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Chapitre 1Introdution et état de l'art1.1 Introdution générale et ontexte de la thèseEst-il simple de bien mélanger ? Ceux qui prennent du sure ou du lait dans leur afé ouleur thé du matin savent tous intuitivement que pour bien mélanger, il su�t de bien remuer, etles petits tourbillons résultants de ette ation méanique se hargeront de bien homogénéiserl'ensemble. Cette ation est e�ae ar le régime d'éoulement ainsi réé est dit turbulent.Dans les éoulements très visqueux ou, dans le as qui nous intéresse, pour des éoulementsayant lieu à plus petite éhelle, il est beauoup plus omplexe de mélanger : du fait des faiblesdimensions du système, le nombre de Reynolds1 est alors très petit, si bien que les éoulementssont laminaires. Il n'est don a priori pas possible de mélanger omme dans une tasse. C'est leproblème qui se pose lorsqu'on veut mélanger dans les mirosystèmes �uidiques. Dans ma thèse,je me suis intéressé au as des Pues à ADN.Une pue à ADN est un dispositif révolutionnaire qui permet de onnaître ou déteter si-multanément plusieurs milliers de séquenes génétiques d'une moléule d'ADN. Ces séquenesreherhées peuvent être responsables de maladies génétiques, mais peuvent être aussi les sé-quenes d'un virus que l'on désire déteter. Une pue à ADN permet également de séquenerl'ADN des individus, permettant ainsi de onnaître l'ensemble du génome de tout être vivant.Ce travail est né d'une ollaboration entre deux équipes issues de ommunautés bien dif-férentes, l'équipe mirohydrodynamique du LMFA d'une part, spéialisée dans le mélange par"advetion haotique", et l'équipe Ingéniérie du vivant de l'INL (Institut des Nanotehnologiesde Lyon), qui travaille sur les pues à ADN. Hormis un stage à L'université de Sherbrooke auCanada, ma thèse s'est déroulée prinipalement au LMFA, mais j'ai toujours essayé de faire lelien entre es deux thématiques. Cela implique tout d'abord un gros travail bibliographique, àla fois sur les pues à ADN (Qu'est-e qu'une biopue ? En quoi est-e mieux que d'autres teh-niques de séquençage ?) et sur le mélange par advetion haotique, qu'il me semble importantde présenter dès l'introdution. Une présentation plus "ondensée" pourra être retrouvée dansl'artile onsaré au mélange du hapitre suivant.1Le nombre de Reynolds est dé�ni par Re = Uℓ/ν, où U est la vitesse aratéristique de l'éoulement, ℓ estla taille aratéristique du système, et ν la visosité inématique du �uide ; l'éoulement est turbulent à grandnombre de Reynolds.



18 Introdution et état de l'art1.2 Les pues à ADN1.2.1 L'A.D.N.Les euaryotes, tels les animaux et les êtres humains, sont des êtres vivants formés de ellulesdotées d'un noyau ontenant des hromosomes2. Chaque hromosome est formé d'un squeletteprotéique sur lequel est enroulée une seule moléule porteuse de l'information génétique, appeléeaide désoxyribonuléique, ou ADN. Le r�le de l'ADN est de ommander la synthèse des protéines,moléules indispensables au développement et au fontionnement des êtres vivants. Cet ADN seprésente sous la forme d'une moléule hélioïdale omposée de deux haînes polynuléotidiques.La struture en hélie de ette elèbre moléule fut déouverte par Watson et Crik en 1953 [10℄,e qui leur a valu le prix Nobel de médeine en 1962.

Fig. 1.1 � Du hromosome à la double hélie d'ADN.Tous les nuléotides de l'ADN omportent (�g. 1.2) :� un groupe phosphate (noté P sur la �gure),� un ose à inq atomes de arbone : 2-D-désoxyribose, noté D (pentose),� une base azotée (�gure 1.3) : adénine (symbole A), guanine (symbole G), ytosine (symboleC) ou thymine (symbole T).Un nuléotide est formé d'un ose lié de manière ovalente à une des bases azotées et à unemoléule d'aide phosphorique (�g. 1.2). Les nuléotides se regroupent pour former un simplebrin d'ADN et l'enhaînement des bases (par exemple AGC sur la �gure 1.2) forme la séquenegénétique ou ode génétique. Les gènes sont des portions de es séquenes nuléotidiques et 'este ode qui est le lien entre l'information génétique et l'expression des aratères de l'organisme2Par opposition aux proaryotes dont les ellules n'en possèdent pas et qui se multiplient par division asexuéede l'organisme (batéries, . . . ).
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Fig. 1.2 � Séquene de 3 nuléotides AGC.(le phénotype). Cette séquene est généralement formée de plusieurs entaines de millions denuléotides, e qui fait de l'ADN une maromoléule : le génome humain omporte environ 6milliards de bases réparties sur 46 hromosomes.La struture en double hélie de l'ADN est dite biaténaire, ar elle est onstituée de deuxbrins. On parle de spéi�ité entre les brins, ar l'adénine ne s'assoie exlusivement qu'ave lathymine grâe à deux liaisons hydrogène (et vie et versa) et la ytosine exlusivement ave laguanine à l'aide de trois liaisons hydrogène (et vie et versa). Il résulte de ette spéi�ité entreles bases que les deux brins de l'ADN sont omplémentaires (�gure 1.4). Puisque haque brinest initié par un groupe phosphate et se termine par un groupe OH, les brins sont orientés paronvention de l'extrémité P vers l'extrémité OH ou enore de 5' vers 3'. Ainsi, les deux brinsomplémentaires d'une moléule d'ADN sont assemblés de manière antiparallèle, 'est à dire queleurs orientations sont opposées. Cette inversion de la polarité est à la base de la struture endouble hélie de l'ADN (�gure 1.4).L'ADN peut être dupliqué par répliation semi-onservative : lors de e proessus, les deuxbrins se séparent, puis haque brin solitaire synthétise sa moitié manquante, intégrant selonla règle de omplémentarité des bases, des nuléotides libres qui sont dispersés dans le noyau.Ainsi, haque nouvelle moléule est identique à la moléule d'ADN initiale. C'est e proessusqui est utilisé lors de la division ellulaire : lorsqu'une ellule mère se divise en 2 ellules �lles,es deux ellules ont exatement le même ADN, haune ayant hérité de l'un des brins d'ADNde la ellule mère. Ainsi, un autre r�le essentiel attribué à l'ADN est la transmission de etteinformation génétique de génération en génération, 'est pourquoi on dit que l'ADN est le supportde l'hérédité. Parfois, l'information génétique peut hanger suite à des inidents biologiques : onparle alors de mutations. Ce sont es mutations qui sont par exemple responsables des aners.En outre, une moléule d'ADN possède la propriété de se dissoier en deux brins omplémen-taires : 'est la dénaturation. Cei est rendu possible grâe aux énergies des liaisons hydrogèneentre les bases qui sont relativement faibles (∼ 10 kJ.mol−1) par rapport aux liaisons ovalentes(liaisons fortes, de l'ordre de plusieurs entaines de kJ.mol−1). La dénaturation est expérimen-talement observée par augmentation de la température, ou forçage méanique. Réiproquement,deux brins omplémentaires ont la apaité de s'assoier pour reformer le duplex de la moléuled'ADN : on parle alors d'hybridation.
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Adénine Thymine

Cytosine GuanineFig. 1.3 � Les 4 bases, briques élémentaires de la moléule d'ADN



1.2 Les pues à ADN 21
D

D

D

P

P

P
T

G

C

D

D

D

P

P

P
C

A

G

OH

OH

3’

5’

5’

3’

Fig. 1.4 � Double brin d'ADN (seuls 3 nuléotides sont représentés ii) : les nuléotides sontassoiés de manière omplémentaire ar A ne s'assoie qu'ave T (par 2 liaisons hydrogène), etC qu'ave G (par 3 liaisons hydrogène).1.2.2 Prinipe des pues à ADNLes pues à ADN (appelées aussi pues à gènes, biopues et en anglais biohips, DNA-miroarrays ou miroarrays) marquèrent une véritable révolution dans la reherhe génomiquelorsque les premières �rent leur apparition vers 1995 : et outil de diagnosti médial permet ene�et de déteter plusieurs milliers de gènes ou séquenes nuléotidiques di�érentes en une seulefois.La pue à ADN (f. �g 1.5) se présente sous la forme d'une plaque de verre (moins ourammentle siliium ou le plastique) de quelques entimètres de �té maximum, sur laquelle sont �xésdes monobrins d'ADN de séquenes onnues et hoisies appelées sondes. Généralement, onsynthétise plusieurs entaines de sondes identiques que l'on regroupe sur un même plot (ou spoten anglais) : une pue est alors formée de plusieus milliers de plots.Les pues à ADN utilisent le prinipe de la omplémentarité entre les deux brins de l'hélied'ADN : omme nous l'avons vu plus haut, un brin d'ADN est onstitué d'une séquene de nu-léotides parmi lesquels A, T, C et G qui ne s'allient qu'ave leur nuléotide omplémentaire : A(respetivement C) ne s'allie qu'ave T (respetivement G) et vie versa. Le test onsiste don àmettre en ontat ave la pue des monobrins d'ADN à analyser de séquene inonnue (appeléesibles). Dans la version la plus ommune, ette expériene onsiste dans un premier temps àétaler la solution d'ADN à analyser sur la biopue et de laisser agir. Cette solution doit au préa-lable avoir subi une ampli�ation par PCR (Polymerase Chain Reation, méthode permettantd'obtenir par multipliation une quantité su�sante de matériel génétique), un traitement hi-mique (pour séparer la double hélie en monobrins d'ADN) et en�n un marquage des moléulespar un agent �uoresent3.Après la mise en ontat de la solution inonnue ave la biopue, les brins omplémentairesvont se lier himiquement omme dans la moléule d'ADN originelle (assoiation spéi�que) :3On peut également faire un marquage par radioativité. Le prinipe de fontionnement reste identique.



22 Introdution et état de l'art'est la phase d'hybridation. Ensuite, la pue est lavée a�n d'éliminer les brins n'ayant pas réagiave les sondes de la pue. La dernière partie de l'expériene onsiste alors à déteter quelles sontles paires (ibles + sondes) sur la pue a�n de pouvoir onlure si ertaines séquenes étaientinitialement présentes dans la solution à analyser.

Fig. 1.5 � Prinipe de la pue à ADN. Les ibles marquées de séquene inonnue vont s'assoierpar omplémentarité aux brins de la pue (appelées sondes) de séquene onnue et hoisie : etteassoiation s'appelle l'hybridation. La détetion des paires de brins permet ensuite de onluresur la présene et la nature des séquenes à analyser.FabriationLe but premier d'une pue à ADN est d'identi�er l'existene ou non de séquenes bien spéi-�ques de l'ADN issu d'un organisme, ette spéi�ité étant déterminée par le hoix de la sonde.Généralement, le hoix des sondes se fait grâe aux banques de données mondiales de gènes(GenBank, Unigene) issues du travail de séquençage (voir le paragraphe 1.2.3). Mais le hoix desséquenes intéressantes n'est pas tout et ertains ritères sont à prendre en ompte :� position de l'enhaînement de nuléotides reherhés : selon que la zone reherhée est audébut, au entre ou à la �n de la séquene de la sonde, les risques de mauvais appariementsont plus ou moins importants. La meilleure position est le milieu de la séquene sonde.� taille de la sonde : plus la sonde est grande, plus le duplex formé est stable entre la sonde etla ible. Cependant, plus la sonde (ou la ible) est grande, plus il y a de risque que elle-ipuisse se replier sur elle-même (on parle de struture seondaire) et don rendre di�ilel'hybridation ave son brin omplémentaire. Ainsi, la longueur usuelle des sondes se situegénéralement entre 10 et 20 nuléotides.� reouvrement de séquene : la séquene de la sonde étant ourte, il est statistiquement plus



1.2 Les pues à ADN 23faile de la retrouver dans l'ADN omplet de l'organisme étudié. Il faut don faire atten-tion à e qu'une sonde ne détete pas deux polymorphismes (deux aratères di�érents)simultanément.� paramètres d'hybridation : température, pH, onentration en sels. . . Ils dépendent de lasonde (taille, séquene). Ainsi plus la pue aura un nombre important de sondes, plus ilsera di�ile d'optimiser et d'homogénéiser ses paramètres d'hybridation.Il existe 3 méthodes de prodution de pues (tableau 1.1). Toutes trois di�èrent sur la façonde réer les sondes et de les �xer. Ces trois grands proédés sont :
• l'adressage de longs fragments d'ADN biologiques onnus,
• la synthèse d'oligonuléotides ex-situ puis leur adressage sur la pue,
• la synthèse in-situ des sondes.La première tehnique est utilisée hez les êtres proaryotes (organismes dont les ellulesn'ont pas de noyaux, omme les batéries). La méthode repose sur une première ampli�ationde l'ADN trouvé diretement dans les ellules. Le matériel génétique obtenu est ensuite puri�éet/ou �ltré, puis �xé sur des membranes ou du verre. Ce dép�t (ou adressage) est réalisé par desrobots mais de manière non-ovalente dans le as de membranes, e qui peut engendrer une pertedu matériel génétique. Par ontre, un traitement du verre ave des produits à base de silanespermet d'améliorer grandement l'adhérene de l'ADN déposé.La méthode de synthèse in-situ des sondes repose sur deux grandes tehniques : la photolitho-graphie et la miro-projetion. Adaptée de l'industrie du semi-onduteur, la photolithographie(�g. 1.6) utilise un système de masques (A�ymetrix) qui permettent la déprotetion de ertainssites par radiation lumineuse. Un traitement himique permet ensuite de �xer séletivement desnuléotides aux endroits déprotégés. La répétition de es étapes permet de onstruire pas à pasdes pues de haute densité en sondes. La méthode par miro-projetion [11℄ (Agilent, �g. 1.7),inspirée de la tehnologie des imprimantes à jet d'enre, utilise quant-à-elle une tête d'impressionmiro-ontr�lée qui projette des nuléotides selon la séquene désirée. Dans les 2 as, la synthèseest réalisée à grande éhelle, ar automatisée, e qui permet de grosses éonomies en temps etargent.Généralement, des "espaeurs" sont introduits entre le support solide et les sondes. Leur r�leest de rendre plus aessibles es sondes, ar la proximité du support solide est parfois soure degêne stérique. Grâe à eux, l'interation ibles/sondes est plus e�ae. Il a été montré que detels espaeurs pouvaient améliorer l'hybridation jusqu'à 150 fois [12℄ !Comme déjà dérit plus haut, les sondes identiques sont regroupées en plots, eux-i mesuranttypiquement quelques 10−100 µm de diamètre. Les surfaes des pues allant de 1 à quelques cm2,elles peuvent aueillir plusieurs millions de plots. Atuellement, les pues les plus performantespeuvent aueillir jusqu'à 4×44 kilobases d'ADN soit l'équivalent de 4 génomes humains ompletssur une seule pue ( !) Cela permet de tester di�érentes ultures ellulaires sur une même lame,voire réaliser des répliats (e qui est vivement reommandé pour l'analyse statistique en aval).Marquage des ibles et leture des puesLa tehnique usuellement utilisée pour repérer les plots hybridés néessite de marquer préa-lablement les ibles d'un agent �uoresent (�uorophore) avant leur introdution sur la pue (voir
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Méthode Caratéristiques et/ou appliationsI) Dép�t de longs brins d'ADN :� les séquenes déposées pro-viennent diretement de brinsd'ADN biologiques (StanfordUniversity) • plots de brins multipliés par PCR
• reonnaissane de gènesII) Plots d'oligonuléotides préfabri-qués :� gel pads (Motorola) • les oligonuléotides sont attahés sur uneouhe de Polyarylamide ativée� miroéletrodes (Nanogen) • immobilisation ontr�lée par hamp életriqueIII) Synthèse d'oligonuléotides insitu� photolithographie (A�ymetrix) • illumination séletive suivie de synthèse desoligonuléotides sur la pue
• adapté de l'industrie du semi-onduteur� "jet d'enre" (Agilent) • oligonuléotides synthétisés base par base
• adapté de la tehnologie des imprimantes à jetd'enreTab. 1.1 � Les di�érentes tehniques de fabriation de pues.



1.2 Les pues à ADN 25

C CT

T

T C CTA
C TT G

A CG T

T

C+

+PSfrag replaements
Radiation lumineuseMasqueProtetionSupport Étape dedéprotetion

n ylesFig. 1.6 � Prinipe de synthèse d'une pue par méthode de photolithographie (A�ymetrix).
A T C G
A
A

AA
A

T
T

T
TT

T
TT

C
CC
CC

CC

GG
GG
GG
GG

GTCA
AAT

T
T

T
G

G
A

A

PSfrag replaements
Déplaement 2D RéservoirsChariotTêted'impression

Fig. 1.7 � Prinipe de synthèse d'une pue par méthode de "jet d'enre" (Agilent).la �gure 1.5). Après injetion et hybridation, l'étape de lavage permet de ne onserver que lesibles qui ont réagi : elles-i peuvent alors être révélées par un rayonnement lumineux. Les �uo-rophores les plus utilisés sont la �uoreséine (longueurs d'onde d'absorption λa et d'émission λerespetivement de 495 nm et 519 nm), Cy3 (Indodiarboyanine 3, λa = 548 nm λe = 562 nm)et le Cy5 (Indodiarboyanine 5, λa = 646 nm λe = 664 nm). On peut ainsi jouer sur di�érentstypes de �uorophores (ouleurs) en partageant par exemple une population de ibles en di�érentsgroupes, haun orrespondant à une ouleur ; on traite alors haque groupe de manière di�érente



26 Introdution et état de l'art(irradiations, traitement médiamenteux, et.), et l'on regarde grâe à la pue si les ibles ontété modi�ées par rapport à un groupe témoin.

Fig. 1.8 � Révélation d'une pue à ADN par �uoresene induite. On distingue bien les plots desondes. Sur ette image, il y a 1600 plots environs sur une pue de 1.2 cm × 1.2 cm.L'avantage de la méthode de marquage des ibles est qu'elle ne néessite que quelques mani-pulations simples pour marquer les ibles, son inonvénient est qu'elle oblige un lavage systéma-tique de la pue avant la leture du résultat de l'hybridation, rendant par exemple impossible unsuivi de inétique par �uoresene en temps réel sur pue. Une autre méthode mise en oeuvre,dite FRET [1℄ (Fluoresene Resonane Energy Transfer), utilise des sondes partiulières appe-lées "balises moléulaires"4. Celles-i sont en forme d'épingle à heveux et omposée d'un piedet d'une partie orrespondant à la sonde. À ses deux extrémités, deux marqueurs spetroso-piquement "omplémentaires" sont �xés : le spetre d'émission de l'un orrespond au spetred'absorption de l'autre, qui lui-même ré-émet ette énergie sous forme de haleur ; omme il n'ya pas de ré-émission lumineuse, e dernier est appelé "Blak Hole Quenher". Lorsque la iblen'est pas hybridée sur la sonde, la balise reste fermée par l'intermédiaire du pied et nous avons untransfert entre les deux marqueurs (voir la �gure 1.9). Inversement, lorsque la ible est hybridéesur la partie sonde, la balise s'ouvre et le transfert d'énergie est interrompu. À tout instant,l'illumination de la pue rend don ompte de l'état d'hybridation et autorise ainsi un suivi entemps réel de l'avanée de la réation. L'inonvénient de ette méthode est qu'elle néessite enamont un gros travail himique de préparation de la pue.Il existe 2 types de système de leture des pues à ADN [1℄ :� Le sanner (système pontuel) est basé sur l'utilisation d'un laser ouplé à un photo-multipliateur onneté à un ordinateur pour réupérer et formater les signaux de �uores-4Il existe di�érentes méthodes de FRET, nous n'en dérivons qu'une seule ii.
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Fig. 1.9 � Méthode FRET. Les balises moléulaires sont initialement fermées, il y a alors transfertd'énergie du premier marqueur vers l'aepteur (Blak Hole Quenher, noté BHQ sur le shéma) :auun signal n'est déteté. Lorsque la balise est ouverte sous l'ation de l'hybridation de la iblesur la sonde, le transfert d'énergie entre les deux marqueurs est stoppé : il y a �uoresene dudonneur (voir la thèse de E. Vnuk [1℄).ene en image. Le système est dit pontuel, ar il ne réupère que la �uoresene d'unezone orrespondant à la surfae élairée par le laser. Pour imager l'ensemble de la surfae,il est néessaire de déplaer soit le système optique, soit la pue elle-même. La gestion desdéplaements est assurée par ordinateur.� L'imageur (système global) utilise une améra CCD et, dans la majorité des as, unesoure polyhromatique. L'utilisation d'une améra CCD présente l'avantage de disposerd'une surfae d'aquisition plus grande que elle du sanner (ette surfae étant fontion dela taille du apteur CCD), e qui permet de réduire sensiblement les temps d'aquisition.De plus, ave un imageur, il n'y a pas besoin d'adapter la soure lumineuse au �uorophoreadopté. Cependant, l'utilisation d'une améra ne permet pas d'être aussi sensible que lessanners et pose des problèmes sur l'homogénéité de l'élairage.Étant donnée la quantité d'information délivrée par les biopues par les deux méthodespréédentes, e sont des logiiels qui interprètent la luminosité de haque point de la pue.Ils permettent non seulement une rapidité d'analyse, mais aussi une exellente �abilité dansl'interprétation. Ces logiiels font partie intégrante du proessus d'automatisation requis par detels systèmes d'analyse rapide.Parmi eux-i, on pourra iter : SanAlyse (Stanford), QuantArray



28 Introdution et état de l'art(GSI Lumonis), Imagene (Biodisovery Ltd), . . . . De manière générale, haque onstruteurfournit ave son sanner ou son imageur un logiiel permettant de quanti�er et de quali�er unehybridation sur pue. Il existe aussi des solutions gratuites développées par des universitaires [1℄.Des systèmes de leture sans marquage existent. Sans vouloir être exhaustif, on peut iter[13℄ :� les systèmes sensibles aux variations de masse : l'utilisation de mirobalanes à base deristal de quartz permet de déteter les faibles variations de poids sur une pue. Lorsqu'il ya hybridation sur un plot de sondes, sa masse varie et la pression exerée sur la mirobalanemodi�e la fréquene d'osillation d'un quartz, e qui peut être failement déteté par undispositif életronique. Cette méthode est utilisée pour le suivi en temps réel de inétiques[14℄[15℄.� les mesures de topographie (mirosopes à fore atomique) [16℄.� des tehniques mesurant une variation de l'indie optique réé par la modi�ation loalede la densité du milieu résultant de l'hybridation. La méthode la plus répandue est la SPR(Résonane de Plasmon de Surfae) disutée en détails dans le hapitre 4. La détetionpar des tehniques basées sur l'absorbane d'un rayon lumineux dans l'ultraviolet [17℄ oul'infrarouge [18℄ a également été testé.� détetion életrohimique [19℄ [20℄ : l'hybridation d'un plot peut onduire à faire varierloalement des grandeurs életrohimiques (la ondutane, la apaitane) aisément dé-tetables. Un autre exemple est l'utilisation d'indiateurs redox apables de reonnaîtrel'existene de duplex (brins appariés), et dont le r�le est alors de modi�er l'amplitude d'unsignal életrique. Bien évidemment, le hoix d'un bon indiateur est alors primordial. En�n,une voie de reherhe atuelle est l'étude des variations d'életronégativité des brins (duesà ertaines bases) par omparaison d'un ourant életrique ante- et post- hybridation.Toutes es méthodes, qui ne néessitent pas de marquage, ne sont pas très adaptées pour laleture des pues à ADN qui regroupent plusieurs milliers de plots di�érents : elles sont plut�tutilisées dans le adre de bioapteurs à ADN [13℄ (atégorie de MEMS pour Miro EletrialMehanial Systems) onstitués d'une miro-pue à ADN formée d'un nombre très restreint (voireun seul) type de sondes. Cette pue est ouplée à un dispositif de détetion intégré assoié à untransduteur, qui transforme l'évènement biologique déteté en un signal életrique utilisable [21℄.Comme la surfae à sonder est restreinte, la détetion est grandement failitée, et le résultat dutest est diretement onnu (a�hage sur éran). De plus, les oûts de fabriation sont nettementmoindres que dans le as de pues à ADN. Toutefois, l'usage de bioapteurs à ADN ne peut êtreréservé qu'à un détetion très iblée de gènes.Lab-on-a-hipAujourd'hui, un hamp atif de reherhe est l'intégration de la pue à ADN au sein d'unlaboratoire sur pue (Lab-on-a-hip). Le but premier est d'avoir, regroupé sur un seul dispositif,tout le proessus d'analyse depuis l'introdution de l'ADN du patient (salive, goutte de sang)jusqu'à l'interprétation du résultat. Cei inlut néessairement une haîne d'étapes telle l'extra-tion de l'ADN, son ampli�ation, son hybridation et la détetion, le tout sur une plateformemiro�uidique. La apaité de réaliser toutes es étapes biologiques sur un seul dispositif prometde gros avantages en termes de rapidité, oût, onsommation en réatifs/agents himiques, onta-mination, e�aité et automatisation (plusieurs expérienes pouvant être menées en parallèle).



1.2 Les pues à ADN 29Une telle miniaturisation de et instrument d'analyse permettrait le transport faile de e minilaboratoire intégré diretement sur le lieu d'utilisation.La réalisation de es miro-laboratoires de la taille d'une arte de rédit repose sur les tehno-logies de la mirofabriation et l'intégration de miromahines, omme déjà souvent utilisée dansl'industrie des semi-onduteurs. Des appareils sophistiqués ont été fabriqués ave des pompes,vannes, dispositifs de hau�age, �ltres. . . le long d'un réseau miro�uidique, les volumes trans-portés étant de l'ordre du nanolitre.À titre d'exemple, l'étape d'ampli�ation de l'ADN par PCR a déjà été réalisée sur unlaboratoire sur pue au Livermore National Laboratory [22℄ : le dispositif repose sur un �uxontinu de matériel à ampli�er au travers de 3 avités ontr�lées en température, permettant ladénaturation séletive de l'ADN suivi de sa synthèse semi-onservative. Sur e type de dispositif,le �ux est assuré par életro-osmose, e qui réduit le nombre de dispositifs méaniques (pompeset vannes). D'autres dispositifs permettent déjà de séparer de l'ADN. Par exemple, Wooley et al.[23℄ ont dérit un système de miro-laboratoires reposant sur le prinipe de l'életrophorèse quipermet de séparer 12 longueurs di�érentes de séquenes d'ADN en parallèle ave une résolutionde 10 bp (bp = base pair, paire de bases en anglais). Le premier dispositif ommerial à intégrere système fut le HP2100 Bioanalysor (Hewlett-Pakard).Aujourd'hui, A�ymetrix et Agilent (�liale de Hewlett-Pakard) sont les deux grandes �rmesqui ommerialisent des systèmes qui ressemblent le plus à de véritables laboratoires d'analysed'ADN sur pue.1.2.3 Les grandes appliationsLes pues à ADN servent à la détetion rapide et en masse de séquenes génétiques partiu-lières permettant ainsi de reherher la présene ou non de séquenes responsables de maladiesgénétiques, d'agents infetieux (virus, batéries), . . . Cependant, e n'est pas leur seule utilité.L'une des utilisations les plus signi�atives des pues à ADN est la détermination de l'ex-pression génétique à grande éhelle. Par exemple, le génome de Saharomyes erevisiae, levurehimique utilisée depuis l'aube de l'humanité dans l'élaboration du pain, du vin et de la bière,a été entièrement dérit en 1996 grâe aux pues à ADN. Ce fut le premier euaryote dont legénome a été séquené. Son génome de 16 hromosomes est omposé de 13 millions de paires debases et de 6 275 gènes. On estime que ette levure partage 23 % de son génome ave l'Homme.Plus prohe de nous, le "Human Genome Projet", projet d'envergure internationale, a onsistéà dérypter le génome omplet de l'être humain : e projet pharaonique (ar il représente leséquençage de presque 3 milliards de bases), initié en 1990 par les USA et aidé des ommunautéssienti�ques de Chine, Frane, Allemagne, Japon, et Grande-Bretagne, fut omplètement ahevéen 2003. Cette banque de donnée représente aujourd'hui une avanée remarquable en vue defuturs progrès en médeine et dans bien d'autres domaines de la santé (anatomie, et.). Relevantdu domaine publi, tous les résultats de es séquençages sont regroupés dans la banque mondialedu gène "GenBank".Les pues à ADN servent également à déteter les hangements aidentels dans les séquenesgénétiques (mutations) : en e�et, puisque es pues sont apables de déteter la présene deséquenes spéi�ques (gènes, virus), elles sont aussi apables de déteter leur absene ou leurmodi�ation. L'une des appliations majeures est la détetion de aners : un ellule anéreuse



30 Introdution et état de l'artBase de donnée Nb de pues Séquenes Date desdisponibles détetables donnéesGene Expression Omnibus - NCBI 8094 205148 Mars 2008Stanford Miroarray database 12742 Avril 2007UPenn RAD database 100 2500 Septembre 2007UNC Miroarray database 31 2093 Avril 2007MUSC database 45 555 Avril 2007ArrayExpress (EBI) 3798 Mars 2008aArray (NCI) 41 1741 Novembre 2006UPSC-BASE 100 Novembre 2007Gemma 612 24513 Mars 2008Tab. 1.2 � Les banques de données de gènes.est, à la base, une ellule ayant subi une mutation de son ADN. Comme le propre d'une elluleest de se multiplier, la transmission de et ADN malin par répliation s'e�etue dans toutesles ellules �lles : 'est la formation de la tumeur. Ce prinipe est aussi utilisé dans la reherhepharmaologique pour étudier l'in�uene de médiaments sur une ellule ou un groupe de ellule,et ainsi onlure sur son e�aité ou sa toxiité.Aujourd'hui, un ertain nombre de gènes sont onnus pour leurs fontions (hez la souris,les levures, ohons, virus, . . . ). Ces données font l'objet de protooles de tests sur pues àADN. Le tableau 1.2 regroupe les tests disponibles à e jour. Dans le monde, des soiétés ommeA�ymetrix, Agilent Tehnologies, CombiMatrix, Eppendorf ou Nanogen (liste non exhaustive)fabriquent et ommerialisent la tehnologie des pues à ADN.Pour �nir, on peut rajouter que les pues à ADN sont également utilisées dans l'agro-alimentaire (ontr�le des organismes génétiquement modi�és) ou dans le domaine de l'environ-nement (traitement des eaux : détetion de batéries).1.2.4 Séquençage de l'ADNComme nous l'avons vu, l'information génétique d'un être vivant est omplètement ontenuedans son ADN qui en est son support. Cette information est odée sous la forme d'une séquenedes quatre bases élémentaires A, T, C et G. On appelle séquençage de l'ADN la déterminationde l'ordre d'enhaînement des nuléotides d'un fragment d'ADN donné. Le premier séquençagefut réalisé bien avant l'arrivée des pues à ADN, simultanément par Gilbert [24℄ aux USA etpar l'équipe de Sanger (Grande-Bretagne) [25℄ en 1977 selon deux tehniques ousines. Cesdeux tehniques furent utilisées pendant plus de 25 ans, subissant quelques améliorations, puisfurent adaptées en vue d'une d'automatisation. Pour ette déouverte, Gilbert et Sanger ont étéréompensés par le prix Nobel de himie en 1980. Pour mieux omprendre pourquoi les puesà ADN ont révolutionné la médeine à partir de la deuxième moitié des années 90, il faut bienomprendre omment le séquençage était réalisé jusque là.



