart-types selon les deux axes (S, = S"X’;S% ). On constate
que I'écart type de I'erreur suit une tendance relativement linéaire jusqu’a ce que 18 capteurs (18
parmi les 28 combinaisons possibles) fournissent une mesure erronée. Lerreur se stabilise ensuite.

1. A noter que les calculs sont effectués sous Matlab a I'aide de classes. Laccés aux parameétres est trés lent avec
ce logiciel, alors que cela représente une durée négligeable a I'aide d’un logiciel de programmation en C++. Les temps
d’acces aux paramétres des classes ont donc été retirés afin de donner un ordre de grandeur des temps de calculs si le
filtre était implémenté dans un logiciel dédié a une application temps-réel, et afin de faciliter leur comparaison.
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FIGURE 5.12 Erreur en fonction du nombre de capteurs défectueux. Lerreur statique est de 100 Q par
rapport & la référence pour un capteur défectueux. (a) Evolution de la mesure bruitée en comparaison de la
référence pour une paire d’électrodes. (b) Impact sur I'écart-type de I'erreur du nombre de capteurs
défectueux pour la trajectoire de référence.

Cela correspond pour ce cas a I'erreur maximale, c’est a dire que le filtre converge rapidement vers
une estimation erronée et ne s’en déplace plus significativement en raison de I'absence de mesures
cohérentes avec le modéle. En conclusion, le fait qu’'une multitude de capteurs soient présents
limite I'impact d’erreurs par rapport au modele d’observation, méme importantes, au niveau d’un
capteur isolé.

Impact de 'amplitude de I'erreur de modélisation Dans cette partie, nous étudions I'impact
d’une erreur de modeéle sur 'ensemble des capteurs. Afin de simuler ce défaut, une erreur de ez Q
est ajoutée a la totalité des mesures. Limpact de 'amplitude de 'erreur sur I'estimation de position
est donné Figure

On constate qu’il existe une relation croissante entre 'amplitude de I'erreur constante ajoutée au
modéle et I'écart-type de I'erreur d’estimation S,, jusqu’a une amplitude d’erreur ajoutée de 64 Q.
Au-dela de cette valeur critique, I'erreur de modélisation est trop importante, et la position de I'objet
est perdue au cours de la simulation (voir Figure . Cette perte de suivi est marquée par une
discontinuité de la courbe.

En conclusion, les erreurs de modélisation induisent une erreur d’estimation avec une relation
affine, jusqu’a une discontinuité signifiant la perte de suivi marquée par une discontinuité de la
déviation de I'erreur. Il convient de se positionner en-dessous de ce seuil en limitant les erreurs de
mesure.

5.4.4/ Etude de I'impact de la dérive thermique

Dans cette section, I'objectif est de tenir compte dans les simulations de la dérive de la conduc-
tivité dans le temps. Cela peut par exemple correspondre a un échauffement ou refroidissement
du liquide en raison de mouvements d’air au contact du dispositif. Pour cela, la conductivité du
milieu liquide au cours du temps est rendue variable, comme présenté Figure La variation
d’'impédance due a la dérive de conductivité (voir Figure est de I'ordre de 30 fois supérieure
a celle due a la présence de I'objet.
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FIGURE 5.13 Quantification de I'erreur d’estimation en fonction de I'erreur statique de modele appliquée sur
chaque capteur. (a) Ecart-type de I'erreur S, en fonction de I'erreur de modeéle e¢z. (b)—(e) Tracé de la
trajectoire pour ez =10, 50, 75 et 190 Q. Comme précédemment, la trajectoire de référence est représentée

en bleu et I'estimation en rouge.
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FIGURE 5.14 Evolution des mesures dans un milieu a conductivité variable. (a) Mise en évidence de la
variation de conductivité. (b) Evolution de 'impédance bruitée au cours du temps pour une paire

d’électrodes adjacentes.

La dérive est supposée totalement inconnue. En conséquence, aucune information concernant
I'évolution de la conductivité n’est fournie au filtre. Cependant, la connaissance de la conductivité a
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I'itération précédente permet de donner une premiére approximation de la conductivité courante, et
donc le filtre suppose la conductivité comme constanteﬂ ce qui ne change pas le modele d’état :

7 pzil—l—Atvgfl 10 0 0] [p, viffi‘l
y Y 2

X = plzc — | Proy AV +oy = 0100 p’g—‘ +Ar | VR=1] 4oy (5.31)
Oy Gi_1 0 0 0 1 O)_1 0

Lincertitude sur la conductivité doit étre introduite dans Q :

2.0 0 0

0 2 0 0

— p

=1y ¢ o ol (5.32)
0 0 0 S2

On garde les précedents réglages pour la position : §;, = 5.10~7 m, At = 10 ms, erreur nulle sur
I'état initial et on pose Sg =1 S/m. On a donc :

402 0 0 0
0 402 0 0

0= o 0 0 ol (5.33)
0O 0 0 12

Le filtre converge, comme présenté sur la courbe Figure[5.15a] La présence d'une forte dérive ther-
mique, sous I'hypotheése que son évolution suit un modele parfaitement résistif, n’est donc pas un
verrou a I'estimation de position. Les résultats de simulation montrent des performances sensible-
ment égales a celles du cas de référence malgré la dérive, comme I'atteste I'ellipsoide de confiance
pour ce cas donnée Figure Lécart-type de I'erreur sur la conductivité est S¢ ~ 0,09 mS/m,
et sur la position §¥ ~ §3 ~ 0,35 um.

5.4.5/ Prise en compte des contraintes technologiques de séquentialité

Dans les parties précédentes, nous avons fait I'hypothése que le vecteur des mesures était fourni
instantanément pour une position que I'on peut considérer comme constante. Or concrétement, les
mesures sont réalisées de maniére séquentielle et la dynamique d’acquisition n’est pas suffisam-
ment grande pour que la position de I'objet puisse étre considérée comme constante. Ainsi, le fait
que les mesures soient multiplexées peut poser un inconvénient notable qui est que 'impédance
mesurée par chaque paire d’électrodes se fera pour des positions différentes de I'objet. Nous pro-
posons d’enrichir le filtre de Kalman étendu a travers l'utilisation du filire de Kalman étendu dit
séquentiel (SEKF, Sequential Extended Kalman Filter) appliqué a I'étude précédente.

La variante séquentielle du EKF est généralement utilisée dans les systémes embarqués afin de
minimiser le temps de calcul. Létape de correction, lorsque M capteurs sont utilisés, est subdivisée
en M étapes (voir les équations données plus bas) afin d’éviter I'inversion d’'une matrice de dimen-
sion M? dont le colt en calcul peut étre important si le nombre de capteurs M est grand. Dans le
cas présent, cette méthode est utilisée, et le modele d’'état est de plus mis a jour a travers I'étape
de prédiction a chaque itération. Nous n’avons pas a ce jour trouvé de mention de cette adap-
tation dans la littérature. Ladaptation du SEKF que nous proposons doit permettre d’améliorer la

2. Pour information, le terme utilisé dans la littérature lorsque l'identité est utilisée dans le modéle d’observation en
I'absence d’information sur celui-ci est random-walk model.
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FIGURE 5.15 Estimation de position pour le cas a conductivité variable. (a) Superposition de I'estimation de
position a la position de référence pour une trajectoire en spirale. (b) Ellipsoide de confiance associée.

(c), (d) Erreur d’estimation de position et de conductivité calculée a partir de I'écart par rapport a la
trajectoire de référence.

précision des estimations de position dans la mesure ou elle permet de tenir compte de la variation
de la position de la bille entre deux mesures.

Le principe du filtre implémenté est similaire a celui du EKF conventionnel. Si la covariance du bruit
de processus Q est diagonale, la formulation est simple et se fait comme précédemment pour le
choix des mesures, en n’utilisant qu'une seule mesure a chaque fois. Si Q n’est pas diagonale,
il faut la diagonaliser (cas non étudié ici). Afin de tenir compte séquentiellement des mesures
provenant de chaque capteur, on introduit un nouvel indice /, avec (1 <1 < M), ou M est le nombre
de capteurs utilisés. Le vecteur d’'état corrigé X;; est réévalué pour [ allant de 1 a M afin de tenir
compte de chaque mesure :

Kok = X, (5.34)
X = Xk (5.35)

Les équations du filtre sont alors modifiées comme suit :
e =FEa-1w) (5.36)
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Kk = Pl (5.37)

R,
fik = &+ Kie (i — h(xy)) (5.38)
P = (I — Kiedn(x) ) Py (5.39)

ol yix = [yx(1)] est un vecteur unitaire contenant la mesure provenant de la paire [ et R; = [R(])]
la matrice de dimension 1 contenant la covariance de I'erreur associée a la mesure /.

Afin d'illustrer lintérét du SEKF, on se fixe ici pour objectif de comparer les performances des
filtres SEKF et EKF en termes de précision d’estimation dans le cas d’acquisition séquentielle
de mesures. On se place dans le cas applicatif de la plateforme expérimentale développéeﬂ Un
multiplexeur est utilisé afin de séquentiellement sélectionner 'ensemble des paires d’électrodes.
Le module temps-réel (RTK) envoie les consignes au multiplexeur et récupére les impédances
mesurées. Le PC récupére ces données par USB. On supposera que le temps nécessaire pour
récupérer ces données est fixe et de 10 ms. Différentes périodes d’intégration des mesures seront
utilisées. Le diagramme Figure illustre les hypothéses vis-a-vis de I'échantillonnage pour le
EKF et pour le SEKF. Le EKF considére les mesures comme instantanées et assimile le temps
de mesure au temps nécessaire a la réception des signaux tandis que le SEFK tient compte de
la période entre chague mesure. Les réglages de la matrice Q étant dépendants de la période
d’échantillonnage, on s’affranchit de la dérive thermique en se plagant dans les conditions du cas
de référence afin de n’avoir qu’'un seul parametre & optimiser : S,,.

»
L

Délai Réception mesures

(a) Cas du EKF.

»
>

Délai Réception mesures

(b) Cas du SEKF.

FIGURE 5.16 lllustration des périodes caractéristiques pour I'acquisition des mesures. (a) : Cas approximé
du EKF pour lequel les mesures sont acquises et traitées simultanément. (b) : Cas du SEKF ou la
séquentialité des mesures est prise en compte.

Réponse en présence d’un fort bruit de mesure On se place pour la premiére étude dans le
cas ou le bruit de mesure est important (comme pour les cas précédents, 187 =40 Q. La
trajectoire en spirale est effectuée, avec le EKF puis le SEKF, avec différents réglages de S,,. Les
courbes d’erreur sont données Figure [5.17]

Ces graphes montrent que lorsque le bruit de mesure est important, quelle que soit la période
d’échantillonage, le filtre séquentiel n'apporte pas d’amélioration des performances. La courbe Fi-
gure trace a titre indicatif 'impédance bruitée pour la paire m=1 afin de rendre compte de

3. A noter qu’il ne s’agit pas des performances maximales théoriques, I'objectif est ici d’étre cohérent vis-a-vis de la
plateforme développée.



5.4. SIMULATIONS D’ESTIMATION DE POSITION EN TEMPS-REEL : CAS 2D 121

5
1
1013 £ 10 5
EKF
1.0125 F _45F — — — Erreur moyenne minimale EKF
g SEKF
= 4 — — — Erreur moyenne minimale SEKF
1.012 F g
n
)
\\| = 35
_Lousf ‘ 2
<) s 3
¢ 1011 E
Z / | = 25
il B
'R 1.0105 g § / | I \‘ il | Il | ‘ [ Y
g \ | s 2
= : g
1.01 h 1k I A Ikt g
| 215
1.0095 ER
5|
1.009 05F
1.0085 . . . . . . . . . ) o . . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
Temps (s) S, (pm)
(a) Impédance. (b) Cas pour lequel At =100 us.
5r 5
| EKF EKF
4.5 " — — — Erreur moyenne minimale EKF 4.5 — — — Erreur moyenne minimale EKF
SEKF SEKF
4 — — — Erreur moyenne minimale SEKF 4 — — — Erreur moyenne minimale SEKF

raleurs absolues) (pm)
w
o

Erreur moyenne (en valeur absolue) (pm)

g
£
)

. . . . . . . . . | . . . . . . . . . |
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 18 2
S, (pm) S, (pim)

(c) Cas pour lequel At =1 ms. (d) Cas pour lequel At = 10 ms.