1.2 Les pues à ADN 31Méthode de SangerC'est la méthode la plus utilisée pour le séquençage de l'ADN [25℄. À partir du monobrin àanalyser, on peut réaliser la synthèse du monobrin omplémentaire par une tehnique de synthèseenzymatique séletive. La synthèse est amorée (grâe à une amore marquée) et grâe à des en-zymes appelées ADN polymérases, elle permet de synthétiser le brin omplémentaire, nuléotidepar nuléotide, toujours dans le sens 5' vers 3', grâe aux quatre désoxyribonuléotides (dATP,dCTP, dGTP et dTTP) libres en solution (une ampli�ation préalable par PCR est néessaire).Or, une synthèse s'arrête si à la plae d'un désoxyribonuléotide de type dATP (respeti-vement dCTP, dGTP et dTTP) se �xe spéi�quement un didésoxynuléotide de type ddATP(respetivement ddCTP, ddGTP et ddTTP) qui agissent omme des "poisons" terminateurs dehaîne : une fois inorporés et assoiés au brin à analyser, ils empêhent la prolongation de lasynthèse du brin omplémentaire amoré.L'idée (géniale) de Sanger a été de mener en parallèle quatre expérienes de synthèse eninluant dans haune, en plus du brin à séquener et des quatre "briques" élémentaires (dATP,dCTP, dGTP et dTTP), un seul des quatre terminateurs en petite quantité. Ces terminateursvont alors statistiquement pouvoir se �xer sur n'importe quelle base omplémentaire du brinoriginal e qui stoppera à et endroit la synthèse du brin omplémentaire. On obtient alors danshaque expériene des brins de longueurs di�érentes, mais se terminant tous par le terminateurassoié. Ainsi, l'ensemble de es quatre expérienes regroupe globalement omme produits formésdes brins synthétisés de toutes les longueurs possibles (de 1 nuléotide jusqu'au nombre denuléotides du brin à analyser). Il su�t alors d'analyser le produit de es quatre expérienes paréletrophorèse (sahant que plus un brin est long, plus il a de mal à migrer) et d'interpréter lesquatre résultats pour reonstituer la séquene omplète du brin à analyser.À titre d'exemple, prenons le as de la séquene à analyser (don inonnue au premier abord) :5' CGAATCCTT 3'. Tout d'abord ette séquene est séletionnée et multipliée un grand nombrede fois par PCR (Polymerase Chain Reation). Il faut hoisir ensuite astuieusement l'amore(marquée historiquement par un traeur radioatif, �uoresent aujourd'hui) pour que la synthèseenzymatique débute bien par la séquene CG... Une fois ette amore (noté M∗) introduite dansle milieu réationnel, on ajoute les briques néessaires à la synthèse : dATP (=A), dCTP (=C),dGTP (=G) et dTTP (=T). Pour l'éhantillon n�1, on ajoute en faible quantité le terminateurddATP (noté A). De ette réation, il résulte la formation d'un ensemble de brins marqués delongueur variable, omplémentaires à la séquene à analyser , se terminant tous par A : M∗-GCTTA, M∗-GCTTAGGA et M∗-GCTTAGGAA. En faisant une 2e expériene en tout pointidentique, mais en ajoutant de la ddCTP (noté C) à la plae de ddATP, on obtient dans e as lebrin M∗-GC seulement. Pour la troisième expériene ave ddGTP (G), on obtient l'ensemble desbrins : M∗-G, M∗-GCTTAG et M∗-GCTTAGG. Dans le dernière expériene, ave ddTTP (T),il se forme les brins :M∗-GCT etM∗-GCTT. Quelle que soit l'expériene, on a don globalementtoutes les longueurs de brins possibles. Après réalisation de 4 életrophorèses, on obtient (pouret exemple) le résultat de la �gure 1.10. Ces életrophorèses doivent être apables de séparerun fragment d'ADN de n bases de elui de n+ 1 bases : on utilise ouramment des gels ommesupport de es életrophorèses. Les marqueurs sont alors révélés et la séquene du brin synthétisése lit diretement sur le résultat de l'életrophorèse. Le brin original (à déterminer) se déduitsimplement par omplémentarité A ↔ T et C ↔ G.Sur la �gure 1.11, on montre le résultat d'un séquençage réalisé par Sanger et al. ainsi qu'un



32 Introdution et état de l'artautre plus moderne réalisé par un séqueneur automatique selon la même tehnique5. Initiale-ment, la méthode de Sanger néessitait de disposer d'un ADN simple brin qui servait de matriepour la synthèse enzymatique du brin omplémentaire. Pour ette raison, le premier organismebiologique dont le génome a été séquené en 1977 a été le virus batériophage X174. Ce virusa la propriété d'avoir un génome onstitué d'ADN simple brin qui est enapsulé dans la parti-ule virale. Au ours des 25 années suivantes, ette méthode s'est perfetionnée ave l'avanéetehnologique (introdution de marqueurs �uoresents à la plae de marqueurs radioatifs, adap-tation de la tehnique de PCR, utilisation de séqueneurs automatiques de gènes, utilisation denouvelles formes d'életrophorèses, . . . ).PSfrag replaements

M∗-GM∗-GCM∗-GCTM∗-GCTTM∗-GCTTAM∗-GCTTAGM∗-GCTTAGGM∗-GCTTAGGAM∗-GCTTAGGAAA C TG Interprétation :
Sens deleture

Terminateur :

Fig. 1.10 � Életrophorèse sur gel d'après la méthode de séquençage de Sanger. Chaque banderésulte du produit de l'une des 4 expérienes néessaires à ette méthode. La leture de etéletrophorèse indique que la séquene omplémentaire GCTTAGGAA a été synthétisée et que,par omplémentarité, la séquene inonnue était don CGAATCCTT.Méthode de Maxam et GilbertCette méthode, bien qu'opposée à elle de Sanger, est philosophiquement très prohe [24℄.Elle est basée sur la dégradation himique séletive de l'ADN et utilise les réativités di�érentesdes quatre bases A, T, G et C pour réaliser des oupures séletives. La séquene à analyser estd'abord marquée à son extrémité 5' par un marqueur radioatif, le phosphore 32P . Le grandgénie de Maxam et Gilbert et d'avoir pu mettre au point 4 réatifs apables, dans des onditionspartiulières, de ouper respetivement des séquenes de monobrins en {G}, {A ou G}, {C ou T}et {C}. Ces di�érentes réations sont faites dans des onditions très ménagées. On réalise alors5Soure : National Human Genome Researh Institute
http : //www.genome.gov/Images/EdKit/bio1a_large.gif
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(a)
(b)Fig. 1.11 � a) Autoradiogrammes obtenus par Sanger et al. en 1977 b) Résultat donné par unséqueneur automatique en 2004. Chaque ouleur orrespond à l'une des 4 expérienes de base.Seule la première trentaine de séquenes est représentée, mais le diagramme omplet fait presque600 bases. Notez l'amore marquée NN en début de haîne.



34 Introdution et état de l'artquatre expérienes ave haun des réatifs dégradants, permettant au total tous les livagespossibles. Les onditions expérimentales sont telles qu'un seul nuléotide de la moléule estdégradé. Une analyse par életrophorèse, identique à elle de Sanger, permet de déterminerdiretement les séquenes à analyser.Par exemple, prenons le as de notre séquene inonnue CGAATCCTT. La séletion, l'ampli-�ation par PCR et le marquage au phosphore donne une grande quantité de 32P -CGAATCCTTque l'on divise en 4 éhantillons. Dans le premier, on ajoute à es brins le réatif apable de ou-per séletivement en G : à la �n de la réation, il y a don uniquement les brins marqués 32P -CGdans l'éhantillon. Dans le seond, en ajoutant le réatif apable de dégrader les brins au niveauA ou G, on obtient en �n de réation l'ensemble de brins : 32P -CG, 32P -CGA et 32P -CGAA.Dans le troisième éhantillon, ave le troisième réatif de dégradation séletive (oupure en C ouT), on obtient 32P -CGAAT, 32P -CGAATCCT et 32P -CGAATCCTT, 32P -C, 32P -CGAATC et
32P -CGAATCC. En�n, ave le dernier réatif (oupure au niveau de C), on obtient dans le qua-trième éhantillon du 32P -C, 32P -CGAATC et du 32P -CGAATCC. Un exemple d'életrophorèsesur phase géli�ée est montrée �gure 1.12. Après révélation des marqueurs, la leture du résultatde l'életrophorèse donne diretement la séquene du fragment inonnu.L'inonvénient de ette méthode, 'est qu'elle utilise des réatifs himiques toxiques et restelimitée quant-à la taille des fragments d'ADN qu'elle permet d'utiliser (<250 nuléotides). Moinsfaile à robotiser, son usage est devenu aujourd'hui on�dentiel.PSfrag replaements
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Fig. 1.12 � Életrophorèse sur gel d'après la méthode de séquençage de Maxam et Gilbert.Chaque bande résulte du produit de l'une des 4 expérienes néessaires à ette méthode. Laleture de et életrophorèse indique diretement que la séquene CGAATCCTT était la séqueneà analyser.



1.3 Le mélange en miro�uidique 35Comparaison ave les pues à ADNNous omparons dans le tableau 1.3 la tehnique de séquençage historique par életrophorèse(enore utilisée aujourd'hui dans ertains laboratoires pour déterminer des empruntes génétiques)ave la tehnique moderne des pues à ADN. Les avantages apportés par les biopues sont�agrants : grâe aux milliers de détetions réalisées en parallèle grâe à elles-i, le gain de tempsréalisé pour un séquençage est exponentiel ! Par ailleurs, les manipulations opératoires dans le asdes pues sont moins nombreuses et moins omplexes que elles néessaires pour l'életrophorèse.En�n, les pues à ADN sont beauoup plus aptes à déteter des mutations point (des brins quine di�èrent entre eux que de seulement une ou quelques bases au maximum) que les autrestehniques de séquençage qui sont moins �ables pour e type de mutation. De même, lorsqu'ungène omporte une séquene omposée de la répétition du même nuléotide un grand nombre
n de fois, le risque d'erreur sur la détermination de n est grand. Par ontre, les pues à ADNnéessitent une tehnologie de pointe pour la fabriation et l'analyse de résultat, e qui expliqueleur arrivée tardive dans le domaine de la reherhe génique.Conlusion : Les pues à ADN ouvrent un large domaine tehnologique puisqu'il faut nonseulement réussir à fabriquer des sondes, les �xer, mais aussi réussir à déteter l'hybridationde ibles et faire appel à des algorithmes du traitement du signal pour interpréter les résultatsde l'hybridation. Cela suppose de larges onnaissanes en biologie moléulaire, miro-fabriationavanée, traitement himique de surfae, himie analytique, logiiels, robotique, automatique . . . .Le hamp de onnaissane pour maîtriser la tehnologie des pues à ADN est don très vaste.1.3 Le mélange en miro�uidiquePour obtenir une réponse de pue à ADN la plus �able possible, haque sonde doit pouvoirêtre testée par haque ible présente dans la solution à analyser. Un deuxième ritère requis par etype de tehnologie est la rapidité ave laquelle on doit obtenir la réponse du système : une pueà ADN doit idéalement pouvoir être lue quelques minutes après l'injetion de l'ADN à analyser.La tehnique lassiquement utilisée est de laisser di�user l'ADN libre sur la pue. Cependant,ette façon d'opérer ne marhe pas bien dans la pratique, ar la seule di�usion ne permet pasd'obtenir rapidement un mélange homogène. En e�et, malgré les faibles dimensions des pues(typiquement ℓ = 1 cm) et ompte-tenu du oe�ient de di�usion de l'ADN dans l'eau D, quiest de toutes façons beauoup plus faible que 10−5 cm2.s−1 (oe�ient de di�usion de l'eau dansl'eau !), le temps aratéristique de di�usion de l'ADN sur la surfae de la pue est forémentlargement supérieur à τD = ℓ2/D ≈ 30 h, e qui est inompatible ave l'objetif de quasi-instantanéité de la réponse. De plus, la ondition d'homogénéité n'est pas néessairement véri�ée.Un proessus de mélange doit don ainsi être mis au point pour améliorer les performanes dees pues.1.3.1 Mélange et Miro�uidiqueLe mélangeDé�nissons tout d'abord e qu'est le mélange : si A et B sont deux onstituants misibles l'undans l'autre, on dit que le mélange dans un domaine D est bien réalisé si, au bout d'un ertaintemps, la onentration de A dans B est sensiblement la même en tout point de e domaine (voir la



36 Introdution et état de l'artMéthode deséquençage Méthode historique de Sangerou Maxam & Gilbert Pues à ADNPréparation del'analyte : � séletion des séquenes àanalyser par PCR� ampli�ation des séquenesà analyser par PCR� dénaturation des brins� éventuellement : séparationdes brins omplémentaires� marquage
� ampli�ation par PCR� dénaturation des brins� déoupage des séquenes� marquage

Protoole expéri-mental : � traitement himique pourlivage ou synthèse séletive� életrophorèse� interprétation manuelle ourobotisée � injetion de l'analyte sur lapue� interprétation informatiqueDurée de réa-tion : � en dizaine d'heures� la migration par életropho-rèse est le fateur limitant � en dizaine d'heures aujour-d'hui, mais durée pouvantêtre nettement raouriepar di�érents préédés (mé-lange haotique)� la di�usion est le fateur li-mitantRendement : � 1000 bases au maximum àla fois � jusqu'à 4 génomes entiers(109 bases) à la foisLeture du résul-tat : � par �uoresene induite ouradiographie � �uoresene induite� autres méthodes plus om-plexesAvantages : � permet de omparer fai-lement une emprunte gé-nétique à un éhantillonde référene (enquêtes judi-iaires)� tehnologie simple
� permet de suivre l'évolutiond'une séquene génétique� permet un suivi en tempsréelInonvénients : � réatifs spéi�ques� pas de mesure quantitative(seulement qualitative) � fabriation de la pue enamont� pas de mesure quantitative(seulement qualitative)Tab. 1.3 � Comparaison des di�érentes tehniques de séquençage.



1.3 Le mélange en miro�uidique 37�gure 1.13). Ainsi, bien mélanger néessite non seulement un proessus d'agitation (ou advetion),qui permet de transporter méaniquement les partiules �uides pour les distribuer de manièreuniforme, mais également un proessus de di�usion qui lisse les gradients de onentration rééspar l'agitation. Si l'on note ℓ la longueur aratéristique du système, U la vitesse aratéristiqueet D le oe�ient de di�usion moléulaire, le temps aratéristique de di�usion est τD = ℓ2/D,alors que le temps aratéristique d'advetion est τU = ℓ/U . Le rapport de es deux temps formele nombre de Pélet :
Pe =

U ℓ

D
(1.1)Si Pe < 1, les e�ets di�usifs sont prédominants. Cependant, dans la plupart des éoulementsusuels, ompte-tenu des faibles valeurs de D, on a Pe ≫ 1. Il est don néessaire de brasser le�uide e�aement pour obtenir un bon mélange.PSfrag replaements
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Fig. 1.13 � Dé�nition du mélange.Plaçons-nous dans le as des éoulements laminaires et négligeons l'e�et de la di�usivitémoléulaire dans un premier temps pour ne regarder que le proessus d'agitation, omme nousle ferons dans le hapitre suivant : par essene, le mélange est un proessus lagrangien, 'est àdire qu'il s'intéresse aux trajetoires des partiules �uides, et non au hamp des vitesses qui lesa réées. Une agitation sera e�ae si deux partiules �uides �nissent par être séparées au boutd'un ertain temps : e problème de sensibilité aux onditions initiales est onnu sous le nomde haos. Ainsi, même un hamp de vitesse laminaire (plan ou tridimensionnel) bien hoisi peutengendrer du haos, don une agitation � au moins loalement � e�ae.Dans le as des éoulements plans (f. hapitre suivant), la ondition d'inompressibilitéimplique l'existene d'une fontion ψ(x, y, t) appelée fontion de ourant, telle que :











vx =
dx

dt
=
∂ψ

∂y

vy =
dy

dt
= −∂ψ

∂x

(1.2)On reonnaît dans le système préédent un système Hamiltonien, dont le Hamiltonien est ψ etl'espae des phases est le plan de l'éoulement (x, y). Dans le as d'un éoulement stationnaire(ψ = ψ(x, y)), les trajetoires dé�nies par :
dx

vx
=

dy

vy
= dt (1.3)



38 Introdution et état de l'artvéri�ent alors :
vx dy − vy dx =

∂ψ

∂y
dy +

∂ψ

∂x
dx = dψ = 0 (1.4)soit enore :

ψ = onstante (1.5)Les trajetoires sont don onfondues ave les lignes de ourant, et sont bien dé�nies dans l'éou-lement : deux trajetoires très prohes dans l'éoulement restent prohes au ours du temps. Pourobtenir une dépendane aux onditions initiales dans un éoulement plan inompressible, il appa-raît don néessaire que et éoulement soit instationnaire. Le plus simple est alors de hoisir unéoulement périodique en temps : en e�et, d'une part, d'un point de vue expérimental, il est aiséde réer des signaux périodiques qui ationneront le méanisme hoisi, d'autre part, d'un point devue théorique, l'utilisation d'un hamp de vitesse périodique permet de "simpli�er" le problèmemathématique par l'introdution d'outils tels que la setion et l'appliation de Poinaré [26℄ (voirparagraphe suivant). Les trajetoires dites haotiques se séparent alors exponentiellement viteau ours du temps, e qui permet d'assurer une bonne dispersion des moléules. C'est Aref [2℄qui a le premier fait le parallèle entre le haos dans les systèmes Hamiltoniens et la possibilitéde mélanger dans les éoulements laminaires ; il a nommé e proessus : "advetion haotique".En fait, on peut montrer que es proessus périodiques agissent omme l'étirement et lerepliement répété du �uide : Wiggins et Ottino [27℄ insistent beauoup sur leur importane :"The message is lear. Squeezing, strething and folding �uid is good for mixing.". Bien quela "transformation du boulanger" (�g. 1.14) soit la méthode la plus e�ae, elle se heurte auproblème de la disontinuité du hamp des vitesses devant "ouper" le �uide. Le modèle souventadopté dans les systèmes �uides, presque tout aussi e�ae que le préédent, est elui de latehnique du "fer à heval" (�g. 1.15). Ces deux transformations font partie de la grande atégoriedes transformations dites "Link Twist Map" [28℄.La onséquene de es nombreux étirements/repliements sont la formation de stries (ou la-melles) de plus en plus �nes ave le temps, jusqu'à atteindre une épaisseur pour laquelle les e�etsde la di�usion moléulaire deviennent non négligeables.La miro�uidiqueOn regroupe sous l'appellation miro�uidique [29, 30℄ les éoulements qui ont lieu à petiteéhelle (une des dimensions aratéristiques ℓ′ plus petite ou de l'ordre du mm). Compte-tenu desfaibles dimensions et des faibles vitesses en miro�uidique, il est lair que le nombre de Reynolds,dé�ni par Re = Uℓ′/ν où U est une vitesse et ν est la visosité inématique du �uide, sera petit.Or nous savons maintenant qu'il est quand même possible d'obtenir un bon mélange grâe à l'"advetion haotique".Compte-tenu des faibles vitesses et des faibles dimensions, le nombre de Pélet est beauoupplus faible que dans les éoulements usuels. Pourtant, les e�ets di�usifs restent insu�sants pourassurer à eux seuls un mélange e�ae, faisant de l'advetion haotique l'outil indispensable demélange en miro�uidique.La miro�uidique onnaît atuellement un essor important grâe au développement des mi-rotehnologies telles que les pues à ADN, ou plus généralement les MEMS (Miro Eletrial Me-hanial Systems) utilisant des éoulements �uides. Les domaines utilisant la miro�uidique sont
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Fig. 1.14 � Transformation du boulanger. (a) Première itération d'une transformation du boulan-ger dans le arré unité : (i) supposons qu'au ommenement, une demi-portion du arré soit noire,l'autre blanhe. Le arré est omprimé, étiré (ii) puis déoupé et rempilé (iii). (b) Deuxième ité-ration et () quatrième itération. Entre le début de la première itération et la �n de la quatrième,l'interfae noir/blan a été multipliée par 16.
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()Fig. 1.15 � Transformation type "fer à heval" dans un arré unitaire. Le arré unitaire (a) estétiré (b) puis replié (). Lors de haque transformation, l'interfae blan/noir a été multipliéepar 2.



1.3 Le mélange en miro�uidique 41nombreux : himie analytique, synthèse en himie organique (miro-réateurs), miro-biologie. . . : une bonne maîtrise des éoulements miro�uidiques passe don par la bonne ompréhen-sion de leur omportement à es petites éhelles.1.3.2 Les outils du haosAppliation et setions de PoinaréPour un éoulement périodique, l'Appliation de Poinaré est dé�nie par la fontion f qui àla position d'une partiule à un instant t, assoie la position de ette même partiule une période
T du système plus tard, à l'instant t+ T :

R
2 f7−→ R

2

~x(t) → ~x(t+ T )Dans le adre des éoulements bidimensionnels, on appelle setion de Poinaré (�g. 1.16)la représentation de l'ensemble des positions réursivement implémentée par l'appliation dePoinaré f . Il s'agit don, pour une (ou plusieurs) position(s) initiale(s) ~x0 = ~x(t0), de l'ensemble :
{~x ∈ R

2 tel que ∀n, ~x = fn( ~x0)} (1.6)Tous les points (ou positions) qui forment une setion de Poinaré sont don séparés d'unedurée multiple de T : dans une setion de Poinaré, on a don une vision "strobosopique"des trajetoires des partiules. Une trajetoire haotique apparaît alors omme un ensemble depoints disséminés de manière aléatoire sur la setion. Les zones non visitées par les partiulessont alors synonymes de mauvais mélange : es régions sont appelées en haos Hamiltonien �zoneselliptiques�, ou �zones mortes� dans le as du mélange 6.Cette représentation o�re plusieurs avantages :� rédution de la dimension : la onstrution de l'appliation de Poinaré implique l'élimina-tion d'au moins une des variables du problème, e qui ramène à l'étude d'un problème àplus faible dimension. Dans le as des éoulements 2D qui dépendent du temps (périodiquespar exemple), 'est la dimension temporelle qui est supprimée.� dynamique globale : une appliation de Poinaré fournit une image très parlante de ladynamique globale d'un système : on perçoit du premier oup d'÷il les zones haotiquesou zones de mélange et les zones régulières qui orrespondent aux zones de non-mélange(�g.1.16).6La setion de Poinaré dépend de l'instant initial t0 hoisi. Cependant, si une setion de Poinaré possèdeune zone morte, alors une setion de Poinaré basée sur un instant initial di�érent en possède également une.
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Fig. 1.16 � Une setion de Poinaré regroupe les positions umulées des partiules �uides la-grangiennes espaées d'une durée T (T = période du proessus périodique). 2 types de zonesoexistent : des zones de bon mélange (haotiques) et des zones de mauvais mélange (zonesmortes ou régulières).Exposant de LyapunovIl est possible de aratériser le omportement haotique d'un système dynamique grâe àl'exposant de Lyapunov, noté λ. Il est dé�ni pour une position initiale ~x0 �xée par7 :
λ = lim

||~δ0||→0
lim
t→∞

1

t
ln

(

||( ~δ(t))||
||~δ0||

)

, (1.9)où ~δ(t) = ~x(~x0 + ~δ0, t) − ~x(~x0, t). Cet exposant, qui dépend a priori du point initial hoisi,aratérise les propriétés d'étirement loal d'un système (voir la �gure 1.17). Il permet donde donner une indiation sur la sensibilité du système aux onditions initiales, selon la règlesuivante :7Dans la pratique, omme on regarde l'éoulement de manière strobosopique, on alule l'exposant de Lya-punov de l'appliation de Poinaré :
λp = lim

|| ~δ0||→0
lim

n→∞

1

n
ln

 

||fn(~δ0)||

||~δ0||

!

. (1.7)On peut réérire la relation 1.9
λ = lim

|| ~δ0||→0
lim

n→∞

1

nT
ln

 

||fn(~δ0)||

||~δ0||

!

. (1.8)soit : λ = λp/T .



1.3 Le mélange en miro�uidique 431. si quel que soit la position initiale dans le domaine, l'exposant est positif, alors le systèmeétudié est globalement haotique,2. s'il est toujours nul, alors le système n'est pas haotique,3. s'il est positif ou nul suivant la position initiale, alors le système étudié est partiellementhaotique (as où il existe des zones mortes).Pour appliquer e prinipe au système, on met en ÷uvre le alul de et exposant dans leprogramme de simulation. La méthode de alul est donnée dans l'annexe F.
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Fig. 1.17 � Sensibilité aux onditions initiales : dans un éoulement haotique, deux partiulesvoisines se séparent exponentiellement vite ave le temps et leur distane varie omme δ(t) =
δ0e

λt. λ est un taux d'étirement appelé oe�ient de Lyapunov. Le �uide s'étire alors dans ladiretion d'étirement. λ dépend de la loalisation des partiules.
Taux de ouvertureLe taux de ouverture µ permet de quanti�er l'étendue des zones haotiques dans les setionsde Poinaré. Notre alul est basé sur un damier reouvrant toute la hambre d'éoulement,haque ase étant onsidérée omme pleine si elle ontient au moins un point de la setionde Poinaré. Lorsqu'on augmente le nombre de ases, la fration de boîtes remplies tend versun palier, avant de huter vers 0. Seule la largeur de e palier est a�etée par le nombre depoints dans la setion, pas sa valeur qui orrespond au taux de remplissage (fration de asesremplies sur le nombre total de ases). Cette méthode a été testée ave suès sur de nombreuseson�gurations de setions de Poinaré remplies manuellement (i.e. dont le taux de remplissageest onnu à l'avane). D'autres méthodes ont été étudiées, notamment elle de Phelps et Tuker[31℄. Cependant, nous avons pu onstater que ette dernière se révélait omplètement ine�aedans le as d'une densité variable de points dans les zones haotiques.



44 Introdution et état de l'artEntropie de Kolmogorov-SinaiIl est possible qu'un système haotique puisse mélanger vite (étirer fort), mais seulement dansune zone loalisée du domaine. Inversement, un système peut étirer très faiblement le �uide, maissur un vaste domaine. Dans les 2 as, le mélange n'est pas satisfaisant. Pour avoir une mesurereprésentative de l'e�aité globale du mélange, on alule l'entropie de Kolmogorov-Sinai (KS-entropy) hK , dont on peut montrer qu'elle est, sous ertaines onditions, égale au produit duoe�ient de Lyapunov λ par le taux de ouverture µ [32℄. Plus elle-i est grande, plus lesystème est supposé mélanger globalement vite, alors qu'une entropie faible indique qu'il existeune dé�iene dans le mélangeur (en termes d'étirement ou d'étendue des zones haotiques).1.3.3 Les exemples de mélangeurs à advetion haotique dans la littératureLes exemples de mélangeurs à advetion haotiques sont très nombreux dans la littérature,l'imagination des sienti�ques étant débordante dans e domaine ( !). Les exemples présentés i-dessous ont fait l'objet de simulations numériques et/ou études expérimentales. Dans tous les as,l'éoulement se fait à faible nombre de Reynolds, en utilisant soit des �uides visqueux (enre dansde la glyérine par exemple), soit en réalisant des expérienes à petite l'éhelle (miro-mixers)[33℄[34℄. La liste des dispositifs présentés i-dessous ne serait être exhaustive mais illustre bienles grandes atégories de mélangeurs.Expériene historique de H. ArefLe premier système à advetion haotique a été elui étudié numériquement par Aref [2℄en 1984. Il s'agit d'un agitateur formé de 2 vortex à l'intérieur d'une avité irulaire (�gure1.18). Ces derniers sont ativés alternativement et de façon périodique ave la même intensité,haun pendant une durée T/2 où T est la période du proessus. Le yle est répété un ertainnombre de fois (les deux soures de mouvement sont ii o-rotatives, mais on peut imaginer aussiqu'elles soient ontra-rotatives). Pendant haque demi-période, les éoulements sont onsidérésomme stationnaires (pas de régime transitoire) : les trajetoires des partiules �uides sont dononfondues ave les lignes de ourant. Cette alternane des 2 vortex permet de roiser les lignesde ourant, réant ainsi le haos qui a pour but de séparer les partiules �uides, don de mélanger.Ce système très simple a naturellement servi de sole à l'étude de la théorie du mélange :étude quantitative du mélange par Jones [35℄ ou, ave un système très voisin, l'étude de l'e�aitéde l'étirement par Raynal et Gene [36℄.Système puits/soure de S.W. Jones & H. ArefCe dispositif [3℄, dont nous allons nous inspirer dans ette thèse [37℄ [38℄ [39℄ [40℄ [41℄, utilisele prinipe d'injetion/extration alternée de �uide par 1 puits et 1 soure (voir la �gure 1.19).Comme pour le dispositif préédent, à un instant donné, seul le puits ou la soure fontionne :pendant 1 yle de durée T , le puits et la soure ont fontionné suessivement pendant T/2haun. Lorsque qu'une partiule �uide est absorbée par le puits, elle est réinjetée par la sourelors de la phase suivante, et ainsi plusieurs modes de réinjetion peuvent être testés.Nous ne sommes pas les seuls à nous être inspirés des dispositifs {puits+ soures} : Stremleret al. [42℄ ont onçu un système d'injetions alternées ave 2 puits et 2 soures dans une avité
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Fig. 1.18 � Dispositif d'advetion haotique d'Aref [2℄ basé sur l'utilisation alternée de vortex.Le dispositif périodique est réitéré plusieurs fois (n étant un entier, la période est T ). Les deuxparamètres sans dimension sont Π1 = b
a et Π2 = ΓT

2πa2 , ave Γ l'intensité des vortex.
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Fig. 1.19 � Dispositif d'advetion haotique de Jones et Aref [3℄ basé sur l'utilisation alternéed'un puits et d'une soure. Les partiules absorbées par le puits sont réinjetées par la soure (lesdeux puits/soures ont même débit surfaique Qs). Le dispositif périodique est réitéré plusieursfois (période T ). Le seul paramètre sans dimension du système est Λ = λ/a où λ =
√

QsT/πreprésente une distane aratéristique. Dans e dispositif, il n'y a pas de frontières.retangulaire. Ce dispositif a été testé expérimentalement par MQuain et al. [43℄[44℄. Hertzshet al. [45℄ ont disuté quant-à-eux de l'in�uene de la position des puits et des soures dans la



46 Introdution et état de l'arthambre d'éoulement.Frontières mobilesL'étude de e dispositif est essentiellement expérimentale. Chien et al. [46℄ ont mis au pointun système de bandes mobiles formant 2 parois d'une avité retangulaire (voir la �gure 1.20). Lamise en mouvement des bandes entraîne le �uide par frottement visqueux et le aratère alternédu fontionnement (une seule bande fontionne à haque instant) permet d'obtenir des traje-toires haotiques et don des étirements et replis du �uide (voir le résultat expérimental de la�gure 1.21). Plusieurs types de fontionnement sont étudiés (bandes o- ou ontra-diretionnelles,intermittene ou non, et.). Le paramètre sans dimension gouvernant le haos est le rapport entrele déplaement des parois pendant haque demi-période sur la largeur W de la avité.Des dispositifs analogues basés sur des parties mobiles ont été étudié par exemple par Chaikenet al. [47℄, H. Aref [48℄[49℄, Aref et Jones [50℄, Kaper et Wiggins [51℄ ou Saatdjian et al. [52℄(ylindres exentrés ou ellipses onfoales). D'autre auteurs se sont appuyés sur e modèle pourmieux omprendre le haos et son optimisation : Leong et Ottino [53℄, Franjione et al.[54℄.
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b)
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(largeur W )Fig. 1.20 � Un des nombreux dispositifs à parois mobiles de la littérature. Le mouvement du �uideest assuré par frottement visqueux. Les bandes peuvent être (a) o- ou (b) ontra-diretionnelles,elles fontionnent le même laps de temps (T/2) mais leur vitesse peut être di�érente.Mélange en avité ouverteLes mélangeurs en avité ouverte font également partie d'une lasse de mélangeurs à advetionhaotique. Le travail de E. Gouillart [5℄ est partiulièrement intéressant : il s'agit de 2 batteurs(type "batteurs à oeufs") qui étirent le �uide, e dernier étant ontraint à se déplaer selonl'une des diretions du plan de mélange (voir la �gure 1.22). La zone ative du mélangeur estonstamment alimentée en �uide, et le produit du mélange est extrait en sortie.
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Fig. 1.21 � État du mélange de deux marqueurs au bout de 20 périodes dans la hambre d'ad-vetion haotique ave parois mobiles. Pour ette expériene, Re = 1.2 et les parois sont o-diretionnelles. À l'instant t = 0, les traeurs n'étaient que deux petites tahes orange et verte :on note bien pour t > 0 les nombreux étirements et replis réalisés par le mélangeur. On peutremarquer que pour e jeu de paramètres, les deux traeurs ne se mélangent pas bien. Par ontre,on pourrait montrer, en augmentant légèrement le temps de déplaement des rubans pendanthaque période, que le mélange pourrait être bien meilleur. D'après J.M. Ottino [4℄.Mélange 3DLes exemples présentés dans e paragraphe ont tous pour anêtre le "twisted pipe" de Jones etal. [55℄ qui étudièrent le mélange obtenu grâe à la répétition périodique d'une ellule élémentaire.D'autres dispositifs s'en sont inspirés, omme elui dérit par Amon et al. [56℄, Bringer [57℄,Castelain et al. [58℄.Un dispositif de mélangeur 3D stationnaire est bien onnu dans la théorie du haos : il s'agitde l'éoulement ABC ou "ABC �ows", pour Arnold Beltrami et Childress. C'est un mélangeurpériodique en espae dont le hamp des vitesses est donné par :
ux = A sin(z) + C cos(y) (1.10)
uy = B sin(x) +A cos(z) (1.11)
uz = C sin(y) +B cos(x) (1.12)Les paramètres de e type de mélangeur sont les onstantes A, B et C. Ii, le temps n'est pasune dimension du système, puisque le système est par essene 3D périodique (il faut au moins 3degrés de liberté pour pouvoir mélanger).Un autre dispositif original est elui présenté par Ph. Carrière [6℄. Ii, il s'agit d'un mélangeur"passif", 'est à dire qu'auun méanisme de mélange ne "brasse" le �uide. Le mélange est sim-plement assuré par la on�guration partiulière des anaux (�g. 1.23) qui oupent et retournentle �uide, exatement omme dans la transformation du boulanger (�g. 1.14). Ce type de mélan-geur fait partie de la atégorie des "Partitioned Pipe Mixers". Ii, omme pour le as i-dessus,
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PSfrag replaements �uidePSfrag replaements �uide(a) (b)Fig. 1.22 � Mélange en avité ouverte : 2 tiges ontra-rotatives mélangent le �uide. (a) protoole"papillon", (b) protoole "brasse". Ce mélangeur type "batteur à oeufs" est alimenté ontinûmenten �uide. Le paramètre gouvernant le mélange est le rapport entre la vitesse d'entrée du �uide etla vitesse de rotation des batteurs. Selon le protoole, le hemin suivi par le �uide pour traverserla zone de mélange est radialement di�érent. D'après E. Gouillart et al. [5℄