FIGURE 5.17 Comparatif des performances du EKF et du SEKF pour différentes périodes d’échantillonnage
lorsque le bruit de mesure est élevé.

l'importance du bruit en comparaison de la variation due a la présence de I'objet. Figure
montre les résultats pour une période d’échantillonnage de 100 us. Les performances qu’il est pos-
sible d’atteindre en terme de précision du EKF et du SEKF sont sensiblement identiques, comme
le montrent les minima d’erreur superposés. En revanche, on constate qu’un mauvais réglage du
SEKEF induit une erreur moyenne plus importante qu’avec le EKF. Des constats similaires pour une
période d’échantillonnage de 1 ms et 10 ms sont présentés Figure et Figure avec
de surcroit une précision légérement meilleure pour le EKF. Une interprétation de ces résultats
est que les erreurs de modélisation du EKF, du fait qu’il ne considére pas le temps écoulé entre
les mesures, est assimilable a un bruit additionnel, probablement faible devant le bruit de mesure
lui-méme.

Réponse en présence d’un faible bruit de mesure On se place cette fois-ci dans le cas ou
I'amplitude du bruit est plus modérée : Sz = 10 Q. De maniére analogue, la Figure [5.18| présente
l'impédance mesurée pour une paire d’électrodes, ainsi qu’'un comparatif des performances entre
le EKF et le SEKF pour différentes périodes d’échantillonnage.

Pour une période d’échantillonnage de 100 pus et de 1 ms, des résultats relativement similaires
au cas précédent sont obtenus. Le SEKF et le EKF présentent une erreur moyenne minimale
sensiblement égales, mais les performances du SEKF sont plus sensibles au réglage du filtre,
ce qui le rend moins intéressant. En revanche, pour une période d’échantillonnage de 10 ms,
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FIGURE 5.18 Comparatif des performances du EKF et du SEKF pour différentes périodes d’échantillonnage
lorsque le bruit de mesure est modéré.

les performances du SEKF en terme de précision sont meilleurs pour un filtre bien réglé, avec
une erreur moyenne de 0,5 um pour le SEKF pour S, = 0,1 um contre 1 um pour le EKF pour
Sp = 0,4 um . Cette différence s’explique probablement par le fait que pour le EKF, I'erreur sur la
date d’acquisition n’est plus assimilable a du bruit du fait que le bruit est ici de moins forte amplitude.

En conclusion, la variante séquentielle du EKF n’apporte une amélioration des résultats que sous
deux conditions. La premiere est que la période d’échantillonnage de I'appareil de mesure ne
puisse pas étre considérée comme négligeable vis-a-vis de la dynamique de I'objet dont la po-
sition est estimée, la seconde étant que I'approximation de mesures synchrones induise une erreur
suffisante pour que celle-ci ne soit pas assimilable a du bruit de mesure. Le SEKF présente toute-
fois une plus grande sensibilité aux réglages que le EKF. Une piste d’amélioration qui permettrait
de s’affranchir de la sensibilité aux réglages, qui ne sera pas développée ici, serait d’utiliser des
gains adaptatifs associés au SEKF. Le fait que le SEKF présente des performances supérieures a
celles du EKF dans des conditions ou le bruit de mesure est modéré et la période d’échantillonnage
faible est compatible avec l'instrumentation de mesure. En effet, l'impédancemetre est doté d’un
amplificateur a détection synchrone qui filtre d’autant mieux le signal que la période est grande.
Toutefois, il a été mentionné précédemment que les effets thermiques transitoires sont réduits lors-
gu’une grande fréquence de bascule est utilisée. Une étude supplémentaire, qui pourra étre menée
dans des travaux ultérieurs, devra étre menée afin de quantifier la dégradation des performance
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induite par une faible fréquence de bascule, et ainsi conclure concernant I'intérét d’utiliser un SEKF
pour I'estimation de position par impédancemétrie.

5.5/ Conclusion

Dans ce chapitre cl6turant ces travaux de thése, une méthode d’estimation de position de billes
dans des puces fluidiques a été proposée. Cette méthode se base sur les équations du filtre de
Kalman, prenant comme argument des mesures d’'impédances pour I'observation, associées a un
modéle dynamique obtenu grace a une connaissances du comportement des actionneurs dédiés.
Le modele d’observation associé au filtre de Kalman a été défini comme étant la variation relative
de I'impédance induite par la présence d’une bille dans la zone de détection. A ce modéle a été as-
socié un modele de conductivité, dissocié du modele de position par séparation des variables, per-
mettant de tenir compte de la dérive de conductivité, notamment induite par des variations locales
de température. Une fois les équations du filtre définies, celui-ci a été validé expérimentalement
pour le cas de billes se déplacant le long de I'axe d’'un canal microfluidique. Dans la perspective
d’'une détection selon plusieurs axes, le cas d’une détection dans le plan d’une puce par fusion
des données de plusieurs paires d’électrodes a été validé en simulation. Une étude comparative
du filtre étendu et du filtre séquentiel étendu a enfin permis de mettre en évidence la pertinence de
I'utilisation de ces deux méthodes en fonction du cas a I'étude.






Conclusion géneérale et perspectives

Conclusion générale

La mesure d’impédance a connu un intérét croissant ces dernieres décennies, tant a I'échelle
macroscopique notamment en imagerie, qu’a I'échelle microscopique afin de déterminer cer-
tains parametres physiques et géométriques d’échantillons biologiques. Ces avancées majeures
a ces deux échelles ont servi de socle aux travaux présentés dans ce manuscrit portant sur
le développement d’une nouvelle technologie dédiée a la détection de position de cellules in-
dividuelles en temps-réel dans des puces fluidiques. Les avancées techniques en spectrosco-
pie d'impédance électrique, effectuée dans des puces microfluidiques, ont notamment favorisé la
réalisation d’'un environnement de test ergonomique et performant. Les avancées en tomographie
d’'impédance électrique, souvent effectuée a I'échelle de 'homme, ont quant a elles été source
d’inspiration pour I'obtention d’organes sensoriels et de méthodes d’estimation de position plus
performantes, notamment en ce qui concerne la configuration des électrodes et la méthode de
détermination de la position. Ces travaux se démarquent de ceux de plusieurs laboratoires ayant
publié ces dernieres années par le fait d’'une détection continue de la position entre les électrodes.

Dans la premiere partie du développement de ces travaux, une plateforme a été développée pour
la validation du concept. Cette plateforme est équipée de puces fluidiques fixées mécaniquement,
et reliées fluidiquement et électriquement a I'instrumentation. Le design des puces a été pensé de
maniére a permettre la validation du concept en 1D le long de 'axe d’un canal, et en 2D dans un
plan. Pour ces deux designs, un positionnement précis et reproductible des billes est possible par
des méthodes fluidiques et électriques associées a divers actionneurs. La géométrie et la configu-
ration d’électrodes a été étudiée afin d’assurer la sensibilité du dispositif a la position d’une cellule.
Il a notamment été montré que la géométrie des électrodes pouvait étre étudiée afin d’augmenter la
plage de sensibilité du capteur. Un dispositif exploitant plusieurs paires a également été développé
afin d’augmenter la fiabilité de la détection. Afin de permettre ce multiplexage des mesures, une
carte de routage a spécialement été développée en interne, et associé a I'appareil de mesure. Une
interface a enfin été développée afin de pouvoir piloter simultanément les divers éléments d’action-
nement et de mesure.

Dans la suite, les travaux se sont focalisés sur I'obtention d’'un modele liant la position d’'une cellule
a 'impédance mesurée entre les électrodes. Il a été montré expérimentalement que 'impédance
mesurée variait en raison d’effets thermiques inhérents aux conditions expérimentales. C’est pour-
quoi le modéle développé tient compte de la position de la cellule, mais également de la conductivité
du milieu afin de pouvoir isoler du signal mesuré la composante du signal due a la présence de la
cellule. Le modele développé est semi-analytique : le modéle de conductivité est analytique, tandis
que le modéle de position est déterminé par étalonnage. Les protocoles permettant I'étalonnage
des capteurs ont été établis. Il a enfin été montré expérimentalement qu’il est possible d’obtenir un
modéle de I'impédance sensible a la position de la cellule pour le dispositif 1D, c’est a dire pour la
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détection le long de I'axe d’un canal.

Le dernier chapitre concerne le traitement des signaux obtenus. La méthode proposée afin de
donner une estimation de la position de cellules est d’utiliser un filtre de Kalman étendu. Ce filtre
s’avere performant car au-dela d’exploiter les mesures d'impédance, il permet de tenir compte du
bruit de mesure, exploite le modéle dynamique, et permet la fusion de mesures issues de plusieurs
capteurs distincts. Le filtre une fois réglé permet d’estimer la position d’'une cellules sur plusieurs
axes, et peut également intégrer la conductivité dans ses paramétres afin de tenir compte de la
dérive thermique. Ce filtre a été exploité pour le capteur 1D dont le modele étalon de la variation
d’'impédance a servi de modéle d’observation du filtre. Aprés un temps d’établissement, il a été
montré expérimentalement que le filtre était en mesure d’estimer en temps réel la position des
billes utilisées avec une précision de I'ordre du micrométre ; ceci permet de conclure positivement
a la faisabilité du concept de détection par impédancemétrie. En vue de généraliser cette méthode
a la détection suivant deux dimensions, des simulations d’'une détection plus complexe ont été
effectuées. A partir d’'une simulation du capteur 2D doté de 8 électrodes, il a été montré une es-
timation robuste pouvant étre faite en exploitant la fusion de mesures issues de plusieurs paires.
Notamment, il a été montré que ce type de dispositif était en mesure d’estimer la position d’'une
cellule malgré une forte dérive thermique, et que le nombre de paires utilisées avait un impact di-
rect sur la robustesse de la détection. Enfin, la séquentialité des mesures a été prise en compte en
considérant une variante séquentielle du filire de Kalman, dont les performances sont discutées.

De maniere générale, ces travaux ont permis de conclure favorablement a I'utilisation de mesures
d’'impédance pour I'estimation de position. Les travaux théoriques de modélisation ont notamment
et permis d’identifier différentes problématiques liées a cette méthode. Le capteur 1D développé,
a l'aide d’'une seule paire d’électrodes est en mesure de fournir une bonne estimation de la posi-
tion d’une cellule. Les outils de traitement de signal ont permis cette estimation malgré un bruit de
mesure important, 'une des problématiques initiales. La fusion des données de plusieurs capteurs
a donné de bons résultats en simulation, ce qui suppose une amélioration probable des perfor-
mances avec un dispositif multi-électrodes, et ce méme en tenant compte de la dérive thermique
et de I'estimation selon plusieurs axes.

Perspectives

Afin d’aboutir a une preuve de concept fonctionnelle, je me suis attaché a développer une plate-
forme expérimentale, une méthode d’estimation, des protocoles d’étalonnage des capteurs, et enfin
a soulever les différents verrous liés a I'utilisation de I'impédance pour la mesure de position. Cette
diversité, liée au caractére pionnier de ces travaux a FEMTO-ST, laissent place a de nombreuses
perspectives.

Une perspective a court-terme concerne l'isolation de voies pour un dispositif multi-électrodes.
Cette perspective leve une interrogation concernant I'appareil de routage. Lutilisation de la DEP
s’avere contraignante pour I'étalonnage, et augmente les fuites de courant au niveau des com-
posants internes de la carte. Envisager une méthode alternative d’étalonnage et s’affranchir to-
talement de la DEP semble, au vu des difficultés rencontrées via la dérive notamment, étre une
approche raisonnable. Egalement, des pistes d’amélioration peuvent étre envisagées au niveau
de l'estimateur utilisé. Les performances du EKF pourront étre comparées a celles d’estimateurs
comme le Uncented Kalman Filter (UKF) par exemple, en termes de précision et de robustesse.
Des variantes, comme I'utilisation de gains adaptatifs, pourraient également apporter un gain de
précision et de robustesse. Une autre étude méritant d’étre approfondie concerne les réglages de
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la plateforme. Notamment, I'appareil de mesure filtre le bruit sur une période d’échantillonnage. La
période d’échantillonnage a donc un effet sur le niveau de bruit et le nombre d’échantillons. Ces
facteurs doivent donc étre considérés pour le choix de la période d’échantillonnage.