1.4 Objetif de la thèse 49la périodiité est assurée spatialement selon une diretion de l'espae.

Fig. 1.23 � Mélangeur passif étudié par Ph. Carrière [6℄. Le dispositif ontraint, par la géométrieet la on�guration des anaux (de type ruban de Möbius), à réaliser une "transformation duboulanger". La répétition de la "ellule" élémentaire permet de réitérer autant de fois ettetransformation.1.4 Objetif de la thèseDans le prohain hapitre, nous étudierons deux nouveaux protooles de mélange périodiquesque nous avons mis au point, qui sont failement adaptables à la tehnologie des pues à ADN,et plus généralement aux miro-systèmes sur pue ("Labs On Chip"). Ces protooles, que nousétudierons en détails, utiliseront le prinipe de l'injetion alternée de �uide grâe à des pompesou des seringues. Grâe à une modélisation simpli�ée de l'éoulement utilisé (permettant ainside aluler analytiquement le hamp des vitesses), il sera aussi possible d'étudier l'in�uene dela géométrie de la hambre d'éoulement sur la qualité du mélange.Dans le troisième hapitre, nous ajouterons la réation himique a�n de modéliser l'hybri-dation des ibles libres ave les sondes de la pue. Tout au long du hapitre, nous ompareronsles résultats de l'hybridation pour le transport de ibles par di�usion pure et pour le mélangepar advetion haotique (en utilisant le meilleur protoole de mélange du hapitre 2). Pour etteétude, nous étudierons l'in�uene de plusieurs paramètres, tels que la portée des interationssondes/ibles libres ou enore l'in�uene du oe�ient de di�usion D. Nous essaierons égalementd'en tirer une onstante de vitesse k dont nous disuterons la légitimité selon le proessus detransport utilisé (di�usion ou advetion haotique).En�n, dans un dernier hapitre, nous tenterons de véri�er expérimentalement l'e�aité dumélange par advetion haotique sur une réation himique. Pour mener à bien ette étude, nousdéouvrirons un dispositif expérimental de suivi de réation himique de surfae en temps réel (laSPR ou "Résonane de Plasmon de Surfae"). Cette étude a néessité une hambre d'éoulementà l'éhelle 1 : 1 que nous avons entièrement dessinée et onstruite. Nous présenterons les premiers



50 Introdution et état de l'artrésultats expérimentaux en omparant enore une fois l'e�aité d'un mélangeur par rapport àune hambre d'hybridation statique. Tout le travail de e hapitre a été réalisé au Canada grâeà une ollaboration ave l'Université de Sherbrooke.L'objetif de ette thèse sera don d'étudier l'apport du mélange par advetion haotiquesur une appliation onrète et moderne qu'est la tehnologie des pues à ADN. Toute ettethèse sera axée sous l'élairage de la simpliité de la modélisation utilisée : l'essentiel ii n'estpas de modéliser le plus �dèlement possible et jusque dans les moindre détails la physique quiexiste dans la hambre en tenant de ompte de tous les phénomènes existants (nature du �uide,in�uene des trous d'injetion sur le hamp des vitesses, nature exate des interations molé-ulaires, taille des maromoléules, orientation des moléules pour la réation himique) maisplut�t de dégager les résultats importants grâe à une approhe simpli�ée du problème. A�n dene pas trop dénaturer le problème, haque hypothèse sera à haque étape validée grâe à uneomparaison du résultat obtenu ave un résultat expérimental ou un autre résultat numériqueissu d'un alul plus omplet. Nous verrons alors tout au long de ette thèse qu'il est possible,malgré es simpli�ations, d'obtenir des résultats nouveaux et parfois surprenants.Résumé :Dans e hapitre, nous rappelons la struture de la moléule d'ADN : il s'agit d'une ma-romoléule de forme hélioïdale, formée de deux brins appariés portant haun une séquened'oligonuléotides parmi lesquels 4 bases notées A, T, C et G (pour respetivement Adénine,Thymine, Cytosine et Guanine). Ces deux brins sont assoiés de manière spéi�que grâe à lagrande omplémentarité qui existe entre les bases : A ne s'assoie qu'ave T et C ne s'assoiequ'ave G. La séquene de bases formant la moléule d'ADN onstitue le ode génétique, supportde l'information génétique. Cette séquene est généralement traduite sous la forme de aratèresmorphologiques (ouleurs des yeux, forme du nez, . . . ) mais elle peut parfois aussi être respon-sable de maladies (dites génétiques) qu'il est néessaire de pouvoir diagnostiquer à temps. Lareherhe de miro-organismes grâe à leur ADN est également un axe de reherhe.Une pue à ADN est onstituée d'un support solide sur lequel sont �xées des sondes (monobrinsd'ADN de séquene onnue et hoisie). La tehnique onsiste à déposer sur ette pue unegoutte de solution à analyser ontenant également des monobrins d'ADN, préalablement marqués,mais de séquene inonnue et à déterminer (les ibles). Le déplaement de es ibles est assurépar di�usion et elles-i vont s'apparier par omplémentarité aux sondes de la pue, si ellesexistent : 'est l'hybridation. Un lavage permet ensuite d'éliminer les ibles restées libres envolume (faute d'avoir trouvé des sondes omplémentaires). En�n, la détetion des paires appariées(généralement par �uoresene induite) permet de onlure en la présene (ou non) de ertainesséquenes dans la solution à analyser.Pour que la tehnologie des pues à ADN donne un résultat le plus �able possible et le plusrapide, il faut que les ibles puissent visiter en un temps raisonnable toute la surfae de la puedans le but de tester haque sonde attahée à elle-i. Malheureusement, en ne omptant que surla di�usion omme moyen de transport, le temps aratéristique mis par les ibles pour parourirune pue de ℓ2 = 1 cm2 ave un oe�ient de di�usion de l'ordre de D ∼ 10−6 cm2.s−1 est
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τD = ℓ2/D = 30 − 300 h, e qui est inompatible ave l'objetif de résultat rapide de l'analyse.Un dispositif de mélange à base d'éoulements �uides devenait don néessaire.Il existe plusieurs façons de mélanger. De manière générale, un mélange est e�ae si despartiules �uides initialement très prohes arrivent à se séparer exponentiellement vite ave letemps : en méanique des �uides, e prinipe est réalisé grâe à l'advetion haotique. Dans leadre des éoulements laminaires, le proessus de mélange onsiste surtout à étirer puis replierle �uide (omme dans la transformation du boulanger). De ette manière, des gradients deonentration sont réés et la di�usion peut alors homogénéiser loalement les onentrationsdes espèes.Dans le adre des éoulements bidimensionnels omme nous allons l'appliquer dans le hapitresuivant, la façon la plus simple de mélanger onsiste à réer un éoulement dépendant du temps(le plus simple : périodique en temps). Une étude du mélange passe alors par le traé des setionsde Poinaré qui permettent de distinguer les zones de bon mélange de elles de mauvais mélange.L'exposant de Lyapunov donnera une indiation sur la vitesse d'étirement du �uide et l'entropiede Kolmogorov-Sinai permettra globalement de onlure si un protoole de mélange est e�ae,ou pas.
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Chapitre 2Étude du mélange par advetionhaotique dans une hambred'hybridation de pue à ADNIntrodutionPour que les pues à ADN puissent délivrer la réponse la plus �able et la plus rapide possible,il faut que les ibles libres en solution puissent rapidement se disperser dans tout le volume de lahambre d'hybridation. Si ette ondition est réalisée, es ibles sont alors toutes en mesure de"tester" en un temps raisonnable haune des sondes de la pue en vue d'une potentielle hybri-dation. Dans e hapitre, nous allons étudier le mélange en terme d'homogénéité, mais égalementen terme de rapidité grâe à deux protooles de mélange mis au point à partir d'un proessusd'injetions alternées. Nous étudierons la dispersion des partiules �uides grâe aux outils duhaos (setions de Poinaré, exposants de Lyapunov, entropie topologique, voir le paragraphe1.3.2). Nous étudierons également l'in�uene de la géométrie de la hambre d'hybridation surl'e�aité du mélange. La plus grande partie de e hapitre prend la forme d'une publiation enours de soumission.2.1 D'un problème physique vers une solution apportée par laméanique des �uides2.1.1 Historique d'une ollaborationLa soiété ROSATECH, anienne "start-up" de l'Institut des Nanotehnologies de Lyon spé-ialisée dans la fabriation des pues à ADN, s'est rapidement aperçue lors de tests que, lorsd'une hybridation statique sur pue à ADN (par dép�t d'une goutte de solution à analyser puisen laissant di�user), le temps néessaire pour obtenir un résultat su�samment �able était tropgrand pour une utilisation systématique de e type de tehnologie1. Le LMFA, dont l'équipe1Comme expliqué dans le hapitre préédent, ave un oe�ient de di�usion forément plus faible que D =
10−5 cm2.s−1 (oe�ient de di�usion de l'eau dans l'eau), le temps néessaire à la tahe pour s'étaler sur toutela surfae de la pue est largement supérieur à τD = ℓ2/D ≈ 30 h pour une pue de �té ℓ = 1 cm.



54 Étude du mélange par advetion haotique dans une hambre d'hybridation depue à ADNMirohydrodynamique est spéialisée en advetion haotique, s'est don assoiée à Rosateh età l'INL pour tenter d'améliorer les performanes des biopues par un mélange e�ae.2.1.2 Paramètres et grandeurs de la pue réelle
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Fig. 2.1 � Shéma de la hambre d'hybridation. Le arré orange symbolise la position de la pueà ADN. Les dimensions sont exprimées en mm.Pour pouvoir mélanger e�aement et rapidement, nous avons proposé de réer un éoule-ment : la pue à ADN est plaée dans une ellule fermée de type Hele Shaw, de faible hauteur(pour en limiter le volume) ave, aux quatre oins de elle-i, une entrée ou une sortie de �uidegrâe à des onduits de faible setion (�g. 2.1).Les grandeurs du problème sont :� hauteur : h = 50 µm� dimension de la pue : ℓ = 10 mm� dimension de la hambre : L = 15 mm� diamètre des tuyaux : d = 80 µm� débit : q = 2 µL/s� visosité inématique : ν = 10−6 m2.s−1Cei onduit aux vitesses aratéristiques et nombres de Reynolds suivants :� vitesse du �uide dans les onduits : Ui = 4q
πd2 ≈ 4.10−1 m/s� vitesse dans la setion transversale : Ut = q

hL
√

2
≈ 2.10−3 m/s



2.1 D'un problème physique vers une solution apportée par la méanique des�uides 55� Reynolds dans les onduits : Rei = Uid
ν ≈ 30� Reynolds dans la uve : Ret = Uth

ν = 0.09Le adre de l'étude est don lairement les éoulements �uides à faible nombre de Reynolds(laminaires). De plus, ompte-tenu du très faible rapport d'aspet h/L = 1/300, l'éoulementest néessairement de type rampant. Dans e adre, nous rappelons que le seul moyen de mé-langer onsiste à réer de l'advetion haotique (voir le paragraphe 1.3.1) grâe à un proessusd'injetions alternées périodiques en temps.2.1.3 Étude 2D ou 3D du mélange ?Plusieurs travaux et publiations préèdent l'artile qui va suivre : notre équipe s'est d'abordintéressée à la simulation numérique du mélange grâe à un éoulement périodique reposant surl'utilisation de pompes ou seringues [37℄[38℄ (es protooles, dits 'A' et 'B', seront détaillés dansl'artile i-après) : les trajetoires des partiules �uides ont pu être alulées pour e systèmed'injetion alterné, et le mélange appréié ou non selon la période T du proessus périodique. Danses travaux, le hamp tridimensionnel des vitesses, onsidéré omme stationnaire pendant haquephase du protoole périodique, a d'abord été obtenu en résolvant numériquement les équations deStokes : le hamp des vitesses disret ('est à dire onnu sur les noeuds d'un maillage 'épousant'la avité) a été obtenu grâe à la méthode des éléments �nis ave approximation quadratiquede la vitesse (le shéma P1 − P2 enore appelé élément de Taylor-Hood, ave approximationlinéaire de la pression, voir [59℄). Grâe aux symétries de l'éoulement, e hamp des vitessesn'a été alulé que sur la moitié de la hambre (voir �g. 2.2), puis reonstruit par symétrie pourpermettre le alul des trajetoires. L'inonvénient de ette méthode est que, si l'on hange lagéométrie de la hambre, le maillage doit être entièrement realulé, e qui est long et laborieux.L'originalité de mon travail repose préisément sur la méthode de alul du hamp desvitesses. Comme la ellule est de type Hele-Shaw, il y a en première approximation déouplageentre les variations horizontales et les variations vertiales de la vitesse, ave un pro�l de vitessesparabolique dans la diretion vertiale (Oz) ; on dit parfois que l'éoulement est quasi-2D. C'estpourquoi nous l'avons modélisé par hamp de vitesse stritement bidimensionnel. Il devient alorsfaile de aluler e hamp des vitesses : en e�et, dans un tel éoulement, la vitesse moyennéesur la hauteur h véri�e l'équation d'Euler, et peut don être obtenue par une approhe poten-tielle du problème. Pour obtenir l'éoulement dans une avité arrée ou retangulaire, e hampdes vitesses est d'abord alulé très simplement dans une avité irulaire grâe au théorèmede Milne-Thomson (théorème des images en méanique des �uides, voir l'annexe C). On ap-plique ensuite à e hamp un transformation onforme de Shwarz-Christo�el adaptée au typede géométrie reherhé. Ainsi, le hamp de vitesse de haque géométrie peut rapidement êtreobtenue de manière analytique, e qui rend ette méthode bien plus �exible qu'une expérieneou une simulation numérique 3D (voir l'annexe D). A�n de pouvoir omparer raisonnablementles di�érentes géométries de la hambre d'hybridation, nous travaillerons à volume de la hambre�xé : dans e hapitre, la surfae de la hambre sera don la même quelle que soit la géométrie(la hauteur h reste inhangée).Pour �nir, trois autres hypothèses seront onsidérées dans le alul des trajetoires :� lors de haque phase du proessus périodique, le hamp des vitesses est stationnaire,� les brins d'ADN seront onsidérés, en première approximation, omme des salaires pas-
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Fig. 2.2 � Grille d'éléments �nis.sifs. Les brins sont don onfondus ave les partiules �uides qui les entraînent dans leurmouvement,� les tuyaux ne mélangent pas : pour l'étude 2D du mélange, une partiule �uide qui entredans un puits ressortira sur la même ligne de ourant.2.1.4 Véri�ation expérimentalePour valider e modèle de hamp de vitesse bidimensionnel, nous avons réalisé une brève étudeexpérimentale du mélange dans les géométries arrée et retangulaire de la hambre d'éoulement.Le dispositif expérimental est une hambre d'éoulement formée de deux plaques parallèles dontl'une est en verre (transparent pour visualiser par le dessus l'évolution du mélange) et l'autreest en ERTACETALr (opaque, noire). Quatre trous sont perés aux oins de la avité a�n depouvoir y glisser les tuyaux d'injetion et/ou extration du liquide (f. �g. 2.3). Tout l'ensembleest ollé. Ce dispositif est à l'éhelle 10 :1 par rapport à la hambre �tive réelle : pour onserverla similarité en nombre de Reynolds, les débits et les périodes ont été realulés.L'évolution d'une tahe est suivie en utilisant de la rhodamine B, olorant ouramment utilisédans la tehnique de Fluoresene Induite par Laser. Son évolution est suivie grâe à un Laser,dont le faiseau est élaté en un plan de lumière pour élairer toute la avité par son oté (f.�g. 2.4).Le matériel périphérique onsiste en :� un laser à quartz de longueur d'onde 532 nm (vert), puissane maximale 2 W, SpetraPhysis,
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Fig. 2.3 � Montage expérimental. Pour les deux protooles (à pompes ou à seringues), un seuldispositif expérimental a été utilisé, omportant deux pompes péristaltiques réversibles. Dansle as du protoole à seringues, les pompes fontionnent réversiblement, et nous avons utiliséde gros tuyaux su�samment longs pour que la rhodamine ne passe jamais par la pompe. Noussimulons ainsi grâe à une pompe l'ation d'un ouple de seringues, l'une se vidant, l'autre seremplissant.

Laser

Fibre optique

Chambre

Plan laser

Rhodamine suivie par Fluorescence Induite

Lentille cylindrique

Pompe 2

Pompe 1Fig. 2.4 � Suivi de l'expériene par Fluoresene Induite par Laser.
� deux pompes péristaltiques programmables, Ismate,� un appareil photo numérique Nikon D50, objetif de foale 50 mm.



58 Étude du mélange par advetion haotique dans une hambre d'hybridation depue à ADN2.2 Artile : Chaoti mixing e�ieny in di�erent geometries ofHele-Shaw ells used as DNA hybridization hambers.L'artile i-dessous a été publié dans International Journal of Heat and Mass Transfer. Ilétudie prinipalement l'in�uene de la géométrie de la hambre d'hybridation ; la di�érene entreprotooles (protoole à pompe meilleurs que protoole à seringues) a fait l'objet d'un autre artile[38℄.
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Chaotic mixing efficiency in different geometries of Hele-Shaw

cells used as DNA hybridization chambers.

Aurélien Beuf∗, Jean-Noël Gence, Philippe Carrière, and Florence Raynal
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DNA chip technology requires a rapid and homogeneous dispersion of all the DNA

molecules over the whole surface of the chip. Because of the small dimensions of the

chip and the high aspect ratio of the device, the only way to mix efficiently inside

the chamber is to generate a periodic flow and thus create chaos. Here we study

the influence of the geometry of the hybridization chamber on mixing efficiency:

to this aim, we use three different geometries of the chamber (circle, square and

rectangle) and we numerically test them by using two protocols of mixing: the first

protocol uses syringes, the second uses pumps. In a view of simplicity, this Hele-

Shaw flow is modeled as two-dimensional, allowing us to analytically determine the

velocity field corresponding to the different shapes. The results are then analyzed in

terms of Poincaré sections (appearance, filling rate, homogeneity), and the Lyapunov

exponents are calculated. We numerically show that the rectangular geometry leads

to a better mixing, but also that the aspect ratio of the rectangle plays unexpectedly

no important role on mixing.
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I. INTRODUCTION

Microfluidic devices are widely used in nowadays’ biotechnology, for applications ranging

from transport of material in microchannels, sorting of cells, DNA analysis, etc. When

chemical reactions come into play (e.g. in many such systems), efficient mixing is required

in order to homogenize the solution, so as to favour the meeting of reactants. However,

the Reynolds number of flows at the microscale are small, generally of the order of unity or

smaller, so that Stokes flows should be commonly expected [1].

It is now well-known that chaotic advection is the best way to mix efficiently in laminar

flows [2–5], all the more reason for microfluidic flows. Stroock et al. proposed a famous

chaotic mixer adapted to microdevices, the so-called staggered herringbone mixer (SHM)

[6], dedicated to mixing in microchannels. A typical microchannel has height and width of

the order of 50−100 µm, and length of a few centimeters, i.e. two small dimensions and the

third one large compared to the others. In a smooth channel the mixing of material between

streams in the flow is purely diffusive, so that the length of channel required for mixing can

be prohibitely long. The SHM consists in adding specific bas-relief structures (ridges) on the

floor of the channel, leading to chaotic trajectories; the mixing length is therefore greatly

reduced. In this article we deal with mixing in a different microfluidic configuration, the

Hele-Shaw flows, where the height is small (typically 25− 50 µm) and the length and width

are “large”, of the order of the centimeter. A straightforward application is improvement of

DNA-chip technology.

DNA - or Desoxyribo Nucleic Acid - is made of two single stranded chains of oligonu-

cleotides. Each strand is composed of a series of four bases (among them : Adenin (A),

Thymin(T), Cytosin(C) or Guanin(G)) specifically combined with the other strand due to

high complementarity between the bases (A combines only with T, C with G, see figure

1(a)). A given sequence of bases codes for the gene expression; therefore the knowledge of

specific sequences in a given individual’s DNA proves the existence of genetic diseases or the

presence of viruses.

DNA chip technology is aimed to detect rapidly those DNA sequences [7]. A DNA chip

is composed of a solid surface (such as glass) on which arrays of biological probes (single

stranded DNA) are fixed [8] (figure 1(b)). Each probe is made of 10 to 60 predetermined

oligonucleotides. The working principle of DNA micro-arrays is the so-called hybridization
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(a) (b)

FIG. 1: (a) : DNA is composed of two complementary single stranded chains of oligonucleotides

(A combines only with T, C with G). (b) : Schematic view of a DNA chip. The labeled free targets

hybridize to their complementary probes on the chip, if present.

phenomenon: when the chip is exposed to single-stranded DNA samples (targets), prelim-

inary labeled with a fluorescent marker, targets and probes match each other only if there

is a specific complementarity between the two sequences of those nucleotides (figure 1(b)).

After a chemical wash (in order to eliminate un-matched targets still in solution), with the

detection of the fluorescent signal of the hybridized targets, one can conclude on the presence

– or not – of particular sequences in the patient genotype.

During static hybridization (or cover-slip method), where no fluid flow is applied, only

molecular diffusion allows targets to move, and significant variations in the response of the

chip are commonly observed, even after overnight hybridization. Indeed, by considering the

diffusion coefficient of DNA in water (typically D = 10−9−10−10 m2/s) [9], for a square chip

of side ℓ = 1 cm, the typical diffusion time τℓ is about

τℓ ∼ ℓ2/D = 30 − 300 hours, (1)

which is absolutely incompatible with the wish to get reliable results in a reasonable time.

There is thus a need both to improve the reliability of the results, and speed up the process,

by making sure that a given target visits the whole surface of the chip in a reasonable

time [10], so that hybridization can eventually take place if its complementary target is

present. Since molecular diffusion, alone, is too slow, mixing can be achieved thanks to a

flow with chaotic advection properties. In order to limit the volume, the cavity in which

the chip is placed, called hybridization chamber, must have a height h as small as possible,
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which is exactly the configuration of Hele-Shaw cells. However, Hele-Shaw flows can, in a

first approximation, be considered as two-dimensional. In those conditions, the only way

to achieve chaotic advection is to make the flow non stationary; indeed, time-periodicity is

enough.

We previously proposed two time-periodic protocols of mixing, one using two pairs of

syringes, the other operating with pumps, and showed that they could exhibit chaotic tra-

jectories in a square geometry [11, 12]. Other chaotic protocols in a Hele-Shaw cell in a

view of DNA chip hybridization were proposed by two other teams: MC Quain et al. [13]

proposed a stirring protocol using pulsed pairs of syringe-driven source−sink systems in

a rectangular chamber and showed experimentally that hybridization was significantly im-

proved; then Stremler et al. [14, 15] carried out the 2D mathematical analysis of mixing

in their flow while the experimental analysis was done by Cola et al. [16]. Another work

of importance was done by Hertzsch et al. [17] who showed that flows generated by pulsed

source-sink pairs could be studied as linked twist maps; therefore they could relate the flow

to mathematically precise notions of chaotic mixing, and proposed a new design to generate

a well-mixed flow; they compared our protocol A, together with the protocol by Stremler et

al., with their new protocol and showed that their protocol, which has mathematical prop-

erties in favor of better mixing, was indeed best in a circular geometry (see also Sturman

et al. [18] for more details on the mathematical background).

The idea of this article is not to compare all the protocols of stirring proposed in the

literature for Hele-Shaw cells, but to test whether or not the shape of the chamber influences

the quality of mixing. To this end, we use our two previous protocols [11, 12], which

have been shown to exhibit very different mixing abilities. Fluid flow is created thanks to

four vertical pipes located near the corners, which inject or extract fluid, and therefore act

as sources or sinks. Indeed, those protocols can be considered as variants of the pulsed

source−sink chaotic mixer first proposed by Aref and Jones [19].

1. The first protocol (called protocol A in the following) relies on periodic injection of

fluid thanks to four reversible syringes : during one period T , four steps of same

duration occur (figure 2(a)).

2. The second protocol (protocol B) operates with two mono-directional pumps switched

alternately. For this protocol, only two steps of same duration occur during T (figure
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(a) (b)

FIG. 2: (a) : Alternating injection scheme for protocol A. Each quarter-period step of the protocol

involves two opposite syringes (the black ones in step 1 and 3, the grey ones in steps 2 and 4), the

two other ones being inactive. (b) : Same for protocol B. Each half-period step of the protocol

involves one of the pumps, the other being inactive. One pump always pushes the fluid in the same

direction, or else is inactive. Note : the DNA chip is symbolized by the central black square.

2(b)).

In all the following, like in our previous works [11, 12], the flow rate q and the height

h are chosen such that q/h = 40 mm2/s, and the hybridization chamber has an horizontal

section S = 2.25 cm2; its shape is whether a circle, or a square (like in our previous works

[11, 12], where the cavity had a side L = 15 mm), or a rectangle of lateral sides γL and L/γ,

where we took different values for γ > 1, so that the total surface is, in all cases, equal to S.
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II. NUMERICAL AND EXPERIMENTAL TOOLS

A. Numerical model

In order to understand and quantify mixing for each protocol in the different geome-

tries, we mainly used numerical simulations. We modeled the velocity field as purely two-

dimensional in a first approximation, using the depth-averaged horizontal velocity field,

which, in a Hele-Shaw flow, satisfies the Euler equation. Indeed, the aim of this work is to

test the influence of the shape of the domain, and for this purpose such a 2D model is much

more flexible than the calculation of the whole 3D-flow, for which a change of geometry

would require a new computational grid, together with heavy calculations. In our case the

flow between a source and a sink is calculated analytically in a circular geometry using

the Milne–Thomson theorem [20]. It is then very easy to obtain the flow in the squared

or rectangular geometry using a Schwarz-Christoffel transformation [20]. All the analytical

details of the 2D calculations are given in appendix A. The streamlines obtained with our

model for a source-sink flow are shown in figure 3 for different geometries of the chamber.

FIG. 3: Streamlines for a source-sink flow in the different geometries of the chamber.

The trajectories are calculated thereafter using a standard fourth order Runge-Kutta

integration. In our 2D-model, we imposed that a particle entering in a sink reenters the

domain on the same streamline. Like in the 3D-simulations, our calculations have been

performed without taking into account molecular diffusion. Therefore a fluid particle at a

given location at the end of an injection/extraction, which is swallowed inside a pipe during

the next phase is swallowed up at exactly the same location when the sink is turned again

into a sink. Note that long time integration of trajectories is also more easily available with
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the 2D-model than with a 3D flow on a computational grid, since the probalility that a

fluid particle ends on a boundary is very low in the former case: first the flow-field is known

analytically, and therefore satisfies exactly the incompressibility constraint, and second the

velocity, which is a solution of the Euler equation, is not zero on the boundaries.

B. Tools of chaos

Mixing efficiency is then analyzed with the usual tools of chaos: Poincaré sections and

Lyapunov exponents. In a time-periodic flow, the Poincaré section of a given trajectory is

obtained by plotting on the same graph all the positions of the initial point taken every

period. First of all those sections give visual informations on mixing efficiency by showing

chaotic areas (where mixing is very efficient) coexisting with regular islands (where mixing

can only occur by pure diffusion). A good mixing is obtained when the Poincaré section of

a given single trajectory covers the whole surface, in the most homogeneous way and the

smallest period possible.

Mixing can also be analyzed quantitatively using the Lyapunov exponent λ, expressed

in seconds−1, which measures the asymptotic exponential stretching between two nearby

trajectories (rate of separation): if a fluid particle is initially in a chaotic area, its Lyapunov

exponent is positive; else the separation between two nearby particles is at most algebraic

and the Lyapunov exponent is equal to zero. Thus, particles dispersion is all the more rapid

as the Lyapunov exponent is high.

In the squared and rectangular geometry, it was also possible to calculate the ”filling rate”

of the Poincaré section, i.e. the fraction of surface covered, so as to obtain a quantitative

rather than visual information. We could therefore investigate the use of the topological

or Kolmogorov entropy hK through the same estimation as Stremler and Cola [15], which

says that, under some conditions, hK can be calculated as the product of the area covered

by a single chaotic trajectory with the corresponding Lyapunov exponent [21]. Mixing is

supposed to be all the more efficient as the topological entropy is high. Since the total area

S is constant in all our calculations, we calculated the topological entropy as the fraction of

area covered, multiplied by the Lyapunov exponent, so that it is also expressed in seconds−1.
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C. Scaled-up experiment

Experimental investigations were performed with a 10:1 scaled-up model, using laser

induced rhodamine B fluorescence technique. The idea was not here to try to obtain quan-

titative results, but to validate our numerical results. All the details of the experimental

set-up are given in our previous papers [11, 12]. In addition to our previous work in the

squared geometry, we performed experiments in a rectangular chamber of aspect ratio 2:1

(γ =
√

2).

D. Validation of the 2D model

It is important first to validate the 2D model properly. Indeed, the model could be

thought of as far from reality: first of all, the Stokes flow can nowhere be considered as

purely horizontal inside the chamber, all the more as the active couple source/sink is ap-

proached (the vertical component of the flow inside the chamber is exponentially small with

the distance to the nearest active source or sink); identically, in the active pipes, the flow

is not purely vertical, the horizontal component of the velocity decaying exponentially with

the height in the pipes. Even though this effect is small, we could wonder however whether

our 2D regular regions, which are visible on the Poincaré section after integration of fluid

particle trajectories on very long time, would remain stable under such 3D perturbations.

Secondly, our 2D model uses the depth-averaged horizontal velocity field, whereas the hor-

izontal velocity profile is almost everywhere parabolic. This implies that a fluid particle

located at the middle moves faster than what we compute, while another one located for

example near the bottom can be much slower. Therefore, we could fear some important

discrepancies between our 2D results and our previous 3D calculations [11, 12].

Note also that, since a Poincaré section accumulates the positions of a fluid particle after

each period, and since a fluid particle can change depth, the 3D Poincaré section is a 3D

set of points, and a regular region is likely to be hidden by points located above and below

this region (corresponding to points with different velocities), which is not possible in the

2D case.

We begin our validations with the case tested in our previous papers: figure 4 shows

two Poincaré sections for protocol A in the squared geometry with period T = 4 s, together
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(a) (b) (c)

FIG. 4: Comparison between Poincaré sections with 3D velocity flow (a), 2D model velocity flow

(b) and scaled-up experiment after six periods (c) for protocol A and the same period T = 4 s in

the square geometry.

with the corresponding experiment. The first one (figure 4(a)) was obtained thanks to a

complete 3D calculation of the Stokes equation (see details in [11]), the second one (figure

4(b)) with our analytical two-dimensional model. We notice a clear matching between the

three figures: the chaotic area (area full of points) and large regular island (empty area or

area having ”elliptical trajectories”) have comparable shape, size, and location. The regular

islands located around the large one are very thin, and therefore can hardly be detected in

the 3D calculations, as explained before.

We check the validity furthermore with rather different topologies of Poincaré sections.