A plus long terme, le design et la configuration des électrodes (géométrie, distances,...) pourront
étre améliorés. Le design peut notamment étre amélioré a I'aide d’un algorithme d’optimisation afin
d’'optimiser la sensibilité, la linéarité ou la plage de détection d’un capteur selon un ou plusieurs
axes. Lobservateur retenu pourra également étre intégré dans une boucle de régulation pour le
controle de la position de cellules. La puce développée pourra enfin étre validée pour le cas appli-
catif du tri de cellules, en amenant une cellule d'intérét en regard d’une autre de maniére controlée
pour tester leurs affinités biologiques.
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Annexe A

Procédeés de fabrication complets des
puces

Ci-dessous sont détaillés les procédés de fabrication brievement décrits dans le chapitre de
développement. Les illustrations ne sont pas a I'échelle.

A.1/ Fabrication des électrodes : lift-off

149



150 ANNEXE A. PROCEDES DE FABRICATION COMPLETS DES PUCES
Numéro , A . .
u Nom de I'étape | Moyens Parameétres Notes et résultats Visuel
d’étape
f
Nettoyage du | Solution Sura,ce propre
1 : (adhérence
wafer piranha s
améliorée)
. Pour une
Enduction . 3000 tr/min, | adhérence
2 promoteur Tl Prime L
, , 20 s améliorée avec
d’adhérence L .
la résine
Plaque
3 Recuit chauffante 120°C, 2 min | Promoteur solidifié
fermée
Enduction
i ]
4 résine  sacrifi- | AZ5214 4000 trmin,
. 30s
cielle
Plaque
5 Recuit chauffante 120°C, 2 min | Résine solidifiée
fermée
Exposition UV Polvmérisati RRTRRRANIRNY
6 a travers le | Insolateur 60 mJ oyme’:rlsa on I
amorcée
photomasque
Plaque S
7 Recuit chauffante 120°C, 50 s Pt?ly’merlsatlon ter-
. minée
fermée
E it UV | , q | RARRRRRRNRANY
8 Xposition Insolateur 300 mJ rrvgrsmn ¢ I
totale résine
Résine
9 Développement AZ 351B ou sélectivement ==
PP AZ 726 -
retiree
Bain eau
10 Nettoyage déionisée +
séchage
o . e .. | Couche
Dépbt de titane | Pulvérisation | 20 nm mini- , X EEN N -
11 . . d’adhérence
(Ti) cathodique mum , ,
déposée
Dépot de pla- | Pulvérisation Métal conducteur N . -
12 . . 120 nm , ,
tine (Pt) cathodique déposé

TABLE A.1 Procédé de lift-off pour la fabrication des électrodes.
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13

Retrait résine
sacrificielle

Bain
d’acétone

Procédé terminé

TABLE A.1 Procédé de lift-off pour la fabrication des électrodes.
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A.2/ Fabrication des canaux : photolithographie simple
Numé , R i .
,Lfmero Nom de I'étape | Moyens Parameétres Notes et résultats Visuel
d’étape
f
Nettoyage du | Solution Sur a,ce propre - =
1 . (adhérence
wafer piranha e
améliorée)
. Pour une
Enduction , 3000 tr/min, | adhérence - =
2 promoteur Tl Prime s
s 20s améliorée avec
d’adhérence -
la résine
Plaque
3 Recuit chauffante 120°C, 2 min | Promoteur solidifié
fermée
4 E’ncliuc’uon SUS 2025 4400 tr/min, | Résine  déposée,
résine 30s 20 pum
65°C—95 °C,
Plaque 51;2 mo|g;
5 Recuit chauffante .| Résine solidifiée
fermée 10 min;
95°C—65 °C,
10 min
Exposition UV 200 mJ (270 N LI
R Insolateur/ Polymérisation
6 a travers le alianeur mdJ + masque amorcée e
photomasque 9 spécial SU8)
65°C—95 °C, A
. Polymérisation
Plague 25 min; terminée, quelques
7 Recuit chauffante 95 °C, 5 min; ora uelu;e: qnon
fermée 95°C—65°C, | O !
. critiques
10 min
Résine - -
8 Développement | PM Acetate selectivement -
retirée
Bain eau
9 Nettoyage déionisée +

séchage +
plasma O,

TABLE A.2 Photolithographie simple pour la fabrication des canaux.




Annexe B

Plans de la carte de routage HF2MUX

Dans cette partie, les détails techniques concernant la carte destinée au routage des signaux pour
la plateforme sont donnés. Sur la Figure [B.1] la modélisation sous le logiciel PSpice du comporte-
ment de la carte est donné. Ce modele sert notamment a s’assurer que la carte aura le compor-
tement souhaité pour la bascule des voies. Les plans associés a des visuels des parties inférieure
et supérieure de la carte une fois réalisée sont donnés respectivement Figure et Figure
Les schémas de la partie alimentation et affichage sont donnés Figure Enfin, la liste des com-
posants de cette carte est donnée Figure Lensemble des plans a été produit par Francgois
Marionnet, ingénieur au laboratoire FEMTO-ST.
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154 ANNEXE B. PLANS DE LA CARTE DE ROUTAGE HF2MUX

Date: January 14, 2019 P1.bdf Project: P1

e 1l

oL

T GhEEIIII

i

:

Page 1 of 1 Revision: P1

FIGURE B.1 Circuit électronique de la carte de routage : modéle PSpice
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(b) Visuel.

FiGURE B.2 Circuit électronique de la partie inférieure de la carte de routage : plans et visuel.

L SR RRREERERERRRERARANET S

(a) Visuel.

FiIGURE B.3 Circuit électronique de la partie supérieure de la carte de routage : plans et visuel.