On figure 5 are compared 3D and 2D Poincaré sections, together for protocol A with a

smaller and a larger period (T = 1 s and T = 10 s), and for protocol B with a very small

period (T = 0.5 s) – the comparison for protocol B and large periods is of little interest,

since points are almost randomly spread in the whole domain. The 3D Poincaré sections

have been calculated for a single trajectory, while the 2D sections have been calculated with

points of different initial location.

Concerning protocol B (figures 5(e) and (f)), the matching is very good. For protocol A

T = 1 s (figures 5 (a) and (b)), the situation is also very similar: the peripheral region of

the domain, more dense, corresponds to a chaotic zone, while the region inside is a nearly

regular region (keep in mind that in the 2D case, some initial position of points have been

chosen on purpose inside the more central region, while in the 3D case a single point was

followed).

The large periods for protocol A are less intuitive: as an example, figures 5(c) and (d)
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(e) (f)

(c) (d)

(a) (b)

FIG. 5: Comparison between Poincaré sections with 3D velocity flow (left) and 2D model velocity

flow (right). Top (a and b): Protocol A, T = 2 s; middle (c and d): Protocol A, T = 10 s; bottom

(e and f): Protocol B, T = 0.5 s.

are the 3D and 2D Poincaré sections corresponding to protocol A, T = 10 s. Some very

large regular regions are present in the 2D case, that are not visible in the 3D case, which

corresponds to the first globally chaotic case found [11]. At first sight, the correspondence

may appear quite bad. However, a careful analysis shows that the 2D Poincaré section is

indeed informative in the present case.

Let us consider the large island which repeats identically at three occurrences in the

section (bottom, right and top, denoted by regions A, B and C on figure 15). A point in
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one of these islands is in fact a period-7 periodic point, and is swallowed down and up in the

different pipes eight times before it comes back to its initial position (see appendix B)! In

fact, in a Stokes flow, a fluid particle that is swallowed inside a pipe is not, as in our 2D model,

reinjected at exactly the same location, since the velocity-field inside the non active pipes

is not expected to be exactly zero: a large sequence of eddies forms, each exponentially

weaker than its predecessor as height grows [22, 23]. Moreover, as explained before, the

computed 3D velocity field does not satisfy exactly the incompressibility constraint. Since

the streamlines are very tight inside an active pipe, a change in a fluid particle location

during the “inactive” phase, even if very little, will lead the fluid particle to come back

nearly, but not exactly at the same location –we had already checked before that it was

indeed the case [12]–.

Now, on the 2D Poincaré sections corresponding to T = 8 s and T = 12 s —not shown

here—, that is, respectively a smaller and a larger period, we checked that this elliptic areas

do still exist, but at different locations (respectively closer and further to the center). The

location of this zone is not robust with the period. Therefore, in the 3D case, a fluid particle

in the period-7 elliptic area, which is swallowed at least once at each period, should leave

this area after a few periods. This explains why this zone is not visible in the 3D section.

The trapezoidal-shaped island on the left is, on the other hand, never swallowed in a pipe,

but moves in the domain with time (this is indeed the same regular region as the large island

seen on the sections for T = 4 s on figure 4(b) and at the middle of the section T = 2 s on

figure 5(b), which grows in size and is slightly displaced to the left with increasing period).

Therefore, we should expect a fluid particle trapped inside this region to remain there for

many periods before leaving; this is indeed the case, as can be seen on figure 5(c), where a

curve corresponding to the trapezoidal area is visible. It is also noticeable that both this

region and the central region are less visited than the rest of the domain (less points in

the section), in accordance with the corresponding regular regions in the 2D section (figure

5(d)). Therefore, even with large periods of the flow-field for protocol A, we recover special

features of the 2D section in the 3D calculations. Note that in a real experiment, because of

molecular diffusion, the mixing will be even more rapid than in the 3D calculations. That

is why mixing was achieved rapidly for protocol A T ≥ 10 s, in accordance with the 3D

calculations.

A similar comparison was done in the same situation as in figure 4 (protocol A, period
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(a) (b)

FIG. 6: Comparison between Poincaré sections with the 2D model (a) and scaled-up experiment

after six periods of the flow-field (b) for protocol A and the same period T = 4 s in the rectangular

geometry.

T = 4 s), but in the rectangular geometry, between our 2D calculations and the experiment.

The results are shown in figure 6: the dye has spread everywhere after only six periods of

the flow-field, although its concentration is still not completely homogeneous, which is again

in favor of good matching between our model and the real flow.

Since we present Lyapunov exponents as a quantitative tool, we could wonder whether

the hypothesis of a quasi 2D flow does not alter quantitatively this parameter. On figure 7

are presented with symbols the Lyapunov exponents obtained with our model flow versus

the period. As a view of comparison, we plotted with lines the results obtained with the full
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FIG. 7: Comparison of Lyapunov exponents from 2D and 3D calculations in the squared geometry.

(�) protocol A, 2D calculations, (�) protocol B, 2D calculations. The lines correspond to the

Lyapunov exponents obtained in our previous work with complete 3D calculations [12]: (. . . ),

protocol A;(—) protocol B.
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3D calculations in a squared chamber [12]; the dotted line corresponds to protocol A and

is to be compared with the empty squared symbols (2D flow), while the solid line (protocol

B) shall be compared with the full squared symbols: somewhat surprisingly, the comparison

shows almost perfect matching, except for very small periods, when the horizontal dispersion

by the flow is weak, so that 3D effects cannot be neglected anymore.

We therefore conclude that this 2D-velocity field model is adapted for a complete study

of the problem.
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III. RESULTS

A. Correspondence between parameters from different authors

It is clear that the efficiency of mixing does not depend on the value of the Reynolds

number inside the pipes and inside the chamber, as long as it remains small. Therefore,

for a given geometry and a given protocol, the important non dimensional parameter is the

dimensionless pulse volume α,

α =
qT

hS
, (2)

which represents the volume of fluid displaced during one period compared to the volume

of the chamber. Although α is defined for the 3D flow, one can easily switch from volumes

to surfaces by dividing by the – constant – height h of the chamber. Therefore, α can be

used identically as its 2D equivalent, the dimensionless pulse area, equal to the surface of

fluid displaced during one period compared to the surface of the chamber.

In a view of comparison with our previous works, we chose to present our results using

the dimensional period of the flow T instead of α. Note that those two parameters are

proportional, and are linked by the relation

α = 0.18 T (T in seconds) (3)

with our set of parameters. While Stremler and Cola used α, Hertzsch et al. used a

non dimensional period – denoted here T ∗ – defined as T ∗ = qT/2πa2, where the distance

between the source and the sink is equal to 2a; in their simulations, the radius of the circular

chamber is equal to R, chosen as R = 2a, which leads to the relation α = T ∗/2, or, using

our dimensional period T ,

T ∗ = 0.36 T (T in seconds). (4)

B. Poincaré sections and Lyapunov exponents

Poincaré sections are usually the most straightforwards tools for characterizing chaos,

because of the visual information they provide. In figures 8 and 9 are shown Poincaré

sections of protocols A and B respectively, for three periods, namely T = 1 s, T = 4 s and

T = 10 s. The circular, squared or rectangular domains have been plotted with the same
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

FIG. 8: Poincaré sections : comparison circular/squared/rectangular geometry of the chamber

with protocol A (syringes) for T = 1 s (above), T = 4 s (middle) and T = 10 s (below).

area so as to be able to compare them visually – in the case of the circle, although this is not

obvious, we indeed have S = πD2/4 = L2, with D the diameter of the circle, which implies

D/L =
√

4/π ≃ 1.13. As expected [12], we recover with our 2D-model that mixing is much

more efficient with protocol B compared to protocol A in the squared geometry; this result

can obviously be extended to different geometries of the chamber.



74 Étude du mélange par advetion haotique dans une hambre d'hybridation depue à ADN
16

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

FIG. 9: Poincaré sections : comparison circular/squared/rectangular geometry of the chamber

with protocol B (pumps) for T = 1 s (above), T = 4 s (middle) and T = 10 s (below).

A more surprising result is the influence of the geometry of the chamber: the fact is

not straightforward concerning protocol B, since mixing is quite good, even if not perfect

in the squared geometry (some little regular regions still persist, figures 9 (e) and (h), but

which are much too small to be seen in a 3D computation or an experiment). However,

mixing is as good in the rectangle as in the circle. The results are much more striking
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(a) (b) (c)

(d) (e)

FIG. 10: Comparison of different aspect ratii from squared to rectangular geometry, for protocol

A, T = 4 s: (a), square; (b), rectangle 3:2; (c), rectangle 2:1; (d), rectangle 3:1; (e), rectangle 4:1.

concerning protocol A, since mixing is not very good, neither in the circle nor in the square:

the very robust regular region for protocol A, T = 4 s, seen in the 2D or 3D calculations

(figures 8(e) and 4(a)) and in the experiment (figure 4(c)) of the squared geometry, also

present in the circular geometry (figure 8 (d)), has totally disappeared in the rectangular

geometry, both in the 2D calculations and in the experiment (figures 8(f) and 6(b)). For

the larger period T = 10 s (also protocol A), the very large islands seen in the circle and the

square (figures 8(g) and (h)) have a much more limited extent in the rectangular geometry.

In fact, we performed many 2D calculations, but we could hardly find cases with regular

regions (except for large periods of protocol A, where a fluid particle at the center is always

swallowed into a sink after a source/sink phase, and always comes back to its initial position

when swallowed up) – although we will show two particular cases (one for each protocol)

where some small islands are indeed still present.

We wanted to know whether the fact that mixing was best in the rectangular geometry

was robust with respect to the aspect ratio of the rectangle, or else if we had just been

lucky with the rectangle having a 2:1 aspect ratio: on figure 10 are shown different Poincaré

sections, for the same case protocol A, T = 4 s, from the square geometry to rectangles

with aspect ratii ranging from 3:2 to 4:1. In all rectangular Poincaré sections, the regular

island is not present (although all of them present the same star-shaped region where the

repartition of points is not completely homogeneous), as if the topology of chaos did depend
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(a) (b)

(c) (d)

FIG. 11: Poincaré sections : comparison 2:1 / 3:1 rectangular chamber for protocol A with T = 8 s

( (a) and (b) ), protocol B with T = 14 s ( (c) and (d) ). We chose in purpose cases where small

regular regions did exist.

much on the geometry (circular, squared or rectangular) but almost not on the aspect ratio

of the rectangle. A similar conclusion can be drawn when looking on figure 11, where the

small regular islands seen both for protocol A with T = 8 s or protocol B with T = 10 s are

topologically similar in the 2:1 and 3:1 rectangles.

We could calculate the Lyapunov exponent for both protocols and each geometry (circle,

square, rectangle 2:1). The results are shown on figure 12, where the black symbols represent

protocol B, while the empty symbols are for protocol A: surprisingly, although the Lyapunov

exponent depends much on the protocol, it seems not to depend much on the geometry —it

might be slightly above in the rectangular case for T < 8 s, but is also slightly below for

T > 8 s, although the Poincaré sections always show a much better chaos—. Moreover, the

maximum of the Lyapunov exponent (the smallest period tested T ≃ 0.25 s for protocol B,

and T ≃ 0.5 s for protocol A) is not representative of a good mixing: the stirring is important,

but in a restricted chaotic domain. We can conclude that the Lyapunov exponent is quite

robust with respect to the protocol (in accordance also with figure 7, where the values of

the Lyapunov exponents obtained from either 2D or 3D calculations are very close to each

other); however, as it is well known, the value of the Lyapunov exponent does not provide

by itself a relevant quantity to decide between different geometries.



2.2 Artile : Chaoti mixing e�ieny in di�erent geometries of Hele-Shaw ellsused as DNA hybridization hambers. 77
19

 0

 0.05

 0.1

 0.15

 0.2

 0.25

 0.3

 0  2  4  6  8  10  12  14  16

λ (s−1)

T (s)

FIG. 12: Lyapunov exponent λ. Full symbols: protocol B; empty symbols: protocol A. Squared

symbols: squared geometry; circles: circular geometry; triangles: rectangular geometry. Therefore:

(▽) rectangle + protocol A, (H) rectangle + protocol B, (�) square + protocol A, (�) square +

protocol B, (◦) circle + protocol A, (•) circle + protocol B.

C. Topological entropy

As mentioned at the end of the previous section, there is a need to find a different

quantitative parameter which could help decide on whether the rectangular geometry indeed

leads to more efficient mixing than squared or circular shapes. Recently, Stremler and Cola

[15] used the topological entropy [21] as a quantitative tool to measure chaos. This quantity

is rather difficult to calculate, but the authors used the property that says that in the ergodic

case – that is when a fluid particle wanders in the whole domain in a sufficiently erratic way,

so that the chaotic regions of the Poincaré section are quite homogeneous –, the topological

entropy is equal to the fraction of surface covered by a single trajectory, multiplied by the

corresponding Lyapunov exponent [21].

Calculating the fraction of covered area is not as straightforward and easy as it may

appear at first sight, so we presently let apart the case of the circular geometry, which led to

additional difficulties, and focused on the squared or rectangular case. As seen before, the
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Lyapunov exponent depends poorly on the geometry of the chamber, so that the topological

entropies for different geometries should follow more or less the behavior of the filling rate

of the sections. However, for very small periods the value of the filling rate is low, even

for protocol B, while for the same protocol the Lyapunov exponent is a decreasing function

of the period (figure 12); therefore we could wonder whether the product of the filling

rate by the Lyapunov exponent would present a maximum that could be interpreted as

an indicator of the optimum of the mixing period. However, if we consider the case of two

Poincaré sections, the first one with global chaos, the second half filled, but with a Lyapunov

exponent twice as large in the first one: both have the same topological entropy, but in the

mixing point of view, the first one is undoubtedly more interesting! Therefore the use of the

topological entropy should be restricted to cases with Poincaré sections of rather equivalent

filling rate. Note also that the filling of the chaotic area of the Poincaré section is not really

homogeneous for small periods, and therefore it is not clear whether the definition of the

topological entropy as the product of filling rate by Lyapunov exponent still has a sense in

that cases (what is the filling rate of an ensemble of points that have quasi-regular patterns

such as the ones visible on figure 8(a-c) for instance?).

On figure 13(a) is shown the filling rate of the Poincaré section as a function of the period,

for both protocols in the square and rectangle 2:1, calculated using a single fluid particle

followed for at least 10.000 periods. In accordance with the aspect of the Poincaré section,

the filling rate is nearly always higher in the rectangular geometry. When multiplied by the

Lyapunov exponent, the topological entropy is obtained, as shown in figure 13(b): concerning

protocol B, no maximum was found, neither in the square nor in the rectangle; as for the

Lyapunov exponent, the quantity is decreasing with time, greater for the rectangle than for

the square for T < 8 s, and lower thereafter. It is clear though that the smallest periods are

not those associated with the best chaos, as seen on figures 9(a), (b) and (c) for protocol B,

T = 1 s. In the case of protocol A however, a maximum exists for the topological entropy,

located at T ≃ 2 s for the square (which corresponding Poincaré section can be seen on figure

5(b)), and T ≃ 4 s for the rectangle (figure 8(f)). This may indeed correspond to an optimal

period for mixing in the rectangle, but inspection of figure 5(b) clearly reveals that this is not

true in the case of the square. Also, the comparison between the square and the rectangle

shows only a slight difference between both, although the filling rate proves that chaos is

much more extended in the rectangle for this protocol. Therefore, the use of the topological
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FIG. 13: (a) : Filling rate µ and (b) : Topological entropy hK = µ×λ (in seconds−1) as a function

of the period of the flow T (in seconds). Full symbols: protocol B; empty symbols: protocol A.

Squared symbols: squared geometry; triangles: rectangular geometry. Therefore: (▽) rectangle +

protocol A, (H) rectangle + protocol B, (�) square + protocol A, (�) square + protocol B.

entropy, calculated as the product of filling rate of the Poincaré section multiplied by the

Lyapunov exponent, even if giving some interesting quantitative information, is not totally

convincing. . . .

D. Discussion

The protocols have approximately the same symmetries for the different geometries: in the

case of protocol A the equations of the trajectories in the 2D or 3D flow are invariant under
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the change of variables t −→ −t, x −→ x, y −→ −y, z −→ z. This implies that the Poincaré

sections Pt=0, corresponding to the accumulated periodic positions of particles, starting at

t = 0, are invariant under reflection in the plane y = 0. In the square, a translation in time

t −→ t + T/4 leaves the flow unchanged after rotation of angle −π/4, and the Poincaré

section Pt=T/4 is obtained from the Poincaré section Pt=0 by a rotation of angle −π/4; this

is of course not true anymore in the rectangle, but if now we consider the translation in

time t −→ t + T/2, two consecutive rotations of angle −π/4 are equivalent to a rotation

of angle π, which is also a point symmetry. One can check that this last symmetry is also

present in the rectangular geometry. In the case of protocol B, one can check similarly that

the invariance of particle trajectories under t −→ −t, x −→ −x, y −→ y, z −→ z implies

that the Poincaré sections Pt=0 are invariant with respect to reflection in the plane x = 0.

The translation in time t −→ t + T/2 leaves the flow unchanged after reflexion in the plane

y = 0, which implies that the Poincaré section Pt=T/2 is, in all the geometries studied here,

obtained from the Poincaré section Pt=0 by reflection in y. Therefore, the improvement of

results seen in the Poincaré sections in the rectangle does not result from a breaking of

symmetry in the combined effect of protocol and new geometry.

Recently, Hertzsch et al. showed that flows generated by source-sink pairs could be

studied as “Linked Twist Map” (LTM) [17]. They proposed a simplified kinematic model,

using unidirectional flows of the type vx = f(y), vy = 0, crossed periodically with their

orthogonal homologous, vx = 0, vy = f(x). They show and explain that optimal chaos is

found when f is monotonic (velocity field of the shear type). The central idea of their article

was to construct crossed periodic flows having properties as close as possible to those of the

ideal model, i.e., (I) crossing of streamlines as orthogonal as possible, and (II) velocity field

as close to monotonous as possible. To this end they proposed to break the symmetry of the

twist functions by positioning the source-sink pairs away from an axis of symmetry of the

domain (a circle in their case, for which the axis of symmetry is a diameter); this had the

effect of reducing the non-monotonicity of the velocity profile. Note that, like in the present

study, this symmetry breaking in the velocity profile did not result in a change of symmetry

in the Poincaré sections (an axial symmetry remained, as for the other protocols studied in

their paper, one of which was our protocol A). We tried to test properties (I) and (II) on

our different geometries.

On figure 14 are shown superimposed streamlines for the two source-sink pairs for the
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(a) (b)

(c) (d)

FIG. 14: Superpositions of streamlines created independently by the two source-sink pairs.

different geometries. In all cases the streamlines are close to tangential near the boundaries.

In the central region however, the greatest transversality is found in the circular and squared

geometry, where streamlines are close to orthogonality. Therefore, we should expect those

two geometries to mix better than the rectangles. In the case of the rectangle 3:1 (figure

14(d)), the situation is even worse, since the streamlines in the central region are nearly

tangential. In their article, Hertzsch et al. had found such a case (which they called protocol

3b), where their kinematic model with streamlines perpendicular everywhere gave results

not as good as the corresponding source-sink model. In our case like in theirs, loss of

transversality works in favor of mixing, rather than against it.

We therefore tried to find out whether the flow-field in the rectangular geometry was

more monotonous than in the square or the circle. It is quite difficult to compare velocity

profiles since the flow is not unidirectional, but we can compare the time needed to go from

the source to the sink on each streamline instead. To this end, let us come back to figure 3

where streamlines of a source-sink pair are shown for the different geometries: for a given

phase with a source-sink pair, let us consider the segment joining the two other corners, that

we will chose as our axis of reference. We graduate it from −c to +c, where c is the distance

from the center to one corner (c = D/2 for the circle, and c =
√

a2 + b2/2 for the square and
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rectangles, a and b being the size of the corresponding sides). Note that in the rectangle,

after the Schwarz-Christoffel transformation, the source-sink pair is, as for the square, still

aligned with the corresponding corners. Let us denote by τ(w) the time needed to join a

sink starting from the source (−c ≤ w ≤ c). In the circle and the square, the streamlines are

symmetric with respect to any line joining a source and a sink; therefore τ(w) is a symmetric

function, and is absolutely not monotonic. In the off diameter source-sink model proposed

by Hertzsch et al. in a circle [17], τ(w) was dissymetric, and much closer to a monotonic

function. In the rectangle however, although the two symmetries with respect to the lines

joining a source-sink pairs do not hold, the streamlines are clearly symmetric with respect to

the center. This implies that τ(w) is, as for the circle or the square, a symmetric function,

therefore not monotonic either...

We conclude that the only reason for the improvement of mixing in the rectangular

geometry is the loss of symmetry of the streamlines themselves. The line joining the source

and the sink is no more a streamline of the corresponding flow. Instead, the streamline that

goes through the center point wanders from one side of this line to the other, all the more

as the rectangle has a large aspect ratio. This last point could explain also why, although

superimposed streamlines are even more tangential when the aspect ratio of the rectangle

is increased, mixing remains good, and the Poincaré section mostly unchanged.
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IV. SUMMARY AND CONCLUSION

In this article we compared different geometries of Hele-Shaw cells, in order to improve

chaotic mixing in DNA chips hybridization chambers. To this end we used two different

mixing protocols that relied on chaotic advection. We first introduced our 2D model, using

the depth-average velocity field, which in a Hele-Shaw flow is solution of the Euler equation.

Therefore it could be calculated analytically for a source-sink flow, first in a circle, and

in a square or rectangle thereafter with a Schwarz-Christoffel transformation. The model

was validated using various Poincaré sections in a square, that qualitatively matched our

previous 3D calculations. As a more quantitative tool, 2D and 3D Lyapunov exponents were

also compared, with good agreement. We thus could show that mixing in the rectangular

geometry was nearly always best (better filling of the Poincaré sections, usually higher

Lyapunov exponents, higher topological entropy), whatever the protocol used. The result

did not depend much on the aspect ratio of the rectangle.

We tried to find out whether the improvement in mixing in the rectangle could be relied

to loss of symmetry in the protocols compared to squared or circular geometry, with no

success. Then we searched for properties proposed by Hertzsch et al. in order to approach

more ergodic systems, namely increase in transversality of superimposed streamlines, and

monotonicity of the velocity profile, but this study revealed that the profile was no more

monotonic in the rectangle than in the square or the circle, and that, on the contrary,

the streamlines were even less perpendicular. We then concluded that the only reason for

this improvement was the loss of symmetry in the streamlines for a source-sink flow in the

rectangular geometry: whereas in the square or the circle they present two axes of symmetry,

in the rectangle only a point symmetry remains. More specifically, the line joining the source

and the sink is no more a streamline in the rectangle.

This improvement in mixing in the rectangular geometry is all the more important in

practice as most DNA chips are manufactured on microscope lids, which are of rectangular

shape.
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APPENDIX A: VELOCITY FIELD

In order to obtain the flow in the squared or rectangular domain, the velocity field is

first easily calculated in a circular chamber using the Milne-Thomson theorem. Let vx(x, y)

and vy(x, y) the components of the velocity-field at point (x, y). The complex velocity-field

wc(z) is

wc(z) = vx(x, y) − i vy(x, y) (A1)

where i is the natural base of complex numbers, defined as i2 = −1, and z = x + i y. In a

circular cavity of radius R, the flow of rate q created by one pair source/sink in opposition

at length βR from the center of the cavity is:

wc(z) =
q

2π

(

1

z + βR
−

1

z − βR
+

1

z + R/β
−

1

z − R/β

)

(A2)

Then a Schwarz-Christoffel function g, adapted to the transformation of a circle into a square

or rectangle, is calculated [20, 24]: let k and λ be solutions of equation:

K(k)

a
=

K(
√

1 − k2)

b
=

λ

2
, (A3)

where K is a Jacobi function[25] and a and b the lengths of sides of the squared (or rectan-

gular) cavity. Then g is defined as:

g(z) =
sn(λz/2, k) dn(λz/2, k)

cn(λz/2, k)
, (A4)

where sn, cn and dn are elliptical functions [25].

Finally, the velocity field wr(z) inside a square (or rectangular) shape is defined as:

wr(z) = wc

(

g(z)
)

×
dg

dz
. (A5)

APPENDIX B: STUDY OF THE PERIOD-7 PERIODIC POINT IN FIGURE 5(d)

We describe here briefly how the regular region that wanders in the whole squared domain

in figure 5(d) returns to its initial position after 7 periods, while only three identical regions

are seen on the Poincaré section. Consider figure 15: protocol A consists in four phases per

period; during the first one, denoted by phase 1 (resp. 2, 3 and 4), the active couple is I

and its opposite hole, the sink being I (resp. II, III and IV ). For this set of parameter,
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FIG. 15: Sketch of the velocity field for the Poincaré section corresponding to protocol A, T = 10 s

in the square: during phase 1 (respectively 2, 3 or 4), the sink is I (respectively II, III or IV ),

the source is at the opposite corner.

a fluid particle located at A (respectively D) is mapped into B (respectively C) during this

phase, and a fluid particle located at B or C is swallowed down into pipe I. We remind that

a fluid particle is swallowed up at exactly the same location as where it was before being

swallowed down. We can therefore follow a fluid particle initially at position A, knowing

that each period is composed of the four phases 1, 2, 3 and 4.

1st period: A −→ B −→ II −→ II −→ B.

2nd period: B −→ I −→ I −→ B −→ C.

3rd period: C −→ I −→ I −→ C −→ IV .

4th period: IV −→ IV −→ C −→ D −→ IV .

5th period: IV −→ IV −→ D −→ III −→ III.

6th period: III −→ D −→ A −→ III −→ III.

7th period: III −→ A −→ II −→ II −→ A.

Therefore, there are indeed seven identical regular regions in the Poincaré section, three of

which are visible in the section, two inside pipe IV, two others inside pipe III.
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88 Étude du mélange par advetion haotique dans une hambre d'hybridation depue à ADN2.3 Présentation du RosamixEn aord ave nos résultats numériques et expérimentaux, la soiété Rosateh a onstruit undispositif de mélangeur miro�uidique automatique appelé Rosamix, dont une photo se trouvesur la �gure 2.5 et dont le prinipe de fontionnement est montré sur la �gure 2.6.La hambre est de forme retangulaire : elle est formée d'un ouverle ave un joint quis'appuye sur la pue diretement fabriquée sur une lame de mirosope. Ce dispositif utilise leprinipe de l'advetion haotique, mais ave un protoole de mélange qui di�ère très légèrementdu protoole B disuté dans ette partie (pour des raisons tehniques) : les deux pompes ontété remplaées par une pompe unique assoiée à des valves miro�uidiques. Ainsi, le mode deréinjetion des ibles dans la hambre est très légèrement modi�é. En revanhe, le hamp desvitesses dans la hambre (lignes de ourant roisées tous les T/2) est totalement identique à eluidu protoole B.Les avantages d'un tel dispositif par rapport à une hybridation statique sont que :� elui-i est entièrement automatisé (remplissage, hybridation, lavage),� une étape de lavages post-hybridation est inluse,� une étape de déontamination est intégrée,� le système est régulé en température,� la hambre d'hybridation fait 50 µL.Les inonvénients sont les suivants (en ours d'optimisation) :� e système n'est pas intégré sur un laboratoire sur pue,� le volume total (tuyaux inlus) fait 500 µL !À long terme, il serait utile d'intégrer e "gros" système sur un laboratoire sur pue pourque l'ensemble du proessus d'hybridation et elui d'analyse puissent ohabiter sur un mêmeappareil.Nous verrons dans le hapitre suivant un résultat d'hybridation issu de e dispositif. Rosamixs'appelle maintenant TrayMix (soiété BioTray basée à Lyon).Résumé du hapitre :Pour que les pues à ADN fournissent le signal le plus �able et le plus rapide possible, ilest néessaire de réer un éoulement a�n que les ibles libres à tester puissent visiter toutesles sondes en temps raisonnable. Dans l'optique de limiter au maximum le volume de solutiontest à analyser, la pue est plaée dans une hambre de faible hauteur (appelée ellule de typeHele-Shaw) ; l'éoulement y est alors laminaire et quasi-bidimensionnel. Dans es onditions, lameilleure façon de mélanger onsiste à réer un éoulement dépendant du temps : nous avonsalors imaginé et étudié deux protooles de mélange périodiques en temps .Le protoole A utilise le prinipe d'injetion alternée de �uide grâe à des seringues : pendanthaque période (période T ), quatre phases d'injetion (durée T/4) se suèdent et le �uide extraitpar une seringue est réinjeté par la même seringue deux phases plus tard. Le protoole B (2phases par période) utilise quant à lui des pompes pouvant réinjeter le �uide extrait dans leoin opposé de la hambre.
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Fig. 2.5 � Photo du Rosamix (photo originale de Rosateh SA)Pour onnaître l'e�aité du mélange, il a d'abord fallu simuler les trajetoires des partiules�uides. Cei a été rendu possible grâe au alul analytique du hamp de vitesse : pour le trouver,il a fallu d'abord aluler (failement) elui opérant dans une avité irulaire grâe à approhepotentielle du problème puis, grâe à une transformation de Shwarz-Christo�el, nous avonspu déduire l'éoulement ayant lieu dans une hambre arrée ou retangulaire (ave di�érentsrapports d'aspet).L'étude paramétrique du mélange grâe aux setions de Poinaré, aux exposants de Lyapunovet à l'entropie de Kolmogorov-Sinai a montré que le protoole B assoié à la géométrie d'unehambre retangulaire apportait un exellent mélange tant du point de vue homogénéité sur toutela surfae de la pue, que du point de vue rapidité de mélange (e�etué en quelques dizaines deseondes seulement). D'autre part, un tel protoole est beauoup plus robuste puisque la qualitéde e mélange dépend assez peu de la période T hoisie. Ces onstatations ont pu être véri�éesdans une expériene à l'éhelle 10 :1, ave un très bon aord.
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Fig. 2.6 � Prinipe du Rosamix (shéma original de Rosateh SA).