157

1 7 2 g 7 ¢
3 PI8 PI0 P2 P4 PI6
TOP BOARD ( switches ) AN M _out, :5@ 20 /\/H'v z2 O 4 /\/H'v 76 /\l_u
+22V HEROT +13V 22vh PROT -15V
g [ swa SMA SMA SMA SMA SMA
€5 —==C6 <) Cle=—=Cl Clg GND P9 P19 Pl P13 PIS PI7
] = = ] = ] = = L £ s Z1 7 75 77
> > > > > > > > B_IN_ME; QUT_MES
1 1223232258 TLEELEE O =) 2 =) )
[ 2
= L 3 L sma SMA SMA SMA SMA SMA
GND = pouracr] =
GND NI
ul u3 & U4 Header Pl P2
13 v cna AIN 2 13 w0y cna_A_OUT 2 13 v SELO_B OUT SELI_B OUT
%w 5 GND el AN 1 MM me 14 GND sel0_A_OUTT wm %w 4 _GND ENA_ B _MUX w SEL2_B_OUT W
S 20V Sl AN T6 ] 40 gs 2 22V sl AOUT6 | 4 gs 2 20V SELO B IN : SELL :
SR AN 15 ] 1) = Sel A OUT5 | ) ENA B MUX__| 3 SEL i
mode AACT | | o s |19 mode A ACT  GND GND SELOAOUT | § SELLAOUT ] ¢
AINACT 2 o b3 [I0__A OUT ACT g g ENA A MUX__| 2 SER2AOUT | ?
AN ell| & [1_Aour el el SELO A IN 2 SELL A 7
§ = [ ENA A MUX__| ¢ SEL2_A 2
mode BACTI6 | 1y |8 mode B_ACT & b L8 AN 7 D L8 A_OUT
B INACT 15 7 B OUT_ACT I [P Header 8 Header
B_IN | 22 | B OUT | Z |
S s4 0 BOUL A S6 a S6
76 0] ¢ 76 0] o P20 P3
ADGS412 77 CH| 77 5 £V [, sy MODE_A_MES
2V, [ MODE_A_ACT
ADGS5408 ADG3408 GND_| ; o [OND
v 2oV Header
) © Us e Us v ) Sy
T 2 oo | mbons o ol m WL RV oW
GND 10K A0 GND 10K A0 GND L T
o B 2V Ml O B 20V oute | 4] Gss [3 20V Header 6X2 MODE_B_ACT
= 15 = OUT5
mode AMES I | o o] 0 mode B MES  GND L2 GND = Header
AOUT MES 2 | & D3 10BN MES 20 S 20 4l 22V 2v
A_OUT el| ) o [ BN 71 & 71 | &
Z & 72 5 +c26 ARLY_OVP
mode BMES16 | 1o oy |8 mode A MES Z & b L8 B IN 73 S b L8 B OUT 1004F C27
_BOUIMESTS | " 'y [7 — ATNMES Z 2 G Z 2] s DY
B OUT 12 6 AN 7 11 75 T 35V
B e ) s4 — s 6 L L
26 10 ] 26 10 | & = =
ADGS412 7 A— 77 5] 5 GND GND
ADGS5408 ADG5408 D6
wi w3 +ISV _A
422V +PROT 22V -PROT
Jumper’ Jumper U8 IN4002 U9 1N4002
W2 Wi VP NEGEV R 8
SR Vosk 1 2] Vin 7 OVP_POSFV
+15V -15V| ol 2 E Vin  Vin = e 2 Vour  Vou (£
Jumper Jumper c19 R7 L3l vin Vi |_m sy L 31 vour vout |_ﬁ
100nF | Ad 20 IuF Adj
LM337 100nF LM317
« uio 7812 +12V

A_OUT MES OVP_S

Fo_\‘ . GND =
A_OUT_MES_NO_OVP B_OUT_MES_NO_OVP u7 GND +C25 +C24
' A_OUT MES OVP D ' B OUT_MES OVP_D OVP_NEGFV | [ NEGFV POSFV & OVP_POSFV NE., 1004
A_OUT MES P 25V
[ A_OUT MES_NO_OVP f B OUT MES NO_OVP A OUT MES OVP D 2 | b vop |13 +PROT
' ! A_OUT MES OVP_ S 311 GND > GND = = = =
VSS 4 -PROT GND GND GND GND
+12V +12V B_OUT_MES OVP_D 15 D2 Title
B_OUT_MES OVP_S 14 2 D3 10 HF2MX - TOP BOARD ( switches )
11
Relay-DPD] 8 DR £ Size Number Revision
e D4 7 A4
A _RLY_OVP B_RLY_OVP OVP_FF 12 FF S4 6
Date: | Sheet_of
1N4002 1N4002 ADG5462F File: . | Drawn By:
1 2 3] 4

(b) Schéma.

isuel.

plans et v

de la carte de routage

ie supérieure

lectronique de la part

ircuit é

FIGUREB.3C



ANNEXE B. PLANS DE LA CARTE DE ROUTAGE HF2MUX

plans
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Carte TOP

U1, U2 ADG5412 : 4 Commutateurs SPST-NO
U3 aUsé ADG5408 : 4 commutateurs 1 vers 8
U7 ADG5462F : 4 x protection contre surtensions
U8 LM337 : Régulateur de tension négative ajustable
U9 LM317 : Régulateur de tension positive ajustable
U10 7812 : Régulateur de tension +12V 0,5A CMS
W1a W4 Jumpers CMS 1206
K1, K2 Relais 12V DPDT (ex NEC EC2-12NU)
D1aDé6 Diode 1N4002
R1aR4 Résistance 10 KQ CMS 1206
R5, R6 Résistance 2,7 KQ CMS 1206
R7,R8 Résistance 240 Q CMS 1206
P1,P2 Connecteur male 1 rangée x 8 contacts pas 2,54 mm
P3, P4 Connecteur méle 1 rangée x 2 contacts pas 2,54 mm
P5 Connecteur méle 1 rangée x 3 contacts pas 2,54 mm
P6,P7 Connecteur méle 1 rangée x 4 contacts pas 2,54 mm
P8 a P19 Connecteur SMA - Embase
P20 Connecteur méle 2 rangées x 6 contacts pas 2,54 mm
C1acC9 Condensateur céramique 100 nF 50V CMS 0805
C10 a C20 Condensateur céramique 100 nF 50V CMS 1206
C21,C22 Condensateur tantale 1uF CMS 16V
C23,C24 Condensateur électrochimique 100pF 25V
C25 Condensateur électrochimique 22 pF 25V
C26, C27 Condensateur électrochimique 100pF 35V