Chapitre 3Modèle de réation himique ouplé aumélange dans une hambre d'advetionhaotiqueIntrodutionSi l'on s'est tellement foalisé sur l'e�aité du mélange dans le hapitre préédent, 'est pareque l'on souhaite trouver le mélangeur idéal, tel que haune des ibles de monobrin d'ADNlibre disposée en son sein puisse visiter et tester, via l'advetion haotique, haque plot de sondesdisponibles sur la surfae d'une pue à ADN. Cependant, le transport de es moléules librespeut s'arrêter s'il y a ompatibilité entre la moléule libre et la moléule du substrat. Il y a alorsréation himique sur le substrat et la ible n'est plus libre (hybridation).Il est très di�ile de modéliser la réation d'hybridation sur support dans les moindres dé-tails ar le nombre d'interations est très important : sondes/ibles, ibles/ibles, sondes/support,ibles/support et... L'hybridation sur pue est en fait le résultat de plusieurs méanismes si-multanés di�ilement dissoiables, ertains étant prépondérants par rapport à d'autres (�gure3.1).PSfrag replaements interationsentre ibles
hybridationhybridationdéshybridation adsorption désorptiondi�usion 2D

ibles libres sondes
plot xy

zsubstrat en verre ou silioneFig. 3.1 � Les interations moléulaires dans le adre des pues à ADN



92 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiquePlusieurs modèles de réation d'hybridation sont présents dans la littérature ; ils vont du plussimple au plus ompliqué. Les modèles numériques les plus omplets, utilisés par Erikson et al.[60℄ puis Chan et al.[61℄, tiennent ompte de plusieurs de es phénomènes : réation d'hybridationdirete entre une sonde et une ible présente dans le volume, ou réation d'adsorption non spé-i�que d'une ible sur la surfae de la pue suivie ou non d'une réation d'hybridation spéi�queentre une sonde et une ible di�usant à la surfae de la pue (voir �gure 3.1). Erikson montrenotamment que l'hybridation direte est beauoup plus rapide que la réation d'adsorption nonspéi�que en surfae mais qu'à l'inverse, la réation {adsorption + hybridation} a une r�le pré-pondérant par rapport à l'hybridation direte [60℄. Au regard de es résultats, d'autres auteurs,omme Gadgil et al. [62℄, s'a�ranhissent du phénomène d'adsorption pour se onentrer sur ladi�usion des ibles qui limite grandement la inétique.Expérimentalement les auteurs onsidèrent que, du point de vue marosopique ('est à direà l'éhelle de l'expérimentateur), une ible s'hybride ave une sonde (quel que soit le proessusmirosopique réel) donnant un omplexe, qui lui même peut aussi se déshybrider. Cette réationinverse est toutefois moins faile, puisque l'étape d'hybridation mirosopique est irréversibledans les faits, mais e modèle a le mérite de tenir ompte de la désorption des ibles simplementadsorbées sur la surfae de la pue. Les auteurs érivent don :
S + C

ka
⇋
kd

SC (3.1)où S représente une sonde immobilisée, C une ible libre et SC le omplexe hybridé, ave
ka >> kd. Ce modèle simple est adapté d'un modèle d'adsorption de gaz sur une surfae appelémodèle de Langmuir. C'est pourquoi l'utilisation de e terme est parfois maladroite (par exempledans [63℄) où le terme d'adsorption (indie "a") désigne le sens ⇀ et le terme désorption (indie"d") désigne le sens ↽ .Dans la littérature, la vitesse de ette réation est généralement dé�nie par le taux de dispa-rition de l'un des réatifs (ibles libres ou de sondes non hybridées), ou par le taux de réationdu produit (les paires hybridées ii). Dans l'hypothèse d'une inétique d'ordre 1 (largement vé-ri�ée dans la littérature), les auteurs érivent souvent trop rapidement, en se basant sur le asde réations se déroulant en volume et en supposant que les onentrations soient spatialementhomogènes :

−d[C]

dt
= −d[S]

dt
=

d[SC]

dt
= ka[S][C] − kd[SC] (3.2)où ka et kd sont respetivement les onstantes de vitesse de la réation d'hybridation et dedéshybridation, et [.] indique les onentrations molaires volumiques des substanes.Or es auteurs semblent oublier la véritable spéi�ité du proessus d'hybridation sur lespues à ADN, à savoir que la réation himique entre une sonde et une ible libre du volume alieu en surfae de la pue. Ainsi, en supposant qu'à l'instant initial la répartition des ibles libressoit homogène dans tout le volume, il va y avoir, à mesure de l'avanement, un appauvrissementdes ibles prohes de la surfae (autour des sondes). De e fait, un gradient de onentrationva apparaître, et un �ux di�usif de ibles va se mettre en plae entre le volume de la hambred'hybridation et la pue. C'est e �ux di�usif dont les auteurs, pour la plupart, ne semblent pasavoir tenu ompte dans les équations.Pour bien omprendre les phénomènes qui interviennent dans le réateur, il est don néessaire



93de bien dissoier les phénomènes qui ont lieu en surfae de eux du reste de la hambre. Nousallons don dé�nir deux nouvelles notations pour les onentrations : [.]lo sera la onentrationloale, et [.]moy sera la onentration moyenne sur tout le volume. Lorsque seule la di�usiontransportera les ibles vers la surfae (hybridation statique), on aura toujours, pour une espèedonnée, [.]moy 6= [.]lo (sauf si la réation himique est moins rapide que le temps aratéristiquede transport par di�usion). Dans e as, l'équation 3.2 est fausse que l'on utilise la notation
[.]lo (puisqu'elle ne tient pas ompte du terme de di�usion) ou que l'on utilise la notation [.]moy(puisqu'elle dérit une variation des onstituants dans le volume alors que la réation a lieu ensurfae).Ce onstat hange dès lors qu'un brassage e�ae intervient dans la hambre : dans e as,on peut supposer que l'e�aité du mélangeur permette de rendre homogène à haque instantles onentrations des espèes libres dans le volume. L'équation 3.2 devient alors valable puisque
[.]moy = [.]lo (la variation des onstituants qui a lieu dans le volume re�ète bien la variation quia lieu en surfae de la pue). L'équation régissant l'évolution des espèes s'érit don bien, sousouvert d'un proessus de mélange e�ae (tel que l'advetion haotique)1 :

−d[C]moyadv
dt

= −d[S]adv
dt

=
d[SC]adv

dt
= ka[S]adv[C]moyadv − kd[SC]adv (3.3)Dans e adre, en supposant que toutes les sondes soient non appariées à l'instant initial dela réation, la onservation des ibles impose :

[C]moyadv 0 = [C]moyadv (t) + [SC]adv(t) (3.4)où [.]0 est la onentration de l'espèe à l'instant t = 0. Il vient don :
−d[C]moyadv

dt
= ka[S]adv[C]moyadv − kd([C]moyadv 0 − [C]moyadv ) (3.5)Si les sondes sont très majoritaires devant le nombre de ibles libres, [S]adv ≈ [S]adv0, don :

−d[C]moyadv
dt

= (ka[S]adv0 + kd)[C]moyadv − kd[C]moyadv 0 (3.6)qui a pour solution une exponentielle déroissante :
[C]moyadv =

(

[C]moyadv 0 − [C]moyadv équilibre) e
− t

τk + [C]moyadv équilibre (3.7)
1

τk
= ka[S]adv0 + kd (3.8)

[C]moyadv équilibre =
kd [C]moyadv 0

ka[S]adv0 + kd
(3.9)1Dans le as général, les équations loales véri�ent (par exemple sur les ibles mobiles) :

−
D[C]lo

Dt
= ka[S]lo[C]lo − kd[SC]lo
| {z }réation himique −D∆[C]lo

| {z }di�usionoù D[.]/Dt représente la dérivée partiulaire.



94 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueComme expérimentalement ka[S]0 >> kd (on trouve souvent dans la littérature ka ∼ 106 mol−1.L.s−1et kd ∼ 10−11 s−1 pour [S]0 ∼ 10−3mol.L−1), alors [C]moyadv équilibre ≈ 0. La disparition des ibleslibres, sous l'hypothèse d'un exès initial de sondes par rapport aux ibles et d'une répartitionhomogène des réatifs à haque instant grâe à un système de mélange, est don exponentielleave un temps de déroissane aratéristique τk donné par l'équation 3.8. C'est à partir de τkque l'on aède généralement aux valeurs de ka et kd.Dans e hapitre, nous allons étudier numériquement la rapidité himique d'hybridation grâeà un modèle simple de apture lors de la phase d'hybridation : nous essaierons de retrouver ladéroissane exponentielle dans le as du mélange par advetion haotique et nous ompareronsle gain en temps obtenu par rapport au as d'hybridation statique (di�usion pure).Pour bien omprendre le modèle de apture des ibles mobiles par les sondes que nous allonsmettre en plae, il faut bien omprendre les types d'interations qui interviennent entre lesmoléules, et dérire plus spéi�quement elles qui interviennent entre deux brins d'ADN (nature,portée). C'est e que nous allons détailler dans le paragraphe suivant2.3.1 Les interations moléulaires.Souvent en himie, il peut y avoir une réation himique entre deux moléules soit pare queelles-i entrent en ollision (ette ollision est alors responsable de la modi�ation de la struturehimique des moléules à ondition que les énergies mises en jeu soient ompatibles), soit parequ'il existe des interations attratives entre elles qui, en dessous d'une ertaine distane, permetla formation d'une nouvelle moléule. Dans les deux as, il y a formation d'une liaison himique(plus ou moins forte). Il existe plusieurs types de liaisons en himie [8℄ :� Les liaisons ovalentes : e sont des liaisons fortes entre les atomes d'une moléule et quiassurent la ohésion des métaux et des isolants. Dans le as des moléules, on parle deliaisons intramoléulaires. Il est di�ile de les rompre himiquement (énergie de liaison del'ordre de plusieurs entaines de kilojoules par moles). Leur existene s'explique à partirde la théorie des orbitales atomiques par la mise en ommun de paires d'életrons entreles atomes. Ce sont les liaisons qui sont exlusivement responsables de la formations demoléules et des métaux. L'énergie de es liaisons est de l'ordre de 200 à 800 kJ.mol−1.� Les liaisons intermoléulaires : tous les orps existent à l'état liquide, à l'état solide ousous forme d'états plus ou moins ondensés à plus ou moins basse température. Des foressont don néessaires pour maintenir la ohésion des moléules onstituant es milieux nongazeux. Pour les métaux et les isolants, e sont des liaisons de type ovalentes qui assurentette ohésion et, ompte tenu de la fore de es liaisons, tous es orps ont des pointsde fusion et d'ébullition élevés. En e qui onerne les autres moléules, qui ont hauneleur individualité propre, elles n'ont auune possibilité d'assurer des liaisons ovalentesentre elles. Elles devraient don se trouver à l'état gazeux, e qui n'est évidemment pasle as. Pour expliquer la ohésion de es moléules dans leurs états ondensés, il fautfaire intervenir d'autres types de liaisons plus faibles que les liaisons ovalentes puisque lestempératures de hangement d'état sont plus basses. On parle de liaisons intermoléulaires.Nous allons dans la suite dérire plus spéi�quement les types de liaison intermoléulaires.2Le leteur pressé peut se rendre diretement au paragraphe traitant des liaisons hydrogènes, page 97.



3.1 Les interations moléulaires. 953.1.1 Brève revue des liaisons intermoléulairesLes interations életrostatiques simples (fores oulombiennes)Interation entre ions [7℄[64℄ L'énergie d'interation entre deux ions de harge z1e et z2esituée à une distane r est :
Uint(r) =

z1z2e
2

4πǫ0r
(3.10)où z est la valene ionique, e = 1.602×10−19 C est la harge élémentaire, ǫ0 = 8.854×10−12 F.m−1est la permittivité du vide.C'est une fore intense et à longue portée.Interation ion/dip�le [7℄[64℄ En prenant en ompte la harge des noyaux et les densitéséletroniques, on peut simpli�er les propriétés des moléules en les ramenant à des hargespontuelles. À longue distane, une moléule apparaîtra sous forme d'une harge pontuelle,égale à la somme algébrique des harges, et plaée au baryentre de elles-i. Si nous étudionsdes interations à plus ourte distane, l'assimilation du omportement életrique d'une moléuleà une harge moyenne n'est plus su�sante, il faut ompléter le modèle par l'introdution dumoment dipolaire obtenu en prenant le baryentre des harges positives et elui des hargesnégatives. La moléule est alors assimilée à deux harges +q et −q situées à une distane d, etqui onstituent un dip�le életrique.Lorsqu'un ion de harge ze est en présene d'une moléule dipolaire, il y a attration de laharge opposée du dip�le et répulsion de la harge de même signe, e qui provoque une orientationdu dip�le et une attration de elui-i par la harge. En phase liquide ou gazeuse, la mobilité desmoléules due aux hos onduit à faire la moyenne de l'énergie d'interation. On obtient alors :

Ucd(r) =
−z2e2µ2

6(4πǫ0)2kBTr4
(3.11)où µ est le moment dipolaire életrique, r la distane entre le entre du dip�le et l'ion, kB est laonstante de Boltzmann et T la température absolue.Interation dip�le/dip�le [7℄[64℄ Certaines moléules possèdent des dip�les életriques per-manents (l'eau, H2O). Quand es moléules sont prohes l'une de l'autres, les harges positivesdes dip�les életriques vont attirer les harges négatives, et les harges de même signe vont serepousser. Comme les moléules sont mobiles en phase liquide ou gazeuse, elles vont s'orienterde façon à aquérir l'énergie minimale qui est un état liant.L'énergie de e type de liaison à l'équilibre thermique, appelé interation de Keesom, pourune paire de moléules dans le vide, est donnée par :

Uk(r) = − µ2
1µ

2
2

(4πǫ0)23kBTr6
(3.12)où µ1 et µ2 sont les moments dipolaires életrique permanents des deux moléules. On voit queette énergie ne s'exere qu'à ourte distane, ar elle varie en 1/r6. Ce type de liaison ne peuts'établir que si les moléules ont des raisons de se rapproher.



96 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueLes interations életrostatiques induitesNotion de dip�le induit [7℄[64℄ Tout atome (où moléule) est un assemblage de noyauxpositifs et d'életrons négatifs. Quand la moléule est isolée dans le vide, es harges sont dansun état d'équilibre életrostatique déterminé par les fores de liaison. Si l'on plae es moléulesdans un hamp életrique, les harges négatives seront déplaées dans un sens et les hargespositives en sens opposé. Une reloalisation des harges va entraîner l'apparition d'un momentdipolaire életrique. Ce dip�le ainsi induit sera proportionnel au hamp életrique. On érit don :
−→µi = α

−→
E (3.13)où µi est le moment dipolaire induit et α est la polarisabilité de la moléule.Toutes les interations impliquant des dip�les induits s'ajoutent systématiquement à touteles interations présentées dans la paragraphe préédent.Interation harge/dip�le induit [7℄[64℄ Lorsqu'un ion est prohe d'une moléule, il vaengendrer dans elle-i un dip�le életrique qui interagira ave la harge. L'énergie d'interationharge/dip�le induit dans un liquide ou un gaz est donnée par :

Ucα = − z2e2α

2(4πǫ0)2r4
(3.14)Interation dip�le/dip�le induit [7℄[64℄ Si l'on met en présene une moléule portant unmoment dipolaire permanent et une moléule non polaire, les harges életriques de e dip�lepermanent vont induire dans l'autre moléule un moment dipolaire qui va interagir ave le dip�lepermanent de façon attrative pour réer une ohésion. Il en résulte une énergie d'interationstabilisante. À l'équilibre thermique, pour un milieu mobile, l'énergie de liaison pour une pairede moléules est donnée par :

UD(r) = − αµ2

(4πǫ0)2r6
(3.15)Il s'agit d'une interation à ourte distane, mais qui ne dépend pas de la température.Fores de dispersion de London [7℄[64℄Pour des moléules omplètement apolaires, le baryentre des harges positives et elui desharges négatives ne sont jamais onfondus à un instant donné t (bien qu'ils le soient en moyenne)à ause de mouvement ontinuel du ortège életronique. Dans toute moléule, on peut donsupposer qu'il existe un dip�le instantané �utuant très rapidement. Ce dip�le va induire dans lamoléule voisine un dip�le induit instantané qui, par interation dip�le instantané/dip�le induit,va réer une attration instantanée �utuante, dont la moyenne n'est pas nulle et ontribue àassurer la ohésion de es moléules. La alul quantique montre que ette interation n'est pasfaible omme on le penserait intuitivement, elle onstitue la ontribution la plus importante desfores attratives.Pour deux moléules identiques, l'énergie de dispersion de London prend alors la forme :

UL(r) = − 3α2
0hν

4(4πǫ0)2r6
(3.16)



3.1 Les interations moléulaires. 97où α0 est la polarisabilité életronique de la moléule et ν une fréquene de vibration des hargeséletriques. On remplae souvent la valeur de hν par l'énergie de première ionisation de l'atomeou de la moléule.On retrouve ii le fait qu'il s'agit d'une interation à ourte distane en 1/r6 d'origine éle-trostatique.Les fores répulsives [64℄[65℄Les interations dérites préédemment permettent de onevoir une attration intermoléu-laire, mais, omme pour la liaison ionique, ette attration va être arrêtée à un ertain momentpar les fores de répulsion. Les fores répulsives ont la même origine que les interations ova-lentes, mais un signe opposé. Elles résultent du reouvrement des orbitales életroniques lorsqueles moléules se rapprohent à très ourtes distanes. Selon le prinipe d'exlusion de Pauli leséletrons ne peuvent pas ouper toute la région de reouvrement, la densité életronique y de-vient alors plus faible et les noyaux hargés positivement étant moins érantés se repoussentmutuellement. Ces fores répulsives ont une très ourte portée et une roissane extrêmementrapide lorsque les moléules se rapprohent.Les liaisons intermoléulaires de Van der WaalsToutes les interations de nature életrostatiques dérites dans les paragraphes préédentssont attratives, mais à ourte distane elles sont ontrebalanées par les fores répulsives. Lealul de l'énergie totale :
ET (r) = Uattration(r) + Urépulsion(r) (3.17)va onduire à une minimum d'énergie qui maintiendra les moléules à une ertaine distane dansun état d'équilibre stable assurant la ohésion de l'ensemble.La grande di�érene ave la liaison ovalente vient de la très faible valeur de l'énergie auminimum et de la nature des fores attratives. Pour que les liaisons faibles onduisent à uneliaison stable à une ertaine température, il faut que les énergies soient supérieures à l'éner-gie d'agitation thermique kBT . À température ordinaire, l'énergie d'agitation thermique vaut

2.48 kJ.mol−1 alors que les liaisons de Van Der Waals valent entre 0.10 kBT et 3 kBT .L'ensemble de es liaisons sont souvent regroupées sous le nom de liaisons de Van der Waals,ar elles expliquent, entre autres, l'éart du omportement normal par rapport à la loi des gazparfaits.La liaison hydrogèneOn s'est aperçu qu'un ertain nombre de moléules omme l'eau, les alools, les aides,présentaient une énergie de ohésion très supérieure à e que permettaient de prévoir les foresintermoléulaires préédentes. Cette énergie de ohésion vient de la liaison hydrogène. Celle-ia une grande importane dans tous les systèmes biologiques (protéines). Elle est plus forte queles liaisons de Van der Waals, et se trouve omprise entre 10 et 40 kJ.mol−1. On parle de fored'assoiation.Les himistes ont remarqué que toutes les substanes onduisant à une liaison hydrogène om-portaient systématiquement un atome d'hydrogène lié en général à un élément très életronégatif,le �uor, l'oxygène ou l'azote.



98 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueUne desription orrete simple des fores qui interviennent dans la liaison hydrogène n'estpas aisée. Il est lair que des fores életrostatiques partiipent largement à la formation de etype de liaison (on estime que les 2/3 de la fore sont d'origine életrostatique), mais les distanesobservées impliquent aussi un fort reouvrement d'orbitales, don un ertain aratère ovalent.L'existene d'un atome très életronégatif, lié à l'atome d'hydrogène, entraîne une déloali-sation des harges, don un moment dipolaire. Dans le as de l'hydrogène, ette attration duseul életron de l'atome a tendane à réduire le ortège életronique du noyau de et atome, equi tend à diminuer la distane d'aès au noyau positif. Cette situation favorise ainsi une plusforte attration des életrons des doublets des moléules voisines, puisque la distane d'attrationéletrostatique est devenue très ourte.Cei onduit à une forte attration donnant une distane inter-atomique plus ourte quela somme des rayons de Van der Waals, e qui provoque ainsi un reouvrement partiel entrel'orbitale du doublet et l'orbitale 1s de l'hydrogène. Cette situation onfère ainsi un aratèreovalent partiel plus ou moins prononé à e type de liaison.À noter que ertaines grosses moléules sont aussi apables de réaliser des liaisons hydrogènesintramoléulaires, suseptibles par exemple de bloquer des onformations dans les moléulesprésentant potentiellement ertaines �exibilités et empêhant toute partiipation à des liaisonshydrogènes externes à la moléule.Intensités et portées omparées des interationsComme on peut le remarquer dans le tableau 3.1, exepté les interations répulsives à trèsourte distane, toutes les autres interations sont attratives (pouvant aller jusqu'à de trèslongue portée pour les interations életrostatiques). Ce résultat important servira par la suite,notamment lors de la modélisation du phénomène d'hybridation.3.1.2 Cas de l'ADNDans le as présent de l'ADN, la grande spéi�ité qui existe entre un brin et son omplémen-taire est exlusivement liée aux liaisons hydrogène que haque base peut spéi�quement réaliserave sa base omplémentaire (f. hapitre 1) : la guanine et l'adénine ne peuvent réaliser que2 liaisons hydrogène, alors que la ytosine et la thymine peuvent en réaliser 3 (�g. 3.2). Lesinterations entre les deux brins sont don intenses, et d'autant plus intenses que la longueur desbrins � don le nombre de bases azotées sur haque brin � est grande. La portée des interationsévolue également dans e sens, ar plus la haîne de nuléotides est grande, plus statistiquementdes interations entre bases peuvent se réaliser souvent (onduisant ou non à une hybridation).3.2 Modélisation de la inétique dans la hambre d'advetion3.2.1 Modélisation numérique d'une interation moléulaireUne fois onnu le potentiel intermoléulaire, la dynamique d'un système lassique est entiè-rement dé�ni [66℄. Le plus dur reste à trouver le potentiel qui s'approhera le plus du potentielexat, e dernier ne pouvant être totalement onnu vu la omplexité des phénomènes qui inter-viennent à l'éhelle atomique dans les milieux ondensés.



3.2 Modélisation de la inétique dans la hambre d'advetion 99
Origine Intensité PortéeRépulsive

1
r9 à 1

r16Très intense Très ourteCoulombienneion/ion ≈ 300 kBT
1
rTrès intense Très longueion/dip�le �xe ≈ 100 kBT
1
r2Intense Longueion/dip�le mobile ≈ kBT
1
r4Moyenne MoyenneDipolaire2 dip�les �xes ≈ kBT
1
r3Moyenne Longue2 dip�les mobiles < kBT
1
r6Faible CourtePolarisationion/moléule non polaire ≈ kBT
1
r4Moyenne Moyennedip�le mobile/moléule non polaire < kBT
1
r6Faible CourteDispersion2 moléules non polaires (London) ≈ kBT
1
r6Moyenne CourteAssoiationliaisons H ≈ 10 kBTIntense MoyenneTab. 3.1 � Intensités et portées omparées des interations intermoléulaires [7℄[8℄. À 298 K,

kBT ≈ 2.478 kJ.mol−1



100 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotique

Fig. 3.2 � Ce sont les liaisons hydrogène qui sont responsables de la omplémentarité entre lesnuléotides. Les liaisons H ont une longueur de 2Å, 'est à dire 0.2 nm.Toute méthode de simulation ommene don par la onstitution d'un modèle, qui peut êtretrès rudimentaire, quitte à l'améliorer par la suite. Comme dans de nombreux travaux, notremodèle portera surtout sur le hoix de la forme du potentiel d'interation entre deux brinsd'ADN.Curieusement, l'un des premiers résultats les plus signi�atifs apportés par les méthodes desimulation a été de démontrer le r�le mineur joué par les détails du potentiel intermoléulairequant à la struture et à la dynamique des moléules pour expliquer le omportement de laplupart des phases ondensées.Pour des systèmes monoatomiques, la lasse la plus simple de potentiels � et elle généra-lement utilisée pour de nombreux systèmes en interation � est elle du type de Lennard-Jonesn-6 (�gure 3.3) :
ULJ = 4E0

[

(r0
r

)n
−
(r0
r

)6
] (3.18)L'énergie d'interation ne dépend que des distanes inter-atomiques et de trois paramètres : nle plus souvent pris égal à 12, E0 tel que le minimum de potentiel est −E0 (dans le as n = 12seulement), et r0 le diamètre de ollision. Cette ourbe ne orrespond préisément à auunomposé existant, à ause de la loi de puissane adoptée pour le terme répulsif et de l'absenede termes d'ordre supérieur à 6 dans le terme attratif.Une amélioration est obtenue grâe au potentiel de Morse. Ce potentiel s'érit :

UMorse = De

[(

1 − exp
(

−β(r/Re − 1)
)

)2

− 1

] (3.19)Cette énergie est souvent utilisée pour représenter l'interation entre les brins d'ADN via lesliaisons hydrogène [67℄, mais il traduit également bien les interations répulsives des groupementsphosphates entre haque brins. La onstante De représente l'énergie de dissoiation des deux
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102 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiquede rendre ompte assez �dèlement de e qui se passe à l'éhelle mirosopique. Pour la matièreondensée, ette méthode reherhe a priori les états de basse énergie parmi tous eux possibles,en partant du prinipe qu'ils sont statistiquement les plus probables, don les plus peuplés, donles plus représentatifs du système. Dans ette thèse, nous garderons une approhe déterministedu problème.3.2.2 Domaine d'interationComme nous venons de le voir dans le paragraphe 3.1, il existe une distane sonde/ibleà partir de laquelle les fores inter-atomiques deviennent su�samment intenses pour que l'in-�uene de l'une sur l'autre tende à les rapproher (s'il y a ompatibilité de réation). Comme lesliaisons hydrogène sont relativement fortes, nous supposerons dans notre modèle que lorsqu'uneible pénètre la sphère d'in�uene de la sonde, il n'est dès lors plus possible qu'elle en ressorte,aboutissant à une hybridation3. Dans e modèle, nous ne tiendrons pas ompte d'une éventuelledéshybridation. Du point de vue énergétique, ei implique que la profondeur du potentiel d'in-teration soit su�samment grande par rapport à l'énergie d'agitation thermique. À la limite, lepuits de potentiel d'interation sera onsidéré omme in�niment profond (�g. 3.5).
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3.2 Modélisation de la inétique dans la hambre d'advetion 103et deux plots ontigus sont distants de la longueur Ls (nous avons hoisi ii Ls = 2Lp ave
Ls ≈ 1 mm).
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104 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotique� pour onsidérer la dynamique vertiale des ibles, on doit néessairement restituer la dé-pendane vertiale en z du hamp des vitesses, que l'on avait moyennée jusqu'à présent(f. annexe B) : bien que la omposante vz de l'éoulement reste dans e modèle toujoursnulle (vz = 0), le hamp des vitesses selon x et y sera maintenant traité ave une dépen-dane en z ( vxy(x, y, z)). Pour ela, nous avons hoisi un modèle d'éoulement paraboliqueonformément aux éoulement de type Hele-Shaw. On a don :
v(x, y, z) = 6 v̄(x, y) × z

h

(

1 − z

h

) (3.20)ave v̄(x, y) le hamp de vitesse 2D utilisé dans le hapitre préédent puisque :
1

h

∫ h

0

z

h

(

1 − z

h

)

dz =
1

6
(3.21)� les ibles libres doivent pouvoir hanger de plan pour avoir une hauteur z ompatible avela ondition d'hybridation. Pour ela, nous avons mis en plae deux façons de proéder :

• par réinjetion aléatoire selon Oz des ibles lorsque elles sortent des tuyaux. Cette réin-jetion se fait selon une loi de probabilité sur la omposante z en aord ave l'éoulementparabolique en z (voir la �gure 3.8 ; dans l'annexe G on explique omment réaliser nu-mériquement une densité parabolique en z). À titre de validation, nous présentons �gure3.9 une setion de Poinaré 3D du mélange simple (don sans di�usion et la inétiquen'intervenant pas enore) et nous la omparons à nouveau au as de la Simulation Nu-mérique Direte de l'éoulement 3D réalisé par Raynal et al. [37℄ [38℄. Une fois enore,malgré e modèle très simple d'éoulement 3D, la orrespondane entre les 2 setions dePoinaré est très grande, e qui valide bien ette hypothèse.
• par di�usion moléulaire, tridimensionnelle, qui est dans e ontexte surtout e�aesuivant la diretion Oz. Cette di�usion est intégrée numériquement au programme enérivant l'équation de Langevin :

dx

dt
= v(x, y, z, t) + ζ(t) (3.22)où :� x(t) est la position de la partiule à l'instant t.� v(x, y, z, t) est le hamp de vitesse d'advetion déterministe.� ζ(t) modélise le mouvement Brownien onduisant au phénomène de di�usion. Cettegrandeur, homogène à une vitesse, est un proessus Gaussien déorellé tel que <

ζi(t) ζj(t
′) >= 2D δij δ(t− t′)4.Pour plus de détails, le leteur pourra se reporter à l'annexe H.Nous regrouperons sous l'appellation de "faux 3D" l'ensemble des hypothèses i-dessus.3.2.4 Paramètres de l'étudeTous les tests de inétique sont réalisés dans la hambre retangulaire de rapport 3 : 1 (enaord ave les proportions d'une lame de mirosope sur laquelle beauoup de pues sont fabri-quées) ave la période T = 4 s, et en utilisant le protoole B : es paramètres sont maintenant4δij = 1 si i = j, δij = 0 sinon.

δ(t) est la fontion de Dira.
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tuyau �uideFig. 3.8 � Corrélation entre pro�l du taux de réinjetion et volume d'interrogation (pour desraisons de lisibilité de la �gure, l'éhelle n'est pas respetée pour dh).
reonnus pour donner un exellent mélange ompte tenu du volume de notre hambre d'éoule-ment et du débit utilisé. Ainsi, nous serons ertains que le mélange n'est pas un fateur limitantdans le adre de l'étude inétique puisque les setions de Poinaré sont parfaitement homogènessur toute la surfae de la pue.L'étude inétique revient à faire varier 2 paramètres seulement : la distane d'hybridation
dh et le oe�ient de di�usion D de l'ADN dans l'eau. Pour e qui est des valeurs de D, je mesuis servi des résultats expérimentaux indiqués par plusieurs auteurs : par exemple Going et al.[69℄, Liu et al. [70℄ et Tinland et al. [71℄ estiment que le oe�ient de di�usion est de l'ordre de
1.0 × 10−11 m2/s pour des monobrins d'ADN plut�t ourts, alors que Chan et al. [61℄ reporteque ette valeur peut varier entre 1.9 × 10−10 m2/s (6-mers) et 0.9 × 10−12 m2/s pour des brinstrès longs.Dans la moléule d'ADN, haque base est une brique mesurant environ 0.34 nm dans lalongueur totale du brin. Sahant que pour une pue à ADN, les sondes utilisées ont une longueuromprise entre 10 (10-mers) et 30 bases (30-mers), une sonde a une longueur d'au maximum
10 nm (il faut tenir ompte aussi de la moléule liant le brin au support solide). C'est et ordre degrandeur que nous avons pris omme borne inférieure de dh, ar des valeurs plus petites n'auraientpas de sens ompte tenu du nombre et de la relative longue portée des liaisons hydrogènes pouvantêtre établies entre les 2 brins.Conernant la valeur la plus probable de dh, d'après notre ollaborateur Jean-Pierre Cloarede l'Institut des Nanotehnologies de Lyon, nous l'avons située autour de 100 nm. Nous l'avonsnéanmoins faite varier pour étudier son in�uene sur la apture des ibles.Les valeurs testées sont regroupées dans les tableaux 3.2.



106 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotique

Faux 3D Vrai 3DFig. 3.9 � Comparaison du mélange dans les as "vrai 3D" et "faux 3D". Ces setions de Poinarésont elles issues du protoole A, T = 4 s, dans une hambre arrée. La similitude est très grande.

D (m2/s)

10−10

10−11

10−12

dh (nm) dh/h

25 5 × 10−4

50 1 × 10−3

100 2 × 10−3

250 5 × 10−3

500 1 × 10−2

1.0 × 103 2 × 10−2Tab. 3.2 � Grandeurs utilisées dans les simulations numériques. On rappelle que h = 50 µm.
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yCI pour l'hybridation statique CI pour l'hybridation dynamiqueFig. 3.10 � Conditions initiales (CI) pour l'hybridation statique (répartition aléatoire sur lasurfae) ou dynamique (tahe injetée par un trou). Dans les deux as, la répartition selon lahauteur h est aléatoire.3.2.5 Conditions initialesLe programme de simulation injete à l'instant initial Nc = 2120 ibles dans la hambred'hybridation, e qui représente en moyenne 40 partiules par plot hybridable. Chaque partiuleorrespond (par exemple) à une monobrin d'ADN ible ompatible ave les sondes de la pue, etde e fait est suseptible de s'hybrider sur n'importe quel plot hybridable de la �gure 3.6. Danstoutes les simulations nous nous plaerons en grand exès de sondes par rapport aux ibles, toutomme dans l'utilisation lassique de pues, 'est à dire que haque plot possède un très grandnombre de sondes, bien supérieur au nombre de ibles total. Un seul plot peut don largementontenir toutes les ibles injetées.Conernant les positions initiales des partiules, nous avons voulu nous rapproher au maxi-mum des onditions expérimentales. Ainsi, nous avons di�érenié les 2 as suivants (voir la �gure3.10) :� hybridation statique : les expérimentateurs mélangent d'abord l'ensemble {ibles libres +solution tampon} avant de l'introduire dans la hambre d'hybridation. Nous injetons donà l'instant t = 0 les ibles de façon omplètement aléatoire dans tout le volume.� hybridation dynamique : on rentre expérimentalement l'ensemble des ibles par une entréede la hambre d'hybridation (par un trou d'injetion par exemple). Seule la répartitionselon la diretion Oz est aléatoire.Le programme alule alors les trajetoires de es partiules et véri�e à haque instant s'ily a possibilité d'hybridation ou pas. Pour ela, les ibles sont onsidérées omme des salairespassifs, dans la mesure où la masse et la taille de es ibles sont très faibles (quelques dizaines depaires de bases haune). Le module de di�usion, qui ajoute une �utuation sur les trajetoires,est intégré au alul d'après le modèle numérique dérit dans l'annexe H.3.2.6 Grandeurs issues des simulationsLe programme de simulation note à quels instants et sur quels plots les ibles s'hybrident. Àpartir de es données, on peut aluler :� le temps total de l'expériene (le temps pour que toutes les ibles, initialement présentesen défaut par rapport aux sondes, puissent s'hybrider) tmax� la moyenne des temps d'hybridation t̄
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c (on a don N l
c = Ncà t = 0 et N l

c = 0 à t = tmax)� le nombre total de plots hybridés Nh
p à la �n de l'expériene� la quantité de ibles hybridées sur le plot (hybridable) n�i : Nh

c i� l'éart type du nombre de ibles hybridées sur haque plot (hybridable) σNh
c3.3 Résultats numériques3.3.1 Comparaison hybridation statique/advetion haotiqueRapidité de l'hybridationOn montre sur la �gure 3.11 les ourbes de inétiques dans les as d'hybridation statiqueet dynamique. On voit que le gain, en terme de durée d'expériene, est spetaulaire ave lemélangeur ar la déroissane du nombre de ibles libres est très rapide ave le temps. Si l'onfait un zoom sur la ourbe d'hybridation dynamique (�gure 3.12), on onstate que ontrairementà la ourbe de di�usion pure, elle-i est vraiment exponentielle (droite en éhelle lin-log). Lemélange joue don un r�le important dans le transport des partiules et montre ainsi que letransport par di�usion pure est un fateur limitant. Nous alulerons plus loin le gain obtenu enterme de vitesse de réation (estimation des onstantes de vitesses).En e qui onerne l'hybridation dynamique, puisque l'évolution en fontion du temps estexponentielle, les propriétés de ette fontion impliquent que l'on puisse érire (voir l'annexe J) :

N l
c = N l

c0 exp(−t/t̄) (3.23)



3.3 Résultats numériques 109

 1e-04

 0.001

 0.01

 0.1

 1

 0  50  100  150  200  250  300  350

Asymptote

PSfrag replaements

N
l c
/N

l c
0

t (s)Tangente à l'origineFig. 3.12 � Évolution typique de la onentration en ibles libres en fontion du temps ave lesystème d'advetion haotique. Ii, on a dh = 100 nm et D = 10−10 m2/s. Éhelle lin-log.où t̄ est le temps moyen de la réation d'hybridation. La pente de la droite N l
c en fontion dutemps dans un repère lin-log vaudra alors −1/t̄.À partir des graphiques, nous pouvons mesurer les pentes τ∞ orrespondantes. On obtient

τadv∞ = 58 s et τdi�∞ = 6520 s. Par rapport à la di�usion pure, le gain apporté par l'advetionhaotique (tous les autres paramètres étant identiques par ailleurs) est don de l'ordre de :
vadv
vdi� =

τdi�∞
τadv∞

= 112 (3.24)Cela signi�e qu'un fateur 112 est gagné dans les temps de réalisation d'une hybridationomplète ave advetion par rapport à l'hybridation ne omptant que sur la di�usion pure. Àtitre d'illustration, une séane d'hybridation qui aurait normalement duré environ 2 h sansmélangeur, ne néessiterait plus que 1 minute ave elui-i : ette amélioration représente uneavanée indéniable dans la ourse à la produtivité reherhée dans le milieu médial (besoin dediagnosti rapide pour pouvoir être réalisé en masse).Homogénéité de l'hybridationNous venons de disuter de la rapidité de la inétique ; intéressons-nous maintenant à l'ho-mogénéité de l'hybridation. Pour ela, nous omparons ii la variane instantanée en fontion dutemps, dé�nie omme :
σ(t) =

1

Nh
c (t)

√

√

√

√

1

Np

Np
∑

i=1

(

Nh
c i(t) −

Nh
c (t)

Np

)2 (3.25)



110 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueoù l'on rappelle que Np est le nombre de plots total (Np = 53), Nh
c (t) et Nh

c i(t) représententrespetivement le nombre total de ibles hybridées sur toute la pue ou sur le plot n�i à l'instant
t. La quantité Nh

c (t)/Np représente la valeur moyenne de ibles hybridées par plot à l'instant t,et on a bien sûr :
Nh

c (t) =

Np
∑

i=1

Nh
c i(t) (3.26)La variane telle qu'on l'a dé�nie ii est renormalisée en fontion du nombre de partiuleshybridées qui roît au ours du temps (fateur 1/Nh
c (t)). Dans un as d'homogénéité parfaite(∀i, Nh

c i(t) = Nh
c (t)/Np), on obtient σ(t) = 0. D'autre part, on a bien sûr :

lim
t→∞

σ(t) = σNh
c

(3.27)Sur la �gure 3.13, nous avons traé les deux ourbes (en log-log pour pouvoir les omparer)orrespondant aux deux as d'advetion haotique et d'hybridation statique. On remarque qu'aubout d'environ une période du hamp de vitesse (t ≈ T = 4 s), la distribution est déjà plushomogène dans le as de l'advetion haotique. D'autre part, la variane �nale pour l'advetionest plus petite que pour le as de la di�usion, e qui signi�e que l'hybridation est plus homogèneave le mélangeur : ei est d'autant plus remarquable que l'on rappelle que pour le as de ladi�usion pure, une pré-homogénéisation initiale en volume des ibles a été réalisée à t = 0− (paropposition à l'advetion haotique, qui elle, démarre d'une injetion loalisée par un trou de lahambre) ! Ces premiers résultats sont don très enourageants pour la suite de l'étude.
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3.3 Résultats numériques 111Étude de la �abilité grâe au Rosamix [39℄5

Fig. 3.14 � Confrontation expérimentale hybridation statique/hybridation dynamique grâe auRosamix. Dans le as du Rosamix, seuls les plots ompatibles ave les ibles sont hybridés.Nous venons de montrer numériquement que le mélangeur permettait une hybridation beau-oup plus rapide et beauoup plus homogène que la simple hybridation par di�usion. Grâeau Rosamix (voir la présentation du dispositif dans le paragraphe 2.3), une nouvelle qualité vamaintenant être mise en lumière : il s'agit de la �abilité de la réponse de la pue. En e�et, la�gure 3.14 présente l'aspet d'une pue hybridée sur laquelle ont été �xées alternativement surun réseau régulier deux types de sondes (HP1a et HP1b, 12-mers, protéines des plaquettes san-guines) ne di�érant que d'une seule base (A↔T), e qui permet de simuler la reherhe d'unemutation "point". Ce type de mutation est généralement extrêmement déliat à trouver parséquençage traditionnel ar les erreurs pontuelles sont fréquentes ave le type de tehnologiehabituellement utilisé. L'étude expérimentale a onsisté ii à n'injeter qu'un seul type de ibles,omplémentaires qu'à un seul type de sonde (HPA1a), et à omparer les résultats d'hybridationde la méthode traditionnelle dite "Coverslip" (hybridation statique) au résultat obtenu ave leRosamix (hybridation dynamique). Le résultat est sans appel : on montre que grâe à l'advetionhaotique, la �abilité des résultats est nettement améliorée par rapport au as de l'hybridation5Cette étude a été réalisée par la soiété Rosateh, dans le adre de la ollaboration LMFA/INL/Rosateh.



112 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiquestatique, ar ette dernière laisse apparaître des "faux positifs" (des ibles qui s'hybrident avedes sondes qui ne leur sont pas omplémentaires à 100%) pouvant onduire à une mauvaiseinterprétation du type de ibles présent dans la solution à analyser.Pour ompléter l'analyse de ette expériene, on peut remarquer sur la �gure 3.14 de laméthode Coverslip que ertains plots n'ont pas été hybridés (par exemple dans le oin inférieurdroit) alors qu'ils l'ont été grâe au Rosamix. En�n, le oe�ient de variation (CV), qui représentela di�érene de signal entre des plots hybridés issus de l'expériene et des plots témoins (hybridés"manuellement"), montre qu'il y a beauoup plus d'uniformité du signal (CV faible) ave leRosamix que sans elui-i.Pour résumer, on peut don dire que le Rosamix � et plus généralement le mélange par adve-tion haotique � permet non seulement d'augmenter la rapidité et l'homogénéité de l'hybridation,mais permet aussi d'améliorer nettement la �abilité du résultat de l'interprétation des pues, equi est ruial en médeine.DisussionMalgré e net progrès en termes de temps de réation, le gain apporté dans le temps d'hy-bridation est loin d'être elui gagné pour le simple mélange par advetion haotique omparéau mélange par di�usion pure (gain estimé à 103 sur la seule dispersion des partiules, voirhapitre préédent). Cei signi�e que le proessus de dispersion vertiale � la di�usion � est unfateur limitant dans la réation d'hybridation : le renouvellement vertial des ibles n'est pasassez rapide6. Pour omprendre pourquoi, nous allons tenter de relier les pentes observées auxparamètres du problème.3.3.2 In�uene de dh et DÉvolution des grandeurs en fontion de dh et DNous nous sommes posés la question de savoir si la onnaissane préise de la valeur de dhétait ruiale ou pas. Nous l'avons don faite varier numériquement de 25 nm jusqu'à la hauteurtotale de la hambre (!). Nous avons par ailleurs testé les di�érentes valeurs du oe�ient dedi�usion. Dans haque as, nous avons alulé tmax, t̄, σt, τ∞ (temps donné par l'asymptote surles graphiques d'évolution du nombre de ibles libres en fontion du temps, en éhelle lin-log,omme sur la �gure 3.12), τ1/2 (temps de demi-réation, 'est à dire temps pour lequel la moitiédes ibles ont réagi), Nh
p et σNh

c
. Tous les résultats sont donnés sous forme de tableau dansl'annexe A pour la di�usion pure et pour l'advetion haotique.Analyse des donnéesCas de l'hybridation statique Pour omprendre omment le nombre de ibles déroît dansle as de l'hybridation statique, nous avons alulé les ourbes de inétiques dans le as dela di�usion pure pour des oe�ients de di�usion variant entre D = 10−10 m2.s−1 à D =6C'est à ette même onlusion qu'aboutissent Gadgil et al. [62℄, Chan et al. [61℄ ou Erikson et al. [60℄ d'aprèsleurs simulations numériques et Henry et al. [63℄ d'après leurs mesures expérimentales. Et, même si Erikson etal. [60℄ ou Lehr et al. [72℄ ont testé l'hybridation ave un �ux ontinu de �uide, ils n'aélèrent pas pour autantle transport vertial des ibles.
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10−12 m2.s−1. Nous avons traé, sur le graphique 3.15, l'évolution du nombre de ibles libres(adimensionné) en fontion du temps adimensionné par les paramètres du problème, soit t ×
D/Shambre (Shambre est la surfae de la hambre = L2).
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Fig. 3.15 � Évolution du nombre de ibles libres (adimensionné) en fontion de t×D/Shambredans le as de l'hybridation statique. Au vu de e résultat, il sera désormais possible d'obtenir laourbe d'hybridation statique pour n'importe quel oe�ient de di�usion D à partir d'une seuleourbe de référene, par exemple à partir de elle issue de D = 10−10 m2/s. Éhelle lin-log.D'après la �gure 3.15, on remarque deux résultats importants. Le premier résultat remar-quable est que l'évolution du nombre de ibles libres en fontion de t ×D/Shambre dans le asde l'hybridation statique ne dépend pas du oe�ient de di�usion D : les ourbes suivent ene�et une loi universelle indépendante du oe�ient de di�usion. Ce premier résultat va donnous permettre d'extrapoler rapidement la ourbe relative à n'importe quel oe�ient D (toutautre paramètre étant identique par ailleurs) à partir d'une seule autre, par exemple elle or-respondant à D = 10−10 m2/s (la plus rapide à obtenir). Le seond résultat important est quel'évolution de la ourbe n'est pas tout à fait exponentielle, sauf asymptotiquement (véri�é surplusieurs déades). L'équation di�érentielle 3.3 n'est don pas vraiment véri�ée dans le as del'hybridation statique où la di�usion joue un r�le très important dans le transport des partiules.Si l'on alule la pente de l'asymptote de la �gure 3.15, on trouve que elle-i est de l'ordrede 1. Or, nous avons onstruit e graphique en adimensionnant le temps par Shambre, 'est à direque, par onstrution, nous avons privilégié l'étude de l'in�uene de la di�usion horizontale parrapport à la di�usion vertiale. La valeur de l'ordre de 1 de la pente de l'asymptote signi�e donque 'est la répartition horizontale des plots qui limite la di�usion pour l'hybridation statique.Cei est on�rmé par le fait que la distane Ls entre les plots de sondes est très grande devantla hauteur dh (h/Ls = 0.1, soit, pour les temps aratéristiques, h2/D = 10−2 × L2
s/D). On



114 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiques'attend don logiquement à e que le paramètre dh ait une in�uene négligeable ii. Sur la �gure3.16, nous avons traé le temps moyen d'hybridation t̄ en fontion de dh : omme nous pouvonsle onstater, 'est bien le as ! Ainsi, les résultats en di�usion pure ne dépendent pas de dh !
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Fig. 3.16 � Temps moyen d'hybridation t̄ en fontion de dh dans le as de l'hybridation statique.Les valeurs sont alulées pour la valeur de D = 10−10 m2/s et extrapolées pour D = 10−11 m2/set D = 10−12 m2/s. Éhelle log-log.
Cas de l'advetion haotique Nous avons traé l'évolution de la valeur moyenne du tempsde réation t̄ en fontion de dh pour di�érents D sur la �gure 3.17. En e qui onerne tmax et σt,leur évolution est stritement identique à elle de t̄ ('est pourquoi nous n'avons pas représentées grandeurs ii). De la même manière, nous avons également traé la variation de σNh

c
(�g.3.18).L'évolution des grandeurs suivant la distane d'hybridation dh marque deux omportements :lorsque dh . 1 µm, les grandeurs sont globalement indépendantes de dh : e premier résultatindique que même dans le as de l'advetion haotique, la valeur exate de dh n'est pas ruiale.C'est d'autant plus agréable que dh était le paramètre que nous maîtrisions le moins (nous l'avionsestimé à dh = 100 nm)7 !En revanhe, on voit que le oe�ient de di�usion joue un r�le important. En mélange, ommenous l'avons vu, les e�ets de di�usion sont mesurés grâe au nombre de Pélet Pe = UL/D, où7Pour dh & 1 µm, les valeurs déroissent ( tmax, t̄ ou σt) en variant omme une puissane de dh ar lareprésentation de es grandeurs est linéaire dans un graphique en éhelle log − log. Conernant σNh

c
(�gure 3.18),elle-i évolue en étant d'abord onstante pour les petites valeurs de dh, puis roissent. Cependant, les valeurs

dh & 1 µm nous intéressent peu, ar n'ayant pas de véritable sens physique.
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U et L sont respetivement une vitesse et une longueur aratéristique (ii la longueur de lahambre). Il est dé�ni dans notre as par :

Pe =
q

h×D
(3.28)et varie entre 4 × 105 (pour D = 10−10 m2/s) et 4 × 107 (pour D = 10−12 m2/s). Nous sommesdon bien dans une on�guration où les e�ets de l'advetion sont prédominants sur les e�ets dedi�usion. Puisque le r�le de dh est négligeable, on s'attend à e que [73℄ :

t̄ ≈ L

U
× f(Pe) (3.29)

≈ L2 × h

q
× f(Pe) (3.30)Essayons maintenant d'estimer la fontion f . Nous avons hoisi un modèle de apture pourles ibles, 'est-à-dire qu'elles s'hybrident à mesure qu'elles entrent dans le volumed'hybridation. Il nous faut don omprendre omment le �uide se renouvelle au dessus d'unplot, dans le volume d'hybridation. Pour ela, supposons qu'à un instant donné il n'y ait plus deibles au dessus d'un plot (�g.3.19).
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Fig. 3.19 � On suppose qu'à un instant t donné, il n'y a pas de ibles dans un ylindre dont labase est un plot et la hauteur est supérieure à dh.Deux méanismes entrent en ompétition : l'un est l'advetion horizontale des ibles parle hamp de vitesse (�gure 3.20), l'autre est la di�usion vertiale des ibles au-dessus de evolume d'hybridation. Or, pour de très faibles valeurs de dh telles que elles que nous avonshoisies ar physiquement plausibles (dh = 100 nm), l'éhange de �uide par di�usion (de tempsaratéristique d2
h/D) est bien plus e�ae que l'apport par le hamp de vitesses (de tempsaratéristique Lp/v(dh), puisque loalement près de la surfae, le hamp de vitesse est de typeisaillement). Or, à une hauteur z > dh, le temps aratéristique de renouvellement des iblespar l'advetion est Lp/v(z) < Lp/v(dh). Ainsi, des ibles sont amenées au dessus du volumed'hybridation (�gure 3.20), et elles-i pourront ensuite être ramenées à l'intérieur de elui-ipar éhange vertial de �uide grâe à la di�usion moléulaire. Tout se passe don omme si, aulieu de dh, il nous fallait onsidérer un volume bien plus gros, de hauteur de�h , pour lequel les



3.3 Résultats numériques 117
PSfrag replaements dh

Lp

t′ > t

Fig. 3.20 � Position des ibles à un instant t′ > t sous le seul e�et de l'advetion horizontale.apports par advetion sont de même ordre que les apports par di�usion. En érivant l'égalité destemps aratéristiques orrespondants, on obtient :
τadv = τdi� (3.31)
Lp

v(deff
h )

≈ deff
h

2

D
(3.32)Compte-tenu du pro�l de vitesse parabolique v(z) = 6 z/h(1 − z/h) v̄(x, y), où v̄(x, y) est lavitesse moyennée sur la hauteur, on a :

v(dh) ∼ 6 × deff
h

h
× q

h× L
(3.33)soit :

deff
h

3 ≈ D × Lp × h2 × L

6 × q
(3.34)

=
Lp × h× L

6 × Pe
(3.35)soit �nalement :

deff
h ∝ Pe−

1
3 (3.36)Le temps aratéristique de renouvellement du �uide dans e volume de hauteur deff

h au dessusd'un plot est alors :
τ eff = deff

h
2
/D. (3.37)Nous devons onsidérer maintenant le taux de renouvellement du �uide au-dessus de tous les plots(sur la hauteur deff

h ) pour obtenir la vitesse de réation. Comme nous savons que la déroissanedu nombre de ibles libres en fontion du temps est exponentielle (temps de déroissane τ∞),nous pouvons érire :
− 1

N l
c

dN l
c

dt
=

1

τ eff

Vutile
Vtotal =

1

τ∞
(3.38)



118 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueoù τ∞ est le temps aratéristique de déroissane des ibles, N l
c est (on le rappelle) le nombre deibles libres, Vutile ∼ Np×Lp

2×deff
h est le volume e�ae orrespondant à tous les plots de la pue(on rappelle que Np est le nombre de plots hybridables), Vtotal est le volume total du dispositif,égal à la somme du volume de la hambre et du volume dans les deux tuyaux. Dans notre as levolume d'un tuyau est égal à 10% du volume de la hambre ; on a don Vtotal = 1.2 × Vhambre.On obtient alors :
τ∞ = ×d

eff
h

2

D
× 1.2 × L2 × h

Np × L2
p × deff

h

(3.39)soit :
τ∞ =

1

61/3
× 1.2 × L2 × h

q
× q

D × h
× L

1/3
p × h1/3 × L1/3

Pe1/3
× h

Np × L2
p

(3.40)et en�n :
τ∞ =

1

61/3
× 1.2 × L2 × h

q
× Pe2/3 × 1

Np

h4/3 × L1/3

L
5/3
p

(3.41)
τ∞ ∝ Pe2/3

L
5/3
p

(3.42)Dans notre as, nous avons τ∞ = t̄ (voir l'annexe J). Nous avons don traé t̄ × Pe−2/3en fontion de dh × Pe1/3 (d'après l'équation 3.36) : les résultats sont montrés sur la �gure3.21. Par e graphique, on note bien une très forte loi d'universalité qui démontre bien lesrésultats préédents, à savoir que t̄ varie omme Pe2/3 et deff
h omme Pe− 1

3 . Le alul numériqueorrespondant à l'équation 3.34 nous donne deff
h × Pe−1/3 = 407 µm = 4.07 × 105 nm ; nousavons reporté la valeur orrespondante sur la �gure 3.21 : notre alul nous donne le bon ordrede grandeur. Conernant la valeur de τ∞, le alul numérique orrespondant à l'équation 3.41nous donne τ∞ ×Pe−2/3 = 8.88× 10−3 s, que l'on ompare ave un exellent aord en ordre degrandeur ave le plateau autour de 10−2 s de la �gure 3.21 !On remarque en�n que, ontrairement à l'advetion haotique dans les systèmes bidimen-sionnels [73℄ ou tridimensionnels [74℄, la dépendane du temps de mélange ave le Pélet ne sefait pas en log(Pe) omme on pourrait s'y attendre, mais au travers d'une fontion puissane,omme dans le as des éoulements laminaires non haotiques usuels. En e�et, le mélange ne sefait pas de manière haotique dans la diretion vertiale, ar le mélange dans ette diretion nese fait que par le gradient du hamp de vitesse omme nous venons de le montrer. Cela expliquepourquoi le gain réalisé sur les temps de inétique (fateur de l'ordre de 100 par rapport à ladi�usion pure) est beauoup plus faible que elui que l'on aurait pu espérer ave notre modèlede mélange purement bidimensionnel !3.3.3 Cinétique de réationAdvetion haotiqueDans le as du mélange par advetion haotique, la déroissane exponentielle indique quela inétique est bien un proessus de pseudo ordre 1 (ar nous sommes dans le as partiulier del'exès de l'un des deux réatifs), hose qui n'est rigoureusement démontrée que dans le as d'unmélange e�ae dans la hambre (voir la disussion introdutive de e hapitre). Étonnamment,
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Fig. 3.21 � t̄×Pe−2/3 en fontion de dh×Pe1/3 pour di�érentes valeurs du oe�ient de di�usion(2120 partiules). On remarque que la dépendane en Pe des divers temps est bien une puissanede 2/3 et que de�h varie omme Pe−1/3. Le alul de de�h montre bien la séparation entre les deuxomportements. Éhelle log-log.'est aussi e type d'évolution que de nombreux auteurs trouvent, malgré l'absene de mélangedans leur expériene (par exemple dans [75℄ [76℄ [72℄ . . . ) alors que nous avons montré, simulationsà l'appui, que 'était ensé ne pas être le as !À partir de es résultats, nous allons tenter de déterminer l'ordre de grandeur de la onstantede vitesse ka dé�nie par l'équation 3.2 et alulable d'après les égalités 3.7 et 3.8. On rappelleque dans notre modèle d'hybridation, nous n'avons pas tenu ompte d'une éventuelle dissoiationdes brins appariés. On a don déjà :
kd = 0 (3.43)Il reste don :

ka × [S]0 =
1

τ∞
(3.44)Il s'agit maintenant d'estimer [S]0, sahant que nous savons seulement par hypothèse quehaque plot ontient un très grand nombre de sondes. Si Lp représente le diamètre d'un plot, lasurfae de e plot vaut :

π(Lp/2)
2 (3.45)La surfae totale des plots sur la pue vaut don :

Np × π(Lp/2)
2 (3.46)Le problème qui se pose maintenant est de donner un ordre de grandeur de la densité desondes sur les plots. La densité joue en e�et un r�le important : il a été montré qu'une densité



120 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiquetrop importante jouait sur l'aessibilité des sondes (e�ets stériques), faisant déroître ka [61℄[63℄. Il faut don que les sondes soient su�samment espaées sur les plots. D'un autre �té, notremodèle d'hybridation suppose que la ible soit hybridée dès lors qu'elle passe à une hauteur dhau dessus du plot (volume d'hybridation). Cela signi�e que dès lors qu'elle est dans le volumed'hybridation, elle se trouve dans la sphère d'in�uene d'une sonde (don au plus à une distane
dh d'une sonde). Nous allons don, en ordre de grandeur, supposer qu'il y a une sonde pour unesurfae de d2

h. Ainsi, la densité de sondes sur les plots est :
1/d2

h ≈ 1010 sondes.cm−2 (3.47)Dans la pratique, les pues à ADN peuvent aueillir jusqu'à 1012 moléules par cm2, maisla plupart du temps ette densité est beauoup moindre. La valeur trouvée en 3.47 est don toutà fait aeptable.Le nombre total de sondes Ns sur la pue est don :
Ns =

Np × π(Lp/2)
2

d2
h

(3.48)La onentration volumique initiale, exprimée en mol/L, vaut don :
[S]0 =

Ns

Na × L2 × h
(3.49)où Na est le nombre d'Avogadro. En prenant Na = 6.02 × 1023, dh = 100 nm, L = 1.5 cm,

h = 50 µm, D = 10−10 m2/s, Np = 53 plots et Lp ≃ 0.54 mm, les aluls donnent :
Ns ≈ 109 (3.50)et :

[S]0 = 2 × 10−10 mol.L−1 (3.51)On peut alors aluler les onstantes de vitesse de la réation, données par :
ka =

1

τ∞ × [S]0
(3.52)Dans le as de l'hybridation statique (di�usion pure), on a τdi�∞ = 6520 s, soit :

kdiff
a = 8.6 × 105 M−1.s−1 ≈ 106 M−1.s−1 (3.53)où M est le symbole des unités de onentrations volumiques usuellement utilisé en himie :

mol.L−1. Ce résultat est remarquable ar, ave un modèle très simple, nous trouvons le mêmeordre de grandeur que elui trouvé expérimentalement par de nombreux auteurs ! Cei prouvebien que 'est ertainement la di�usion qui limite la réation himique.Dans le as de l'hybridation ave advetion haotique, pourD = 10−10 m2/s, on a τadv∞ = 58 s.On obtient une vitesse plus importante, soit8 :
kadv

a = 9.6 × 107 M−1.s−1 ≈ 108 M−1.s−1 (3.54)8On retrouve bien le rapport kadv
a /kadiff = τdiff

∞ /τ adv
∞ = 112



3.3 Résultats numériques 121Nous avons également véri�é que la grandeur 1/τ∞ ne dépendait e�etivement pas de [C]0,omme le suggère l'équation 3.44, en faisant varier le nombre de ibles (�gure 3.22a). D'autre part,nous avons fait varier la taille des plots (d'une surfae trois fois plus petite jusqu'à quatre fois plusgrande que elle étudiée jusqu'ii9 (revoir la �gure 3.6). En e�et, pour que la onstante de réation
ka soit stritement indépendante de [S]0, il faudrait que τ∞ soit inversement proportionnel à
[S]0 (d'après l'équation 3.52), don proportionnel à L−2

p . Or, notre étude théorique (équation3.42) nous prédit plut�t un omportement en L−5/3
p e�etivement véri�é �gure 3.22b). Ainsi, laonstante de réation ka dépend très légèrement de la taille des plots. Cependant, ette déviation(L−5/3

p au lieu de L−2
p ) est su�samment faible pour être di�ile à montrer expérimentalement.

9Dans le as où la surfae des plots est quatre fois plus grande, deux plots adjaents se touhent.
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3.3 Résultats numériques 123Parmi tous les auteurs qui ont essayé de déterminer la valeur de ka, auun n'avait inorporé lemélange par advetion haotique dans son dispositif expérimental ou dans ses simulations. Nousavons quand même voulu omparer notre résultat de di�usion pure à eux d'autres auteurs enrésumant dans le tableau 3.3 les di�érentes valeurs trouvées d'après es letures.En�n, il faut savoir que, outre l'in�uene de la densité de sondes sur la pue, les valeurs de
ka dépendent également de nombreux autres fateurs omme :� la longueur des monobrins utilisés [61℄[76℄� la orrespondane brins/ibles : une disordane de 1 base pour un 20-mer peut diminuerentre 10 à 100 fois la valeur de ka [77℄ [60℄� les propriétés himiques de la solution tampon (salinité, pH, et.) [63℄.3.3.4 Di�usion et vitesse de réation intrinsèqueUne question nous vient alors à l'esprit : est-il logique que la onstante de vitesse d'uneréation, qui ne dépend en prinipe que de la réation himique étudiée, dépende aussi du mode detransport des réatifs utilisé dans l'expériene (advetion ou di�usion pure) ? La loi d'Arrhénius3.55, qui permet de dérire de façon empirique la variation de la onstante de vitesse d'uneréation himique, ne dépend que des énergies d'ativation des moléules et de la température,mais ne tient absolument pas ompte par exemple d'un proessus d'agitation, de transport ouautre :

d ln k

dT
=

Ea

R.T 2
(formule empirique) (3.55)où k est la onstante de vitesse d'une réation, R est la onstante des gaz parfaits, T est latempérature et Ea l'énergie d'ativation d'Arrhénius.Cette énergie ne dépend en prinipe que des moléules mises en jeu et on a outume dereprésenter Ea par la �gure 3.23 :
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SCFig. 3.23 � Énergie d'ativation de la réation d'hybridation. S : C représente une espèe molé-ulaire non isolable à mi-hemin entre les réatifs séparés (S et C) et le produit �nal (SC).
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Auteurs ka (M−1.s−1) SouresZhang et al.[78℄ (2005) 104 < . < 5.0 × 106 � Valeurs de ka issues de la littérature ave [S]0 ∼ 10−6 M, [C]0 ∼
10−3 M − 103 M� Simulations numériques : simule les as [S]0 ≫ [C]0, [S]0 ≪ [C]0et [S]0 ≈ [C]0 pour plusieurs rapport ka/kdGadgil et al.[62℄ (2004) 1.0 × 106 � Simulations numériques ave valeur de ka prise dans la littéra-ture� [S]0 = 78 µM [C]0 = 3.8 nM, 90 pM et 4.5 pM� 2 types de ibles (+ ou - omplémentaires ave les sondes) delongueur 500 bpErikson et al. [60℄(2003) 1.6 × 106 � Simulations numériques� Valeur de ka aulée d'après la formule de Wetmur et Davidson(empirique) : ka = 3.5 × 105

√
L∗

N∗ , L∗ étant le nombre de nuléo-tides et N∗ la omplexité de la séquene de la ible, généralementprise omme étant égale au nombre total d'enhaînement di�é-rents de nuléotides dans la séquene d'ADN.� C :20-mer et S :20-mer� [C]0 = 0.1 µM et [S]0 = 10−9 − 10−7 cm−2� Courant de �uide ontinu tel que vmax = 0.5 mm.s−1 et Re = 0.1Chan et al. [61℄ (1995) 4 × 106, 5.7 × 105,
ki

a ≈ ×109 � Valeurs de ka issues de la littérature� C : 6 à 40k-mer ; S : 6 à 40k-mer
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Auteurs ka (M−1.s−1) SouresKambhampati et al.[75℄(2001) 8.9 × 103 � Valeur expérimentale de ka� S :15-mer et C :15-mer� [S]0 = 1 sonde/40 nm2 [C]0 = 5 × 10−7 M� 1 disordane (= 1 mer non omplémentaire entre ibles etsondes)Zeng et al. [77℄ (2003) ≈ 106 � Résultats expérimentaux� C :20-mer et S :20-mer� [C]0 ∼ 10−7 M − 5 × 10−8 M, haute et basse densité de sondes(respetivement 10 nm et 5 nm entre haque sonde� Les auteurs di�érenient les phénomènes d'adsorption sur la sur-fae et l'hybridation.Lehr et al. [72℄ (2003) 105 < . < 106 � Résultats expérimentaux� C :30-mer ; S :30-mer� Courant de �uide ontinu : 1 µL/s� [C]0 = 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nMHenry et al. [63℄ (1999) 5 × 104 et ka0 = 5 ×
105 � Résultats expérimentaux� C :22-mer ; S :22-mer� [C]0 ∼ 10−8 − 10−9 M, [S]0 ∼ 10−9;MTab. 3.3 � Valeurs rapportées ou mesurées de la onstante de vitesse d'hybridation ka (modèle de Langmuir) hez les di�érentsauteurs dans le as de di�usion pure.