Carte Bottom
P22 Connecteur male 2 rangées x 25 contacts pas 2,54 mm
P23 Connecteur femelle 2 rangées x 4 contacts pas 2,54 mm
P24 Connecteur femelle 2 rangées x 6 contacts pas 2,54 mm
P25 Connecteur femelle 2 rangées x 5 contacts pas 2,54 mm
P26, P27 Connecteur femelle 1 rangée x 8 contacts pas 2,54 mm
P28, P29 Connecteur femelle 1 rangée x 2 contacts pas 2,54 mm
P30 Connecteur femelle 1 rangée x 3 contacts pas 2,54 mm
P31 Connecteur femelle 2 rangées x 5 contacts pas 2,54 mm
U19 CPLD EPM3064-100
U20 Régulateur de tension 7805 CMS 1A
U21 Régulateur de tension LD1117S33 CMS 0,5A
W5 a W7  |Jumper connecteur male 1 rangée x 2 contacts pas 2,54 mm
R26 a R28 |Résistance 10 KQ CMS 0805
R29 aR68 [Résistance 10 KQ CMS 1206
Q1, Q2 Transistor MOSFET N - NX7002AKW
C34 a C37 |[Condensateur céramique 100 nF 50V CMS 0805
C28, C31, C3|Condensateur céramique 100 nF 50V CMS 1206
C43,C44  |Condensateur électrochimique 100puF 35V

FIGURE B.5 Carte de routage

: liste des composants.



160 ANNEXE B. PLANS DE LA CARTE DE ROUTAGE HF2MUX

Carte affichage

L1als Led bicolore rouge / vert 3mm a cathode commune
U11aU18 NX 3008 - Transistors MOSFET N et P - CMS

P21 Connecteur 5 x 2 pas 2,54mm CMS

R9 aR17 Résistance 330 Q CMS 1206

R18 a R25 Résistance 4,7 KQ CMS 0805

Carte alimentation

P32 Connecteur secteur avec support fusible pour panneau
P33 Connecteur Molex Micro-Fit 3.0 - 4 contacts femelle
P34 Embase Molex 4 contacts male

P35 Embase Molex 8 contacts male

F1 Fusible 220V 100mA

R69 Varistance 250V 40A (ex : V250LA40AP)

R70, R71 Résistance 240 Q CMS 1206

R72,R73 Résistance 3,9 KQ CMS 1206

T1 Transformateur 1x220V / 2x20Veff 60VA
C45,C46  |Condensateur électrochimique 220uF 35V

C47 a C53 [Condensateur céramique 100 nF 50V CMS 1206
C54, C55 Condensateur tantale 1uF CMS 35V

C56, C57  |Condensateur électrochimique 100uF 35V
C58,C59  |Condensateur électrochimique 100pF 25V

C60 Condensateur électrochimique 100pF 16V

D7 Pont redresseur 400V 2A (ex : KBP204G)

FIGURE B.5 Carte de routage : liste des composants.



Annexe C

Influence de ’actionnement

La présence de sels est nécessaire dans les dispositifs LOC qui font I'objet de ces travaux.
lls agissent a la fois comme nutriments lorsque des échantillons biologiques sont introduits,
mais servent également d’électrolyte, et sont par conséquent indispensables pour la mesure
d’'impédance. A linverse, lorsqu’un actionnement par DEP est présent, ces sels dégradent les
performances du systéme en raison d’un échauffement par effet Joule, et a partir d'un certain
seuil en raison de la création d’électrolyse. Les ordres de grandeur des effets de I'application d’un
actionnement sont décrits Annexe [C.1] et des simulations mettant en évidence les constantes ca-
ractéristiques pour le dispositif 2D de maniére plus précise sont décrites Annexe[C.2|

C.1/ Ordres de grandeur

Les différents actionneurs utilisés dans les LOCs sont sources de dissipation d’énergie qui se tra-
duit par un échauffement du liquide de transport, modifiant de facto sa conductivité. Mettre en
mouvement le liquide de transport crée des frottements contre les parois qui sont a I'origine de cet
échauffement. Lors de I'application d’'une force de DEP, la forte conductivité des milieux salins uti-
lisés pour les mesures d'impédance diminue I'impédance du milieu et donc favorise la dissipation
de chaleur par effet Joule pour une tension d’actionnement donnée. Castellanos™=¥ propose un do-
cument trés complet décrivant entre autres choses les lois d’échelle en ce qui concerne I'élévation
de température dans une puce fluidique sous 'action d’'une tension électrique.

Afin de donner un ordre de grandeur de l'influence de la DEP, on prend ici pour exemple un canal
microfluidique de section constante (longueur L, supposée infinie, largeur w, épaisseur ¢) dans
lequel on applique en continu une tension en son centre, comme présenté Figure[C.1]

Un bilan énergétique est obtenu par application, sur une tranche longitudinale du canal, du 1¢"
principe de la thermodynamique :

q)x = ¢x+dx + q)c + q)st (0-1)
Avec :

ou 0, est le flux de chaleur entrant, ¢. I'échange avec les paroi par convection, 0, le stockage
d’énergie et ¢, 4, le flux sortant d’une tranche du canal comprise entre x et x + dx. A représente
la conductivité thermique du milieu, p sa masse volumique, ¢ sa chaleur spécifique, S, la surface
en contact avec les parois du canal, S;,, la section du canal, V = S;,,dx le volume de la tranche
étudiée et h coefficient de transfert de chaleur par convection moyen.
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FiGURE C.1 Modélisation des transferts de chaleur dans un canal microfluidique sous I'action d’'une tension
électrique en son centre.

La solution de I'équation aux dérivées partielles associées aux conditions aux limites, donnant la
variation de température 0 est la suivante :

U2 e_(m2+§)l/2x
2RpSimMa? +2)172

0(x,p) = (C.2)

Léquation dans le domaine de Laplace étant difficile a ramener analytiquement dans le domaine
temporel, on utilisera un algorithme numérique. Dans ce type de systeme, la seule variable de
commande est la tension U. Le gain en température varie selon cette tension au carré. Lobjectif
est maintenant de mettre en évidence un changement de température suite a un actionnement par
diélectrophorese, et d’en identifier les caractéristiques. Les paramétres physiques intervenant dans
I'équation sont tous bien connus, a I'exception du coefficient de transfert de chaleur par convec-
tion moyen h. Celui-ci dépend de la capacité des différents matériaux a l'interface solide/liquide
(verre, PDMS, SU8) a diffuser par convection la chaleur. La littérature < classique > énonce que ce
paramétre varie entre 100 et 1000 W.m 2. K.

Il est intéressant de connaitre la distance d’action sur la conductivité d’une tension d’actionnement
ou de mesure. La formule donnant la variation de température le long du canal en régime établi est
la suivante :

UZ

o(x) = ——
() RS Ao

—ox (C.3)

Les courbes présentées Figure |C.2al montrent que la distance sur laguelle la conductivité a no-
tablement changé est de quelques dizaines de micrométres, pour /& grand, a quelques centaines
de micrométres, pour & petit. Il est important de rappeler ici une I'hypothése de départ : celle
d’une source de chaleur ponctuelle. Dans la réalité, elle est répartie sur plusieurs dizaines de mi-
crométres, et donc du méme ordre de grandeur que la distance d’action. Les résultats présentés ne



C.2. APPLICATION AU DISPOSITIF 2D 163

Oy Flux de chaleur transmis par conduction a I'abscisse x O = — <7LS,-M?)T>
X X
O tdx Flux de chaleur transmis par conduction a I'abscisse x+dx Orrdx = - (XSimaT>
X x+dx
Flux de chaleur transmis par convection a la périphérie du -

0 canal entre x et x+dx Oc = hSex (T(x) = Tex)
(o Flux de chaleur stocké Oy = chaaT

t

sont dont intéressants que dans la mesure ou ils donnent un ordre de grandeur des perturbations
sur la conductivité de I'application d’'une tension.

On étudie également la réponse temporelle pour différentes valeurs de 4 au point d’application
supposé de la tension de commande, c’est a dire au centre du canal. Les temps d’établissement
sont de I'ordre de la milliseconde a la dizaine de milliseconde, et que le gain en température est
d’autant plus fort que h est faible. On donne la valeur des constantes de temps pour différentes
valeurs de A Figure[C.2b)

257 —h =100 W 2K 12or

e 1 = 500 Wom 2K !
h = 1000 W.m -

e b = 5000 W.m 2K 100

2 h = 10000 W.m 2.K"!

80

40

Variation de température (K)

20

0 . . . ! T -
0 200 400 600 800 1000 1200 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
X (pm) h (W 2K™1)

(a) Variation spatiale. (b) Constantes de temps.

FiGURE C.2 (a) Elévation de température le long de I'axe d’'un canal en régime établi et (b) Constante de
temps du systéme, pour différentes valeurs de i sous 1V de tension d’excitation.

Ces calculs ne sont également valables qu’en dessous d’une tension de 1V. Au-dela, une proportion
non négligeable de I'énergie est consommeée par électrolyse de I'eau.

C.2/ Application au dispositif 2D

La Figure présente une simulation FEM de la température en régime établi dans un canal
modélisant le dispositif de détection 2D. La conductivité initiale est de 1 S/m, et une tension de
5 Vrus est appliquée sur deux électrodes en opposition. La température de I'entrée et de la sortie
est fixée a 293 K, tout comme la température extérieure, avec un coefficient de transfert convectif
de 500 W/(m>.K).

On peut en premier lieu observer que la répartition de température, et donc de conductivité n’est
pas homogéne dans la zone de détection. On peut également y constater une forte élévation locale
de température, de moyenne proche des 19 K, avec des maximum locaux avoisinant les 22 K.
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FiGuRE C.3 Simulation FEM de la variation de température par effet Joule dans le dispositif 2D.
(a) Répartition de la température dans un bassin microfluidique. (b) Temps d’établissement de la moyenne
de température dans le canal.

En conclusion, I'application d’'une force de DEP dans la zone de détection peut significativement
perturber la mesure, et le modéle développé n’est pas valide si une tension d’actionnement est ap-
pliquée proche de la zone de mesure. Le temps d’établissement étant toutefois faible (de I'ordre de
la centaine de millisecondes) en comparaison de la vitesse de sédimentation d’objets d’étalonnage
en polystyréne, il est possible pour I'étalonnage de contourner ce probleme en positionnant I'objet
par DEP puis en attendant que le systeme soit réfroidi pour effectuer les mesures. Ce constat met
également en évidence I'antinomie entre actionnement et mesure pour la synthese d’'un contréleur
intégré, point qui sera abordé dans les perspectives.
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Résumé :

Cette thése s’inscrit dans le cadre applicatif
général de l'analyse de cellules uniques. Afin
d’améliorer la sélectivité du tri de cellules uniques,
les équipes de FEMTO-ST proposent de contrdler
en boucle fermée les trajectoires des cellules en
temps réel pendant leur trajet dans les puces
dédiées au tri. Dans ce cadre, mes travaux de thése
portent sur une méthode novatrice de détection en
temps-réel de la position des cellules, directement
intégrée aux puces et basée sur le principe
physique de la mesure d'impédance.

Lors du passage d’une cellule dans un microcanal,
celle-ci vient modifier 'impédance mesurable
entre des électrodes placées sur les bords du canal.
Une méthode générique permettant de formuler
les variations d'impédance en fonction de la
position de la particule été proposée (modéle
direct).

Une méthode d'estimation de la position d’une
particule reposant sur les mesures d’impédance a
également été proposée (modele inverse). Celle-ci
exploite un filtre de Kalman étendu, permettant la
fusion de données en provenance de plusieurs
paires d'électrodes, et exploitant les informations
disponibles telles que la distribution du bruit de
mesure et le modeéle dynamique de la particule.
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banc expérimental qui a été développé lors de cette
these et sur des simulations numériques.
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