126 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiqueLe problème vient de l'équation 3.55 qui n'est valable qu'à l'équilibre thermodynamique. Orii, la onentration en ibles n'est pas onstante ! Ainsi, pour beauoup d'auteurs, leur mesuremarosopique de ka est limitée par la réation de di�usion. Les deux étape de la réation sontalors :
C3D kdiff

a−−→ C2D (3.56)et :
C2D + S

ki
a−→ SC (3.57)où C3D et C2D représentent respetivement les ibles en volume et elles en surfae (prohes dessondes), et ki

a représente la onstante de vitesse intrinsèque.Or, on montre dans e as que la onstante de réation ka s'exprime par :
ka =

1

[S]0

(

kdiff
a

2

ki
a[S]0 + kdiff

a

+ kdiff
a

) (3.58)où ka est la onstante de vitesse marosopique (mesurée par l'expérimentateur) et kdiff
a est la"onstante de vitesse" de l'équation de di�usion 3.56. La di�usion étant le proessus limitant(lorsqu'il n'y a pas advetion haotique), on a kdiff

a ≪ ki
a[S]0, don ka ≈ kdiff

a /[S]0, qui n'a plusauun lien ave la réation étudiée : l'expérimentateur ne mesure plus que le temps aratéristiqueque met une ible à arriver dans un voisinage O(dh) d'une sonde, et non pas le temps que mettentles espèes, initialement très prohes, à s'hybrider !Par ontre, si l'on dispose d'un phénomène de transport e�ae, de sorte que la réationhimique devienne l'étape limitante, on peut aéder diretement à la mesure de ki
a. Chan et al.[61℄, onsients du problème, estiment que ki

a ∼ 109 M−1.s−1.La onstante intrinsèque de vitesse de la réation serait don elle que l'expérimentateurmesurerait s'il n'y avait auun autre proessus limitant pour la réation l'hybridation : pourpouvoir mesurer ki
a, ertains auteurs [79℄ suggèrent de travailler ave un grand exès d'espèesmobiles, ar alors le �ux du volume vers la surfae devient important : 'est dans e as partiulierque la majorité des auteurs se sont plaés spontanément (mais ei pour des raisons de failitésde aluls uniquement, sans être vraiment onsients du problème). Le �ux di�usif des ibles envolume vers la surfae s'exprime en e�et par :

jD =
D

xd
× ([C]3D − [C]2D) (3.59)où D est le oe�ient de di�usion, xd est l'épaisseur de la ouhe limite di�usive, [C]3D et [C]2Dreprésentent respetivement la onentration en volume et elle prohe de la surfae. Dans le asd'une inétique d'hybridation rapide, [C]2D ≈ 0 : le gradient de onentration est élevé. Puisque

[C]3D est grande, le �ux l'est aussi, et 'est ainsi que ertains expérimentateurs pensent pouvoiraélérer la di�usion vertiale10.Notre modèle est un simple modèle de apture (le brin s'hybride instantanément à la ible dèsqu'il entre dans le volume d'hybridation). Dans la pratique, on s'attend à e que la réation ne soit10Cependant, pour mesurer la vitesse de réation, ils doivent diviser par la onentration en ibles . . . et re-trouvent la même valeur que eux qui se plaent en plus faible onentration ! Cela prouve bien qu'ils sont quandmême limités par la di�usion.



3.3 Résultats numériques 127pas instantanée, mais possède un temps de réation τréa supérieur au temps de renouvellement du�uide dans le volume d'hybridation. Le proessus limitant dans le système est don la réationhimique proprement dite11. Dans le as du Rosamix par exemple, une première tentative demesure de inétique, faite en reommençant plusieurs fois l'expériene d'hybridation ave despues identiques et en arrêtant l'expériene à di�érents temps, donne un rapport de vitessede l'ordre de 20 entre l'hybridation statique et l'hybridation dynamique [80℄. Or, nos alulsmontrent que l'on amène les ibles environ 100 fois plus vite ave le Rosamix. Il est possible quela di�érene observée soit due au temps de réation τréa. Ainsi, l'advetion haotique devraitnous permettre de mesurer les vitesses intrinsèques de réation, en nous plaçant dans le as
τdi� > τréa > τadv (la vitesse de réation n'est pas limitée par le transport des ibles vers lessondes, mais par la réation elle-même). C'est e que nous allons faire dans le hapitre suivant.RésuméDans e hapitre, nous avons introduit un modèle de réation himique dans la hambre d'hy-bridation de pues à ADN, basé simplement sur la apture de ibles libres lorsque elles-is'approhent su�samment près des plots de sondes �xes (distane inférieure à dh). Ce modèlesimule ainsi les interations intermoléulaires essentiellement de type liaisons hydrogène entredes brins omplémentaires, qui sont des interations relativement fortes et de longue portée.Tout au long de e hapitre, nous avons omparé l'e�aité de l'hybridation pour les deuxtypes de transport des ibles : la di�usion pure (méthode historique) et le mélange par advetionhaotique (nouveauté). Nous avons ainsi pu mettre en évidene que l'hybridation assoiée aumélange par advetion haotique permettait un gain énorme en terme de temps de réation (≈100 fois plus rapide), mais aussi en terme d'homogénéité de l'hybridation, gage d'une exellente�abilité du signal délivré (et don en �abilité d'interprétation des résultats).Nous avons pu mettre également en évidene le aratère peu ruial de la valeur exate de
dh (numériquement) dans le as du mélange : en e�et, les résultats sur les temps d'hybridationdépendent peu de e paramètre pour les valeurs de dh les plus probables (ompte tenu desinterations en jeu). En e qui onerne l'in�uene du oe�ient de di�usion D sur l'hybridationassoié au mélange, nous avons pu montrer une dépendane des temps de réation selon une loien Pe2/3.11Dans le as d'une inétique lente, nous sommes dans le as où la inétique de réation a un temps aratéris-tique τréa supérieur au temps de renouvellement du �uide τ e�, le proessus limitant dans le système est don laréation himique proprement dite. La vitesse de réation s'érit alors :
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N l
c

dN l
c

dt
=

1

τréa Vutile
Vhambre (3.60)soit :

−
1

N l
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dN l
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=
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2 × deff
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L2 × h
=

1

τ
(3.61)d'où :

τ ∝
1

deff
h

∝ Pe1/3 (3.62)



128 Modèle de réation himique ouplé au mélange dans une hambre d'advetionhaotiquePour essayer de retrouver des résultats expérimentaux issus de la littérature, nous avonsessayé d'estimer la onstante de vitesse ka de la réation d'hybridation dans le as de la di�usionpure. Nous avons trouvé numériquement le même ordre de grandeur que elui trouvé par denombreux auteurs (ka ∼ 106 M−1.s−1). Dans le as de l'hybridation sous mélange haotique,ette onstante est bien plus élevée (ka ∼ 108 M−1.s−1). Nous avons en�n expliqué omment,grâe à l'advetion haotique, nous espérions pouvoir mesurer la onstante de vitesse intrinsèquede la réation (notée ki
a), et non la vitesse d'apport de ibles vers les sondes. C'est le but duhapitre suivant.



Chapitre 4Vers une mesure expérimentale de laonstante de vitesse intrinsèqueIntrodutionNous avons testé dans le hapitre 2 un prototype de mélangeur par advetion haotique dontnous avons simulé numériquement l'e�aité en fontion, par exemple, de la période du proessuspériodique ou de la forme de la hambre d'éoulement. Dans un seond temps (hapitre 3), nousavons introduit un modèle simple d'hybridation moléulaire, et nous avons évalué l'in�uenede plusieurs paramètres (hybridation statique ou dynamique, oe�ient de di�usion, distaned'interation). Dans es simulations, la inétique était modélisée par un modèle de apture : dèsque la ible entrait dans un (petit) voisinage de la sonde, elle s'hybridait. Cependant, on imagineque dans la pratique, e n'est pas réalisé aussi failement : il existe une vitesse intrinsèque àlaquelle la ible s'hybride sur la sonde. Ainsi, notre modèle numérique n'est valable que tantque les ibles sont renouvelées dans le volume d'hybridation ave un temps aratéristique pluslong que le temps intrinsèque d'hybridation. Notre idée est don d'utiliser l'advetion haotiquepour amener de plus en plus vite les ibles vers les sondes (en augmentant le débit), jusqu'àl'obtention d'une vitesse de réation intrinsèque d'hybridation, qui ne dépende plus du débit.Pour ela, nous devons utiliser un dispositif de mesure de l'avanement de la réation himiqueen temps réel : nous avons utilisé la tehnique de Résonane de Plasmon de Surfae (SPR) quiprésente le grand avantage, en plus d'être une méthode de suivi non intrusive, de permettre deréaliser des mesures instantanées pour des suivis en temps réel. J'attire l'attention du leteursur le fait que e hapitre est essentiellement prospetif ; omme son titre l'indique, il n'a pas étépossible, faute de temps, de reprendre la série de mesures de inétique himique en advetionhaotique. Ce dernier point est d'ailleurs une des prinipales perspetives de e travail.4.1 LA SPR ou Résonane par Plasmon de SurfaeLe prinipe physique de la SPR repose sur de fortes onnaissanes d'életromagnétisme as-soiées à d'autres de physique des milieux ondensés. A�n de onserver un onstant soui desimpliité, je dérirai le prinipe de la SPR sans trop entrer dans le ÷ur du phénomène. Pourplus de détails, le leteur pourra se reporter à l'artile d'Andreas Otto [81℄.



130 Vers une mesure expérimentale de la onstante de vitesse intrinsèque4.1.1 Nouveaux besoins en méthodes d'analyse : naissane de la SPRDepuis une vingtaine d'années, un besoin roissant en méthodes d'analyses et de détetiondes interations moléulaires s'est fait ressentir. Les domaines néessitant e type de tehno-logie sont nombreux : biologie moléulaire (bioapteurs), analyse de la pollution de l'air et del'eau, diagnostis médiaux, agriulture, séurité... Un besoin important onerne également lareherhe génomique, pour tester et mesurer par exemple les interations moléulaires sur lespues à ADN. Pour être e�ae, il fallait trouver un système de détetion moderne, rapide,sensible et robuste tout en restant éonomique. Dans e but, de nombreux bioapteurs ont étédeveloppés ([82℄[83℄[84℄). Ils ont été spéialement onçus pour déteter et/ou quanti�er les inter-ations biologiques à la surfae d'un substrat solide.En e qui onerne les pues à ADN, l'observation de l'hybridation de monobrins d'ADNsur un substrat solide reposait (et repose enore très souvent) sur un proessus de transdutionoptique utilisant le prinipe de la �uoresene induite d'un marqueur par une onde lumineuse[85℄[86℄[87℄. L'avantage de ette méthode est l'important rapport signal sur bruit de la mesure (dûau fort ontraste lumineux entre les spots �uoresents et le bruit de fond) mais les inonvénientssont l'utilisation de réatifs onéreux ainsi que les longues et fastidieuses proédures d'étiquetagemoléulaires. De plus, la plupart de es outils ne permettent qu'une mesure en �n de réation(par opposition à une mesure en temps réel). C'est e point que va essayer de orriger la méthodede résonane par Plasmon de Surfae (SPR).4.1.2 Prinipe physique de la SPRRé�exion totale d'une onde lumineuseLorsqu'une onde lumineuse se propage dans un milieu optique dense (le verre par exemple,
n1 = 1.5) et renontre un milieu d'indie optique plus faible (par exemple l'air ou l'eau, d'indiesrespetifs n2 ≈ 1 et n2 = 1.33), il peut y avoir ré�exion totale du rayon inident dans le milieule plus dense si l'angle d'inidene est supérieur à l'angle de réfration arcsin(n2/n1) : le rayonreste alors dans le milieu le plus dense1.Une onséquene importante de la ré�exion totale est la réation d'une onde évanesentequi pénètre dans le milieu moins dense. On l'appelle ainsi ar l'intensité de ette onde déroîtexponentiellement ave la distane à l'interfae (pas de propagation dans ette diretion) sur uneprofondeur de l'ordre de la longueur d'onde2 [88℄. De plus, ette onde évanesente a la propriétéde se propager le long de l'interfae entre les deux milieux.Plasmon de surfaeUn plasmon de surfae est une densité de harge longitudinale qui se propage le long del'interfae entre deux milieux, dont l'un est un métal et l'autre un diéletrique (liquide ou gaz,[89℄). Un plasmon peut être induit par l'e�et du ouplage entre un hamp életromagnétique(onde lumineuse) et l'osillation du plasma d'életrons libres du métal sous l'e�et de ette onde.1En revanhe, il ne peut y avoir ré�exion totale si l'onde lumineuse va de l'air vers le verre, de l'eau vers leverre, ou de l'air vers l'eau. Il y a alors réfration de l'onde lumineuse ar elle-i traverse les deux milieux ensubissant une déviation à l'interfae.2Sous des onditions normales, la réation d'une onde évanesente n'a�ete pas la onservation de l'énergie,ar une onde évanesente ne transmet auune énergie (son "veteur de Poynting" est nul).



4.1 LA SPR ou Résonane par Plasmon de Surfae 131D'après les équations de Maxwell, ette onde de plasma est assoiée à une onde évanesente,loalisée des deux �tés de l'interfae, et dont les propriétés sont fortement liées à la nature dediéletrique (�g. 4.1).Le hoix du métal est important, puisque elui-i doit avoir des életrons dérits par lemodèle de l'életron libre [90℄. Les deux métaux prinipalement utilisés sont l'or et l'argent.Nous disuterons plus loin des di�érenes entre es métaux.Exitation des plasmons de surfaeDeux prinipaux dispositifs expérimentaux ont été developpés par Otto [81℄ et Krethmann[91℄[92℄ pour exiter les plasmons de surfae. Cependant, 'est la on�guration "à ré�exion totale"(Attenuated Total Re�etane, ATR) de Krethmann qui est la plus utilisée en SPR.Pour réer un plasmon de surfae, le dispositif de Krethmann (�gure 4.1) utilise le prinipede la ré�exion totale interne d'une onde entre deux milieux : le verre et généralement un liquide ouun gaz. Sur le verre, du �té de e qui formera l'interfae, on dépose une très �ne ouhe de métal(par évaporation) de quelques dizaines de nanomètres d'épaisseur. Ainsi, si les aratéristiquesde l'onde évanesente résultant de la ré�exion d'une onde (veteur d'onde de propagation le longde l'interfae) sont identiques à elle du plasmon de surfae, l'onde évanesente pourra exiterde façon non négligeable l'onde de plasmon et entrer en résonane ave elle : on parle alors derésonane de surfae. Cela se traduit par une perte d'énergie de l'onde inidente dans le �lmmétallique, engendrant une rédution de l'intensité de l'onde ré�éhie. Ce dernier phénomènepeut être failement déteté grâe à un apteur photométrique (type apteur CCD, . . . ).Rentrons plus dans les détails : pour e type de montage, on utilise une onde plane monohro-matique retiligne polarisée dans le plan d'inidene et l'interfae entre les 2 milieux optiquesest onstituée d'une �ne ouhe de métal d'épaisseur inférieure à la longueur d'onde de l'ondelumineuse. Le veteur d'onde de l'onde évanesente Kév est donné par :
Kév =

ωo

c
n1 sin(θ), (4.1)où :� ωo est la fréquene de l'onde inidente (monohromatique),� n1 est l'indie optique du milieu dense (le verre),� θ est l'angle d'inidene du rayon lumineux,� c la élérité de la lumière dans le vide.Le veteur d'onde du plasmon de surfae Kps peut être, quant-à-lui, approximé par :

Kps =
wo

c

√

ǫmn2
s

ǫm + n2
s

, (4.2)où :� ǫm est la onstante diéletrique du �lm métallique,� ns est l'indie optique super�iel loal du diéletrique (air ou eau) au niveau de l'interfae3(�gure 4.2).3ns = n2 + ǫ ave |ǫ| ≪ 1



132 Vers une mesure expérimentale de la onstante de vitesse intrinsèque
PSfrag replaements
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I0onde lumineuse retiligne polariséedans le plan d'inideneFig. 4.1 � Con�guration de Krethmann à base de prisme pour la SPR. La résonane d'unplasmon de surfae s'obtient à l'interfae métal/air ou métal/eau lorsque l'angle d'inidene dela lumière est tel que la omposante de son veteur d'onde Kév est égal au veteur d'onde duplasmon Kps. Note : les proportions ne sont pas respetées, en partiulier la ouhe de métal estreprésentée épaisse pour bien montrer l'onde de plasmon.L'onde évanesente issue du rayon lumineux inident est ainsi apable d'interagir ave leséletrons libres (plasmons) du métal. Ceux-i vont alors osiller dans la ouhe métallique lorsquel'angle θ sera tel que la ondition de résonane :
Kév = Kps (4.3)sera véri�ée. Expérimentalement, on note à la résonane un minimum d'intensité de rayon ré�éhi.On dit alors que le plasmon est exité par résonane de surfae.In�uene de l'indie du diéletrique sur la résonane du plasmon de surfaeL'équation 4.2 montre que Kps dépend de l'indie de réfration ns du diéletrique (air ou eau)au-dessus du �lm métallique. Le volume d'interrogation, d'indie ns en moyenne (�g. 4.2), a desdimensions qui dépendent de la distane de pénétration de l'onde plasmon dans le diéletrique,de la longueur de propagation de l'onde et de la taille du faiseau lumineux.



4.1 LA SPR ou Résonane par Plasmon de Surfae 133PSfrag replaements
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Fig. 4.2 � Volume d'interrogation dans un montage SPR. À l'intérieur de e volume, l'indievaut en moyenne ns.Les propriétés de l'onde de plasmon de surfae sont données dans le tableau 4.1. Le hoix dumétal utilisé dans l'expériene dépend des aratéristiques du volume sondé : par exemple, si l'onveut avoir une mesure loalisée sur ertains plots, il vaut mieux utiliser le métal dont la longueurde propagation de l'onde SPR est de la taille du plot (par exemple résolution spatiale grandeave l'or). Par ontre, si l'on ne désire qu'une moyenne de l'état de surfae, il vaut mieux utiliserle métal argent dont la longueur de propagation de l'onde est élevée. Pour sonder en profondeur,les deux métaux se valent, ar seule la longueur d'onde du faiseau lumineux ompte : plus lalongueur d'onde est élevée, plus le diéletrique est sondé en profondeur. Le hoix de la longueurd'onde doit également être hoisi astuieusement vis-à-vis du omportement spetrosopique deertaines moléules (absorption, di�ration, . . . )Ave la SPR, une profondeur pouvant aller jusqu'à 450 nm peut être sondée à l'intérieur dudiéletrique. Or, il existe un lien fort entre la densité du milieu et son indie optique : d'après laloi de Gladstone 4.4, l'indie optique est une fontion roissante de la densité :
n2

s − 1

ρ
= onstante (4.4)Ainsi, si dans le volume d'interrogation la densité du milieu augmente � par aumulation demoléules (adsorption) et/ou par roissane de moléules sur la surfae � la densité super�ielledu milieu va augmenter, e qui va engendrer une modi�ation de l'indie optique super�ieldu milieu. Par exemple, si l'indie optique juste au dessus du �lm métallique est modi�é parl'adsorption de moléules (hybridation de monobrins d'ADN par exemple), un ajustement del'angle d'inidene va devoir être opéré pour que la ondition de résonane 4.3 puisse à nouveauêtre véri�ée. Ainsi, et ajustement peut permettre, en théorie, de quanti�er l'évolution de ns etdon de dérire l'état de surfae au dessus du métal. En e sens, la SPR est fondamentalementune tehnique qui informe de l'état de surfae d'un diéletrique.D'autre part, d'après la loi de Cauhy, l'indie optique d'un milieu homogène dépend égale-



134 Vers une mesure expérimentale de la onstante de vitesse intrinsèque
Métal utilisée pour la SPR ArgentLongueur d'onde λ = 630 nm λ = 850 nmlongueur de propagation (µm) 19 57Profondeur de pénétration dans le métal (nm) 24 23Profondeur de pénétration dans le diéletrique (nm) 219 443Métal utilisée pour la SPR OrLongueur d'onde λ = 630 nm λ = 850 nmlongueur de propagation (µm) 3 24Profondeur de pénétration dans le métal (nm) 29 25Profondeur de pénétration dans le diéletrique (nm) 162 400Tab. 4.1 � Caratéristiques prinipales des ondes de plasmon de surfae à l'interfae or/eau ouargent/eau.ment de la longueur d'onde λ de l'onde lumineuse selon :

ns = A+
B

λ2
, (4.5)où A et B sont des onstantes qui dépendent du milieu. C'est pourquoi la ondition de résonanedépend aussi de la longueur d'onde λ du faiseau inident. Ainsi est-il envisageable de faire varier

λ pour déteter la ondition de résonane (ela néessite un matériel performant et onéreux) mais,dans la plupart des dispositifs, l'onde inidente est monohromatique et 'est une variation del'angle θ qui est opérée.Évolution de la ourbe de ré�etane en fontion de l'état de surfaeLe protoole utilisé dans la tehnique de Résonane de Plasmon de Surfae est toujours lemême : la surfae métallique est d'abord traitée de façon à �xer ertaines moléules (formantle substrat initial) apables de réagir ave les moléules libres qui seront injetées (en volume)dans le diéletrique. Les interations moléulaires auront don néessairement lieu en surfae dumétal et pourront ainsi être suivies par SPR.La SPR permet ainsi l'étude de nombreux types d'interations :� En Physique :
• développement de nouveaux traitements de surfaes (étude de l'adsorption et/ou désorp-tion de moléules [93℄ [94℄, . . . ),
• étude de ertaines propriétés liées aux métaux (onstantes diéletriques [95℄, . . . ),
• autres réations physiques (hydratation de moléules en surfae [96℄, érosion de �lms depolymères biodégradables [97℄, porosité de ertains polymères).� En himie :
• réations de synthèse en himie organique (roissane de moléules, [98℄),
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• étude des propriétés de ertains atalyseurs solides,
• détetion et mesure de onentrations de gaz [99℄.� En biologie (bioapteurs [100℄) :
• interations protéines/protéines (enzymes, antiorps/antigènes [101℄[102℄, autres pro-téines [103℄),
• interations virus/antiorps [104℄,
• réations réepteurs/ligands dans les ouhes lipidiques [105℄,
• réations hormones/réepteurs [106℄,
• génotypage sur pue à ADN [107℄,
• . . .La grandeur mesurée dans un dispositif SPR est la ré�etane R, 'est à dire le rapport del'intensité ré�éhie Ir sur l'intensité du faiseau inident Io :

R =
Ir
Io

(4.6)La ré�etane est une mesure loale : elle re�ète un état de surfae moyen sur toute la zoneilluminée par le faiseau inident (voir �gure 4.2). Cette mesure est instantanée, elle peut donêtre réalisée en temps réel.La ré�etane est don une fontion de plusieurs variables :� des oordonnées (x, y) de la surfae sondée sur l'interfae� de l'angle θ du faiseau inident� de la longueur d'onde λ� du temps tOn peut don érire R(x, y, t, λ, θ) ou Ir(x, y, t, λ, θ) puisque nous allons travailler à intensitédu faiseau inident onstant. De plus, nous allons utiliser une soure (laser) monohromatiqueet l'impat du faiseau sera loalisé au entre de la ellule. Ainsi, il ne reste que le temps t etl'angle θ omme variables indépendantes du système et l'on érira alors R(t, θ).La forme typique de la ourbe de la ré�etane en fontion de θ, pour un état de surfaedonné, est du type de elle de la �gure 4.3.Comme on peut le voir sur la �gure 4.3, la ré�etane en fontion de θ possède un mini-mum (ii prohe de 0.3) qui orrespondant à la ondition de résonane de l'onde plasmon avel'onde optique. Nous appelerons "angle de résonane" θr l'angle qui orrespond à la ondition derésonane (orrespondant au minimum de R).La fontion Kps(ns) est une fontion roissante de ns, omme le montre la �gure 4.4. Ainsi,en supposant que l'expérimentateur se soit plaé à la ondition de résonane θ = θr et quel'indie super�iel ns augmente légèrement (par exemple par adsorption et/ou de la roissane demoléules en surfae), la fontionKps(ns) va augmenter aussi. La ondition de résonane 4.3 n'estalors plus véri�ée et il faut réajuster l'angle en l'augmentant pour retrouver à nouveau la relation4.3. On a don θr qui augmente (respetivement diminue) lorsque ns augmente (respetivementdiminue). Globalement, la forme de la ourbe ne varie don que très peu, seule une translationhorizontale est observée lorsque θr varie (�gure 4.5).
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θ sur tout un intervalle pour en trouver le minimum de R. Ce n'est don généralement pas leprotoole utilisé dans le adre du suivi d'une inétique.La proédure la plus utilisée est la suivante (voir �g. 4.5) : on e�etue d'abord un balayage de
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PSfrag replaements
Angle d'inidene (�)

Ré�etane
n′s
n′′s (> n′s)1

θ′r θ′′rθtFig. 4.5 � In�uene de l'indie supéer�iel ns sur la ré�etane R. n′s et n′′s sont deux valeurs de
ns (à titre d'exemple, n′′s > n′s).la ré�etane en fontion de l'angle d'inidene θ. On détermine alors l'angle θr(t = 0). Ensuite,on règle le faiseau de façon à hoisir un angle de travail θt qui se trouve sur la portion quasilinéaire de ourbe R(θ), qui est également la portion de ourbe la plus sensible pour la ré�etane.On �xe ensuite et angle pour toute l'expériene.La inétique est ensuite lanée : lorsque l'indie super�iel ns hange au ours du temps,la ourbe de la ré�etane en fontion de θ se translate horizontalement (ar θr est modi�é).Sahant que l'on travaille à angle �xé (θ = θt), 'est la ré�etane, don l'intensité du faiseauré�éhi (à un oe�ient près), que nous allons mesurer en fontion du temps.Comme notre angle de travail θt se trouve sur une portion de ourbe quasi linéaire, la variationde R(t) donne bien une image de la variation de θr(t) sans avoir besoin de reherher à haqueinstant (par un balayage méanique) l'angle de résonane θr. Cei est d'autant plus intéressantque l'intensité ré�éhie est très sensible aux variations de θr, don de ns.Exploitation des mesuresLa ourbe typique que l'on obtient lors d'une réation himique de apture (omme dans leas de l'ADN lorsque les ibles s'hybrident aux sondes �xes) est elle de la �gure 4.6. La grandeurmesurée est la ré�etane (l'angle de résonane étant relié à la ré�etane par une relation deproportionalité liée à la pente de la ourbe). Cette ourbe se divise en plusieurs parties :1. t < 0 : avant l'injetion des réatifs, la ré�etane R est onstante,2. t = 0 : injetion des réatifs. La ré�etane augmente brusquement, du fait d'un dép�t desproduits sur la surfae ou de la suspension de eux-i dans le volume d'interrogation. La
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début de la inétique�n de lainétique lavage

Fig. 4.6 � Courbe type de inétique suivie par SPR. Cette ourbe a les mêmes variations quel'on regarde la ré�etane ou l'angle de résonane θr (fateur de proportionnalité entre es deuxgrandeurs).réation himique étudiée n'a don pas ommené,3. inétique : la réation himique se déroule et R varie,4. �n de la réation : la ré�etane reste onstante,5. lavage pour élimination des moléules n'ayant pas réagi : diminution de la ré�etane �nale.Comme on le voit très lairement sur et exemple, il est néessaire de bien séletionner labonne portion de ourbe pour pouvoir interpréter la inétique de la réation. Par exemple, laportion de ourbe n�2 n'est pas liée à la himie ; elle est simplement due à l'apport de matièredans le milieu, e qui modi�e assez brusquement l'indie du milieu (augmentation de l'indie desurfae, don de l'angle de résonane ou de la ré�etane). Par ontre, la portion de ourbe n�3est bien elle liée à la inétique de réation : elle est terminée lorsque plus auune variation desgrandeurs physiques n'est observée (portion 4).Sur les portions 1 et 5, on peut noter que l'ajout de matière ou son extration par lavagemodi�e l'indie de surfae, don la ré�etane R, à ause des moléules qui viennent par gra-vitation se déposer à l'interfae metal/diéletrique. Il est don souhaitable de travailler sousadvetion de �uide, ar le �ux devrait alors empêher le dép�t de matière sur l'interfae. Lesportions "génantes" sont alors très diminuées, e qui représente une amélioration. Toutefois, ilfaut tenir ompte de ette advetion dans la inétique de la réation ar un tel réateur n'est paséquivalent à un réateur "statique". Dans notre as, nous allons introduire l'advetion haotiquepour améliorer l'e�aité du mélange. Nous serons don dans le as où les portions gênantes dela ourbe vont devenir négligeables.



4.1 LA SPR ou Résonane par Plasmon de Surfae 1394.1.3 Sensibilité de la SPRPour la SPR, la sensibilité est dé�nie par la dérivée du paramètre SPR mesuré (par exemplel'angle de résonane) par rapport au paramètre déterminé (indie du milieu). La résolution d'unapteur est la plus petite variation expérimentalement observable de la grandeur à mesurer grâeà elui-i. Elle est limitée par le niveau du bruit de fond que l'instrument est apable de déteter.Comme la ré�etane est une grandeur physique qui dépend, outre de l'état de surfae dudiéletrique, de l'angle θ et de la longueur d'onde λ, on peut alors étudier les modi�ations dela ourbe de ré�etane :� soit par étude des variations de l'angle de résonane [108℄ (à λ �xé),� soit par étude de la ré�etane à angle θt et longueur d'onde λ �xés [99℄ (méthode disutéedans le paragraphe "Protoole d'expériene"4 et utilisée pour le suivi de inétique en tempsréel),� soit par reherhe de la longueur d'onde de résonane [109℄ (longueur d'onde pour laquelleà θ �xé, il y a résonane, méthode rarement utilisée dans la on�guration de Krethmann).Parmi les reherhes sur la SPR [9℄[110℄[111℄, on trouve les données du tableau 4.2 pour lasensibilité et la résolution des di�érentes tehniques SPR selon la méthode de mesure utilisée.Pour toutes es méthodes, la sensibilité peut don être exprimée en deg.RIU−1 (RIU = RefrativeIndex Unit, Unité d'Indie de réfration).Dans e tableau, il est question d'un autre type de montage de SPR, basé sur le ouplagede l'onde optique par un réseau. Dans e montage, le faiseau lumineux traverse d'abord lediéletrique pour ensuite être di�raté par le réseau. La di�ration permet de travailler surplusieurs modes du rayon ré�éhi, et don plusieurs longueurs d'ondes (un exemple d'utilisationest dérit par Cullen et al. [112℄).En�n, un troisième montage à base de guide d'onde est parfois utilisé (non disuté dansles tableaux i-dessous) : l'onde lumineuse est apportée par une �bre optique par ré�exionssuessives le long du diéletrique. L'avantage de ette troisième façon de proéder est la grandesurfae d'illumination de l'éhantillon, mais dans la pratique l'analyse est beauoup plus omplexeà mettre en oeuvre (première desription du dispositif par Jorgenson et al. [113℄).On peut remarquer également dans e tableau que dans le as de l'interrogation de l'angle derésonane, la sensibilité augmente lorsque λ diminue, alors que 'est le ontraire pour les autrestypes d'interrogation. La sensibilité est par ailleurs toujours supérieure dans le montage aveprisme que dans elui utilisant un réseau.Ce qui est très intéressant dans l'appliation de la SPR aux bioapteurs, 'est que l'ondeévanesente est extrêmement sensible aux variations de l'indie super�iel ns du diéletrique.D'autre part, il est remarquable que la mesure puisse se faire sur une éhelle spatiale très petitedans la limite de propagation de l'onde. Cette sensibilité élevée est intéressante dans le as desbioapteurs, puisque la moindre biomoléule qui interagit au voisinage de la ouhe de métalinduit un hangement de la densité du volume d'interrogation, e qui onduit inélutablement àune modi�ation de ns. À titre d'exemple, le dépot d'une ouhe de 1 nm de moléules sur lasurfae engendre une modi�ation de 4% de la ré�etane (dans le as λ = 660 nm et n2 = 1.41omme dans le as de l'ADN dans l'eau).Comme la SPR ne permet pas en général de déterminer la distribution spatiale de l'indie4voir page 136
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Méthode de détetion Interrogation de l'angleSystème optique utilisépour l'exitation des ondesde plasmon de surfae Sensibilité Résolution(deg.RIU−1) (RIU)
λ = 630 nm λ = 850 nm λ = 630 nm λ = 850 nmCapteur SPR à base deprisme 191 97 5 × 10−7 1 × 10−6Capteur SPR à base de ré-seau 43 39 2 × 10−6 2 × 10−6Méthode de détetion Interrogation de la longueur d'ondeSystème optique utilisépour l'exitation des ondesde plasmon de surfae Sensibilité Résolution(deg.RIU−1) (RIU)
λ = 630 nm λ = 850 nm λ = 630 nm λ = 850 nmCapteur SPR à base deprisme 970 13800 2 × 10−5 1 × 10−6Capteur SPR à base de ré-seau 309 630 6 × 10−5 3 × 10−5Méthode de détetion Interrogation de l'intensitéSystème optique utilisépour l'exitation des ondesde plasmon de surfae Sensibilité Résolution(deg.RIU−1) (RIU)
λ = 630 nm λ = 850 nm λ = 630 nm λ = 850 nmCapteur SPR à base deprisme 3900 15 000 5 × 10−5 1 × 10−5Capteur SPR à base de ré-seau 1100 4400 2 × 10−4 5 × 10−5Tab. 4.2 � Sensibilité théorique de la SPR dues aux variations de l'indie de réfration dudiéletrique (RIU = Refrative Index Unit, Unité d'Indie de réfration). D'après [9℄



4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une ellule à advetionhaotique. 141super�iel ns (puisque la mesure est une moyenne sur le volume d'interrogation), ette tehniqueest généralement assoiée à d'autres instruments qui peuvent apporter un omplément d'informa-tion, telle la mirosopie à fore atomique. Cependant, ette dernière méthode ne permet qu'unemesure à des instants pontuels (généralement lorsque la réation himique est terminée) et nonpas en temps réel, omme la SPR le permet.4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une elluleà advetion haotique.Lorsque M. Vinent Aimez et M. Paul Charette5, tous deux Professeurs au Départementde génie életrique et de génie informatique à l'Université de Sherbrooke, sont venus à l'ÉoleCentrale dans le adre d'une ollaboration ave l'Institut de Nanotehnologie de Lyon (INL), ilsont parlé de leurs di�ultés de suivre en temps réel par SPR une inétique de synthèse de laBradykinine [98℄.Leur problème avait pour origine la préipitation du atalyseur de la réation au ontat del'oxygène de l'air et l'aumulation au fond du réateur du préipité obtenu par ette réationparasite, e qui faussait omplètement les mesures par SPR. Par ailleurs, les réatifs venaients'aumuler dans les tuyaux lorsqu'ils utilisaient un système d'advetion (ontinue) utilisant despompes, e qui diminuait d'autant la quantité utile de réatifs pour la réation himique. En�n,omme la synthèse de la Bradykinine est une suite de réations longues réalisées sur l'espaed'une journée (du fait d'une inétique himique lente), il aurait été souhaitable d'aélérer elle-i ave, par exemple, un système améliorant l'e�aité de l'interation entre les moléules (ensurfae ii).Nous leur avons don proposé de tester un dispositif de mélangeur à advetion haotiquedans le but d'améliorer leur tehnique de détetion et, pour nous, de tester l'e�aité en ondi-tions réelles d'un tel mélangeur. C'est ainsi qu'a débuté ette ollaboration qui m'a permisd'e�etuer un stage au Canada. Mon stage s'est déroulé d'otobre à déembre 2007 dans laville de Sherbrooke, dans la provine du Québe. M. Vinent Aimez et M. Paul Charette m'ontenadré durant e stage, et j'ai travaillé ave Vinent Chabot, alors en Master. La onep-tion et réalisation de la hambre à advetion haotique s'est faite à l'Université de Sherbroohe(http ://www.usherbrooke.a) et les mesures se sont déroulées au Centre Hospitalier de l'Uni-versité de Sherbrooke (CHUS), dans le laboratoire de M. Grandbois, sur un montage SPR déjàexistant.Dans le paragraphe qui va suivre, nous allons expliquer omment nous avons réalisé uneinétique dont nous avons suivi l'évolution par SPR. Nous avons ainsi pu tester l'e�aité d'unmélangeur à advetion haotique par omparaison à une hambre de réation statique.5Département de génie életrique et de génie informatique,Université de Sherbrooke, 2500 boul. Université,Sherbrooke Québe Canada J1K 2R1Vinent.Aimez�USherbrooke.aPaul.Charette�USherbrooke.a



142 Vers une mesure expérimentale de la onstante de vitesse intrinsèque4.2.1 Dispositif expérimental SPR mis en plae à l'Université de SherbrookeLe dispositif expérimental SPR a été entièrement monté par Vinent Chabot [98℄[114℄[115℄[116℄.Une shéma simple de l'expériene est montré �gure 4.7.
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ordinateur + logiiel deontr�le et d'aquisition laser +polariseur2 moteurslame de verreave �lm métallique hambre de réation(statique ou dynamique)prismeanalyseur +apteur CCD
Dispositifs de ontr�leet d'aquisition(moteurs, améra CCD) Alimentations(moteurs, apteur CCD, laser)Fig. 4.7 � Montage SPR utilisé à l'Université de Sherbrooke.Ce dispositif est elui de la on�guration de Krethmann présentée plus haut (voir la �gure4.1). Deux moteurs o-axiaux dirigent deux bras sur lesquels sont �xés sur l'un l'ensemble {laser+ polariseur} et sur l'autre un ensemble {analyseur + apteur CCD}. Ces moteurs, dotés d'unegrande préision angulaire, sont alimentés par une soure de puissane externe et sont ontroléspar l'ordinateur via le logiiel LabVIEW. Le apteur CCD est lui aussi alimenté par une soureexterne, et le signal de sortie est envoyé sur le même ordinateur. Le prisme équilatéral est enverre, et la ouhe métallique d'une épaisseur de 45 nm est faite d'or.Le réateur himique utilisé avant mon arrivée était simplement en polystyrène et possédaitun petit ouverle d'où l'on pouvait injeter les réatifs. Le fond de la avité était ouvert pourque les réatifs rentrent en ontat ave l'interfae en métal. Le logiiel, développé entièrementpar Vinent Chabot6 [117℄, permet de :� sanner l'angle θ a�n d'en reherher θr ;� séletionner un angle de travail θt ;� suivre en temps réel la ré�etane en fontion du temps ;� suivre en temps réel la ré�etane en fontion de la température.Les référenes des instruments du montage sont :� moteurs de préision angulaire nanométriques, Thorlabs In., USA, réf : NR360S ;� laser à diode 4 mW, spetre entré sur 635 nm, Thorlabs In., USA, réf : LMD 635 ;� photodéteteur, fenêtre optique 400 − 1100 nm, temps de montée : 45 ns, Thorlabs In.,USA, réf : DET100A ;� �ltre monohromatique pour améra CCD, 635 nm ;6vinent.habot�USherbrooke.a



4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une ellule à advetionhaotique. 143� polariseurs ;� prisme équilatéral en verre, 50 mm, Melles Griot, USA, réf : BK7 glass ;� logiiel LabVIEW + arte de ontr�le et d'aquisition ;� gel pour interfae prisme/verre, Cargille Laboratories, New Jersey, USA.4.2.2 Cellule d'advetion haotique et protoole de mélangePour véri�er les performanes du mélangeur par advetion haotique, il a fallu onstruire unehambre d'éoulement adaptée à l'injetion/extration de �uide. Plusieurs onditions devaientêtre respetées : d'une part, la ellule devait être petite puisque la mesure SPR est une mesureloale (quelques mm2. D'autre part, nous souhaitions que le dispositif de mélange soit adaptéà des réations beauoup plus générales que elles utilisant l'ADN (par exemple des pues àprotéines, pues à sures, pues à ADN, . . . ). Dans ette optique, nous aurions pu utiliser lemême type de ellule retangulaire ave 4 puits ou soures étudiée dans le hapitre 2, en utilisantle protoole de mélange B que nous avons imaginé et étudié dans le hapitre préédent. Nousaurions alors obtenu d'exellents résultats de mélange en aord ave les simulations numériquesentreprises dans ette thèse. Cependant, si nous avions proédé ainsi, nous nous serions retrouvéfae au même problème que elui de l'équipe de Vinent Aimez, à savoir le passage des réatifsdans les tuyaux et éventuellement leur ontamination : en e�et, dans le as du protoole B, lespompes ne fontionnent que dans un seul sens, e qui aurait induit néessairement le passage deréatifs par les tuyaux.La solution au problème serait d'utiliser le protoole A puisque dans e as, les partiules�uides feraient non seulement un va-et-vient dans les tuyaux, mais grâe aussi à un système deréservoirs, elles ne passeraient pas du tout par les tuyaux. Or nous avons montré dans le hapitre2 que e protoole n'est pas très performant : il laisse apparaître des zones mortes quelle que soitla période utilisée, et les setions de Poinaré sont peu homogènes.Pour remédier à e problème, Hertzsh et al [45℄ ont suggéré de n'utiliser que 3 puits/souresdans le mélangeur, modi�ant de e fait toutes les lignes de ourant par rapport à un dispositifà 4 puits/soures. La disposition de es trous augmente la transversabilité des lignes de ourantdes di�érentes phases e qui devrait améliorer le mélange, surtout au entre de la hambre. C'esten s'inspirant de ette publiation que nous avons déidé de réer une nouvelle on�guration demélangeur. Celui-i est don basé sur 3 puits/soures de �uide disposés sur un triangle équilatéral.La géométrie de la hambre (toujours de faible hauteur) est irulaire. Les injetions/extrationsde �uide se font par trois injeteurs prohes de la périphérie de la hambre (�gure 4.11). Troisréservoirs de �uide sont onnetés aux injeteurs : ils empêhent que les réatifs ne puissentaéder aux tuyaux et les ontaminer. Le protoole utilisé s'inspire de notre protoole A (ave lemême prinipe de l'injetion/extration par seringues).Le design et les dimensions de la ellule �uidique sont représentés sur la �gure 4.8. Des vues3D et en oupes de ette même ellule sont représentées sur la �gure 4.9. La hambre fabriquéeà l'éhelle 1 : 1 est montrée �gure 4.10. Elle a été réalisée en PEEK. Nous utilisons toujours2 pompes péristaltiques (Insteh Laboratories In., réf : P625/66) et les tuyaux font 0.15 mmde diamètre. Ces derniers sont reliés à des onneteurs de marque Uphurh. Un onneteuren T permet la onnexion de 2 tuyaux à la 3ème sortie de la hambre. Le shéma du dispositifd'advetion est elui de la �gure 4.11. L'ensemble du dispositif expérimental est présenté �gures4.12 et 4.13.
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Fig. 4.8 � Dessin tehnique de la hambre d'advetion.



4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une ellule à advetionhaotique. 145La hambre a les aratéristiques suivantes :� diamètre de la hambre : 8 mm� hauteur de la hambre : 500 µm� volume de la hambre : 25 µL� volume de �uide dans un réservoir : à �xer.� diamètre des injeteurs : 1 mmLe protoole de mélange est périodique (période T ), et haun des yles de mélange ontientii 3 phases (�gure 4.11) :� pour 0 < t < T/3, la pompe I fontionne dans le sens 1. Le trou i est une soure et le trouii est un puits de �uide (iii est inatif)� pour T/3 < t < 2T/3, la pompe II fontionne dans le sens 2. Le trou ii est une soure etle trou iii est un puits de �uide (i est inatif)� pour 2T/3 < t < T , les pompes I et II fontionnent dans le sens 3. Le trou iii est unesoure et le trou i est un puits de �uide (ii est inatif)L'ensemble {pompe + tuyaux} permet de ouvrir une gamme de débits q omprise entre
0.5 mL/min et 10 mL/min. Par analogie ave les as onnus de bon mélange (d'après nossimulations), nous allons nous plaer dans le as où le volume déplaé pendant haque yleorrespond environ au volume de la hambre (don le volume déplaé lors de haque phaseorrespond au tiers du volume de la hambre ; pour éviter qu'une bulle d'air ne puisse rentrerdans la hambre on remplit le réservoir ave un volume de �uide supérieur). Les temps defontionnement de la pompe pendant haque phase sont don ompris entre 0.05 s et 1 s. Nousallons don hoisir le débit minimal (q = 0.5 mL/min) pour avoir le temps de fontionnement leplus long (T/3 = 3 s) ar la méanique des pompes est peu disposée à supporter des phases defontionnement trop ourtes.4.2.3 Réation himique suivie par le dispositif SPR.La réation himique que nous avons utilisée pour étudier l'e�aité du mélangeur n'est pasà proprement parler une réation d'hybridation de monobrins d'ADN sur une pue. En e�et,nous devions utiliser une réation simple et rapide à mettre en plae en vue de réaliser et répéterplusieurs tests à moindre oût. D'autre part, la fabriation de pues à ADN aurait été nonseulement onéreuse mais surtout, elle aurait pris beauoup de temps pour le laboratoire qui n'estpas spéialisé dans e domaine. La réation sur laquelle s'est portée notre attention est don uneréation simple à mettre en plae, su�samment lente pour que l'on puisse suivre sa inétiquemais su�samment rapide pour en réaliser plusieurs dans une journée, et qui donne un signalfailement mesurable par SPR.Dans un premier temps, omme toujours en SPR, il s'agit de fontionnaliser la plaque deverre métallisée (la métallisation a onsisté à déposer une épaisseur de 45 nm d'or) pour quela réation himique suivie puisse se dérouler en surfae : un aminosilane est �xé d'après laréation de la �gure 4.14 sur la surfae métallique. La plaque est ensuite déposée sur le prismedu dispositif SPR. La hambre est plaée sur l'ensemble de telle façon que la plaque métallisée (etainsi fontionnalisée) forme la paroi inférieure de la hambre d'advetion. La hambre est ensuiteremplie de solution tampon orrespondant aux onditions de pH néessaires à la réation.La réation suivie par SPR est elle de NHS − PEG − BOC, maromoléule de polymère,agissant sur l'amine de l'aminosilane. La maromoléule libre va don réagir en surfae, e qui
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Vue de �té Vue de �té
Vue en oupe ave anal d'insertiondes réatifs Vue en oupe des autrestrous d'injetions

Vue de dessus Vue de dessous

Vue en perspetive Zoom sur la hambrede réation

Fig. 4.9 � Vues et oupes 3D de la ellule �uidique onstruite et utilisée pour le suivi SPR(remarque : le �letage pour les onneteurs n'a pas été représenté).
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Vue de dessus Vue de dessousFig. 4.10 � Photo de la hambre d'advetion haotique fabriquée á l'Université de Sherbrooke.
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pompe II
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1
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i ii

iiiPSfrag replaementsFig. 4.11 � Shéma du protoole d'advetion haotique utilisé dans e hapitre (3 phases pendanthaque yle).va modi�er la ré�etane de façon signi�ative. La terminologie employée est la suivante : le
NHS est le N-hydroxysuinimide, le PEG est du polyéthylène glyol et le BOC est du tert-Butylarbamate.4.2.4 Protoole expérimental suiviComme il a déjà été expliqué dans le paragraphe 4.1.2, la proédure normale de suivi entemps réel de la inétique de réation aurait été de suivre l'évolution de la ré�etane en fontiondu temps t, à angle θt �xé. Cependant, nous n'avons pas pu proéder ainsi pour la raison sui-vante : ave le système d'advetion haotique, l'ordinateur assoié à l'expériene devait aueillir2 programmes : elui du pilotage des pompes (pour le mélange) et elui gouvernant le dispositifSPR (pilotage des moteurs et aquisition des mesures). Or l'interfae matérielle ne peut êtrepilotée par deux programmes à la fois : nous ne pouvions don pas faire fontionner les pompeset reueillir en même temps le signal de la ré�etane. Nous les avons don fait fontionner su-
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Dispositif global

Dispositif de mesureFig. 4.12 � Dispositif expérimental (1/2).
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Dispositif d'advetion haotique

Dispositif optiqueFig. 4.13 � Dispositif expérimental (2/2).
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Fig. 4.14 � Étape de fontionnalisation de la surfae.

Fig. 4.15 � Réation himique suivie par SPR.essivement : ainsi, toutes les 10 min exatement, nous avons stoppé le dispositif de mélangepour réaliser un san angulaire de la ré�etane, puis nous avons redémarré le mélange, et ainside suite pendant 1 heure (le shéma expérimental est don : san angulaire → mélange → sanangulaire → mélange → . . . ). Ainsi, les étapes expérimentales d'une expériene omplète sontles suivantes :1. t < 0 : remplissage de la avité de solution tampon ou d'eau,2. t < 0 : 1èremesure (san angulaire),3. à t = 0 : insertion du PEG + délenhement du protoole de mélange (pompes),4. mesure (san angulaire) toutes les 10 min (arrêt des pompes pendant la mesure),5. à t = 60 min : rinçage de la hambre à la solution tampon neuve,6. re-remplissage de solution tampon neuve ou d'eau,7. dernière mesure (san angulaire).La réation himique se déroule pendant les étapes 3 à 5. D'après e protoole expérimental,le suivi de inétique n'est don pas tout à fait en temps réel, mais nous avons quand même aèsà l'information sur le système toutes les 10 min. Il est lair qu'un travail de fusion des deuxlogiiels de pilotage des pompes et de mesure aurait permis un véritable suivi instantané de laréation, mais le fait que je onnaissais très peu le programme de ommande du dispositif SPR,assoié au peu de temps qui me restait jusqu'à la �n du stage, m'a inité à renoner à ette tâhe.
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(a) (b) ()Fig. 4.16 � Comparaison du mélange expérimental dans le as de a) la di�usion pure (résultatpour t = 15 min) et b) le as du mélange par advetion haotique (résultat à t = 1 min, T = 9 s).En ), setion de Poinaré du mélange (faux 3D). Le olorant utilisé est d'origine alimentaire etson injetion est réalisée par le trou inférieur gauhe sur la photo.4.2.5 Premiers résultats expérimentauxVéri�ation de l'homogénéité du mélangeComme le protoole de mélange utilisé dans ette partie est légèrement di�érent des deuxprotooles (A et B) présentés et étudiés dans le hapitre 2 (3 phases par période ontre 4 ou 2dans le hapitre 2), j'ai voulu véri�er l'e�aité du mélange seul à l'aide de olorant alimentaire,et j'ai omparé le résultat aux setions de Poinaré équivalentes. Les résultats sont regroupés surla �gure 4.16.En omparant es trois �gures, on on�rme bien que la vitesse de mélange est bien plus rapidedans le as de l'advetion haotique par rapport au as de di�usion pure. Par ailleurs, on noteque le mélange est assez homogène sur toute la surfae de la hambre, en aord ave la setionde Poinaré orrespondante.Résultats de inétiqueComparaison Mélange/Di�usion pure La �gure 4.17 montre les ourbes de ré�etane enfontion de θ à t < 0 et t > 60 min (après rinage) pour la di�usion pure et les mêmes pourl'advetion haotique. Les deux surfaes fabriquées pour haune de es deux expérienes étantlégèrement di�érentes (épaisseur du dép�t de métal légèrement di�érente, traîtement himique desurfae légèrement di�érent), il est normal qu'une paire de ourbe ait une ré�etane maximaledi�érente de elle de l'autre paire. D'autre part, même si les deux expérienes se sont dérouléesdans le même milieu (la solution tampon), e n'est pas le as pour les deux paires de mesuresavant réation et après lavage (l'eau pour la di�usion pure et solution tampon pour l'advetionhaotique). Ces milieux ayant un indie optique di�érent, les paires de ourbes sont assez déaléesl'une de l'autre horizontalement (sens ↔). Cependant, omme on ompare l'avanement à t =
60 min relativement à la ourbe obtenue à t = 0, es di�érenes ne omptent pas.
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Fig. 4.17 � Premier résultat expérimental : omparaison du signal SPR avant et après réationpour le as d'une di�usion pure et dans le as du mélange par advetion haotiqueOn onstate sur la �gure 4.17 que l'éart t = 0/t = 60 min est bien plus large dans le as dumélange par advetion haotique que dans le as de la di�usion pure. Cela signi�e que la surfaefontionnalisée a beauoup mieux réagi ave le mélange par advetion haotique que sans. Cerésultat est bien onforme ave les résultats donnés par les simulations numériques de ette thèse,à savoir que nous savons maintenant expérimentalement qu'un mélange e�ae permet de réelsgains en temps de réation par rapport à la di�usion pure.Pour estimer la gain obtenu, il aurait fallu par exemple mesurer les variations de l'angle derésonane orrespondant au minimum des ourbes entre t = 0 et t = 60 min pour les deux as.Or ette mesure d'angle n'est pas possible en pratique dans le as du mélange par advetionhaotique, ar et angle de résonane se trouve en dehors de la gamme d'angles balayée par ledispositif. Pour estimer le gain, je me suis don �xé une ré�etane et j'ai mesuré la variation del'angle entre les ourbes. Cette estimation indique qu'un fateur de l'ordre de 2 en quantité deproduit formé a été gagné grâe à l'advetion (e rapport varie entre 1.8 et 2.15 selon la portiondes ourbes que l'on exploite). Ce fateur 2 est évidemment déevant, et on peut avaner uneexpliation à e résultat : nous avons réalisé les deux expérienes sur un intervalle de 1 heurehaune. Or on peut se demander si la réation ave advetion haotique n'était pas trop rapideet a don atteint son avanement maximal en très peu de temps, alors que elle ave di�usionpire, bien que plus lente, a rattrappé son retard pendant toute la durée restante. Cette hypothèse,peu évidente au début, n'a pas pu être véri�ée par la suite.Avanement de la réation en di�usion pure Si l'on représente les di�érentes ourbes dela ré�etane (en fontion de θ) à haun des temps suessifs de mesure, on obtient la �gure



4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une ellule à advetionhaotique. 1534.18. Un zoom sur la portion linéaire des ourbes est montré sur la �gure 4.19. On onstateque les ourbes se déalent vers la droite au fur et à mesure du temps : e déplaement estreprésentatif de l'avanement de la réation (augmentation de la ouverture de la surfae de laellule SPR et/ou de l'épaisseur de produit formé). Comme on l'a déjà plusieurs fois expliqué, unmoyen d'estimer l'avanement de ette réation est de se �xer un angle de travail θt (= 73�) etregarder l'évolution de la ré�etane en fontion du temps (�gure 4.20a). Un autre moyen est deregarder l'évolution de l'angle de résonane θr en fontion du temps. Or ii, la gamme d'anglesbalayés par le dispositif SPR ne permet pas de déterminer préisément et angle de résonane :à la plae, nous allons suivre l'évolution en fontion du temps de l'angle orrespondant à unevaleur de la ré�etane �xée (R = 0.5, �gure 4.20b).
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Fig. 4.18 � Évolution de la ré�etane au ours du temps pour la di�usion pure. Pendant laréation, la mesure se fait ave de la solution tampon omme milieu.J'ai tenté d'ajuster les ourbes de la �gure 4.20 par une exponentielle. Certes le modèleonvient plut�t bien (surtout pour la �gure 4.20b). Une estimation grossière du temps araté-ristique d'évolution (d'après l'extrapolation de la ourbe) donne :

1

τdiff
PEG

= (18 min)−1 ≈ 9 × 10−4 s−1 = 3.2 h−1 (4.7)Compte-tenu de la valeur de τdiff
PEG obtenue, on devrait avoir atteint un plateau à t = 60 min, equi n'est pas totalement lair sur les résultats expérimentaux. Il aurait sans doute fallu ontinuerl'expériene sur une plus grande durée.D'autre part, à partir de la valeur de τdiff

PEG, il est théoriquement possible de remonter à uneonstante de vitesse grâe à la relation déjà vue de nombreuses fois dans ette thèse (nous avons



154 Vers une mesure expérimentale de la onstante de vitesse intrinsèque

 0.5

 0.505

 0.51

 0.515

 0.52

 72.6  72.8  73  73.2  73.4

PSfrag replaements R

θ (�)
Di�usion t = 0Di�usion t = 10 minDi�usion t = 20 minDi�usion t = 30 minDi�usion t = 40 minDi�usion t = 50 minDi�usion t = 60 min

Fig. 4.19 � Zoom de la �gure 4.18 : le déplaement des ourbes est dû à l'avanement de laréation.gardé les mêmes notations que dans les hapitres préédents) :
1

τdiff
PEG

= kdiff
PEG[S]0 (4.8)Cependant, il n'est absolument pas faile dans notre as de déterminer [S]0 ar la �xation desmoléules en surfae s'est faite lors d'un traitement global de surfae, et non pas pontuellementomme pourrait l'être la �xation de sondes sur le pue. Il y a don une grande inertitude sur lavaleur de [S]0.D'autre part, omme nous l'avons disuté dans le hapitre préédent, ette réation est li-mitée inétiquement par le phénomène de di�usion, et e n'est don pas la onstante de tempsintrinsèque de réation qui est mesurée. De là naît l'intérêt d'utiliser l'advetion haotique pourréduire l'e�et limitant du transport, et ainsi aluler la onstante intrinsèque de vitesse. C'est eque nous proposons de faire maintenant.Avanement de la réation grâe à l'advetion haotiqueLa �gure 4.21 montre l'évolution au ours du temps de la ré�etane dans le adre du mélangepar advetion haotique. En faisant un zoom sur les ourbes 4.22, on note lairement des positionserratiques des ourbes qui représentent haune un temps de mesure : par exemple la ourbe dela ré�etane pour t = 20 min se retrouve entre les ourbes pour t = 0 min et t = 10 min, e quin'est pas logique. Ces ourbes sont don inexploitables pour des mesures de inétique.Une hypothèse peut expliquer e résultat : lorsque nous avons fait fontionner le mélangeurpour étudier l'e�aité du mélange seul grâe au olorant (voir i-dessus), nous avons pu souvent
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(a) (b)Fig. 4.20 � Exploitation de la �gure 4.19 : a) évolution de la ré�etane R en fontion du tempspour un angle de travail donné (θt = 73�) b) évolution de l'angle θ en fontion du temps pourune ré�etane donnée (R = 0.5). On remarque que les ourbes sont sensiblement les mêmes.
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Fig. 4.21 � Évolution de la ré�etane au ours du temps pour l'advetion haotique. Toutes lesourbes ont été traées ave la solution tampon omme milieu remplissant le réateur.onstater l'existene de bulles d'air à l'intérieur de la hambre de réation. Cette hypothèse estonfortée par les grandes disparités d'éhelles de ré�etane entre ertaines ourbes : le leteurpourra par exemple omparer la ourbe représentant la ré�etane pour t = 40 min ave elle de
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Fig. 4.22 � Zoom de la �gure 4.21.la ré�etane pour t = 20 min. Cette grande di�érene peut s'expliquer par un milieu di�érentdans le volume d'interrogation au moment de la mesure (air et solution tampon par exemple).Ces bulles résultaient soit d'un remplissage initial imparfait de la avité (grâe à une pipettepar le trou de remplissage), soit par l'apport de bulles d'air par les pompes lors de leur fon-tionnement pendant le mélange, soit peut-être à ause de la porosité du joint entre la avitéet la lame. Il faut savoir que l'opérateur ne peut pas ontr�ler la présene ou non de bulles àl'intérieur de la hambre, puisqu'une fois la avité fermée par la surfae métallisée, il n'y a plusmoyen de voir e qui se passe à l'intérieur (alors que ela l'était lors du test de mélange seul,puisque une simple lame de verre transparente fermait la avité, e qui a permis de faire quelquesphotos et vidéos). Il est d'ailleurs fort probable que les bulles aient empêhé la réation d'avoirlieu dans les onditions optimales. Conernant les pompes, on peut suspeter un fontionnementdissymétrique ave des volumes d'injetion di�érents des volumes d'extration.Le problème lié à es bulles a vraiment été pénalisant : je n'ai pas trouvé le moyen de lesempêher d'apparaître, sinon de reommener l'expériene (tout vider, tout nettoyer, tout re-préparer). Une solution envisagée (mais non réalisée ompte tenu de la durée de stage restante),aurait été de modi�er la hambre de mélange en réant un ouverle sur le dessus pour éventuel-lement éliminer es bulles (grâe à une seringue par exemple). Pare que le temps m'était ompté(une semaine séparait la �n de la fabriation du mélangeur et mon retour pour la Frane), et pareque je n'étais pas le seul à disposer du montage SPR, je n'ai pas pu réaliser d'autres expérienesde mesure SPR. L'étude expérimentale s'ahève don sur e seul résultat, ertes enourageant(ave une seule expériene on a pu montrer une amélioration par advetion haotique), mais pastotalement �nalisée (pas de inétique en temps réel).



4.2 Suivi par SPR de la inétique d'hybridation dans une ellule à advetionhaotique. 157RésuméDans e hapitre, nous avons fait onnaissane ave un outil optique non intrusif de suivi deinétique himique de surfae : la résonane de Plasmon de Surfae. Ce dispositif réussit la dé-tetion de très faibles variations d'indie optique au niveau d'une interfae métal/diéletrique,e qui permet de suivre en diret l'évolution d'une réation himique de surfae, telle que l'hy-bridation sur pues à ADN. De e fait, 'est un outil beauoup plus ommode et simple à utiliserque la méthode traditionnelle utilisant la �uoresene induite qui néessite en amont une grossepréparation des réatifs (�uoresene induite ou FRET).Nous avons assoié à e montage notre dispositif de mélange par advetion haotique. Pourela, il a fallu onstruire une avité irulaire de très petite dimension (1 cm de diamètre pour
0.5 mm de hauteur) perée de trois trous par lequel le �uide est injeté ou extrait de manièrepériodique grâe à deux pompes péristaltiques. Le protoole de mélange a été légèrement mo-di�é par rapport aux deux protooles étudiés dans le hapitre 2 pour pouvoir être adapté auxontraintes demandées par l'équipe de Vinent Aimez et Paul Charette qui ne voulait pas queles produits puissent passer dans les tuyaux (raisons de ontamination).Pour tester le mélangeur, nous avons d'abord véri�é l'e�aité du mélange seul (grâe à unolorant) ave et sans advetion haotique : omme prévu, le mélange s'est montré nettement pluse�ae grâe à l'éoulement que par rapport à la di�usion pure. Nous avons ensuite mis à pro�tnotre mélangeur sur une réation himique de surfae (mais pas une hybridation pour des raisonspurement tehniques). Nous avons pu aluler une "onstante de vitesse" en di�usion pure (donune mesure de la di�usion, puisqu'on sait depuis le hapitre préédent que 'est elle-i qui limitela réation omplète).Pour la mesure de inétique dans le adre de l'advetion haotique, nous nous sommes heurtésau problème (non résolu) de la présene de bulles malgré ou à ause de l'intégration de réservoirsde �uide en amont des trous d'injetion. Les résultats mesurés se sont montrés omplètementhaotiques (pour une fois, 'est regrettable !) et sans grande ohérene. Nous n'avons don paspu les exploiter pour en tirer une estimation de la valeur de la onstante de vitesse intrinsèque.
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Chapitre 5Résumé et perspetivesAprès avoir rappelé la struture de la moléule d'ADN ainsi que sa fontion, nous avonsdérit le prinipe de la pue à ADN. Nous avons alors bien ompris que pour que les pues àADN délivrent le signal le plus �able et le plus rapide possible, il fallait développer un systèmede mélange a�n que les ibles libres d'ADN à analyser puissent tester toutes les sondes de lapue en un temps raisonnable.Nous avons alors vu que si l'on ne devait ompter que sur la di�usion pour disperser es iblesau dessus de la pue, le mélange aurait pris plus d'une dizaine d'heures, alors que l'idéal seraitqu'un patient qui donne un peu de son ADN puisse avoir un diagnosti en quelques minutes.Il faut don aélérer la probabilité de renontre ibles/sondes en réant un éoulement, 'estpourquoi nous avons eu l'idée de plaer la pue dans une hambre d'éoulement. Comme lesdimensions de la pue à ADN sont très petites (de l'ordre du entimètre pour les dimensionslatérales et du dixième de millimètre pour la hauteur de la hambre), l'éoulement dans e typede avité est quasi-bidimensionnel et la seule façon de mélanger est alors de rendre l'éoulementdépendant du temps (le plus simple : périodique en temps).Nous avons don imaginé deux protooles de mélange périodiques en temps basés sur l'inje-tion et l'extration alternée de �uide. Le premier protoole (dit "A") utilise des seringues alorsque le protoole "B" utilise des pompes et reyle le �uide extrait. L'étude du mélange s'est faitenumériquement en alulant les trajetoires des partiules �uides grâe à un hamp de vitesseanalytique et en onsidérant les ibles d'ADN omme des salaires passifs (nous avons utilisé lespropriétés de l'éoulement pour nous ramener à une approhe potentielle du problème). Nousavons pu aussi failement faire varier la géométrie de la hambre en testant les on�gurationsarrées, retangulaires (ave di�érents rapports d'aspet), mais aussi irulaires (voir le ataloguedes setions de Poinaré en annexe I). Nous avons ainsi pu montrer que le protoole B, assoié àune géométrie de hambre retangulaire, donnait d'exellents résultats quelle que soit la périodeutilisée et le rapport d'aspet de ette géométrie.Nous avons alors modélisé la himie du problème en introduisant un modèle simple de ap-ture des ibles libres par les sondes de la pue tout en redonnant à l'éoulement son aratèretridimensionel : ajout de la dépendane en z pour le hamp de vitesse, et modélisation de ladi�usion moléulaire. Nous avons tout au long de e hapitre omparé les résultats de di�usionpure (hybridation statique) à eux du mélange par advetion haotique (hybridation dynamique).Nous avons d'abord pu montrer que l'hybridation dynamique était bien entendu plus rapide que



160 Résumé et perspetivesl'hybridation statique (environ 100 fois plus), plus homogène mais aussi donnait des résultatsplus �ables (point ruial pour un bio-apteur). Nous avons par ailleurs montré que dans le asde l'hybridation dynamique, la valeur de la portée des interations ibles/sondes avait peu d'in-�uene sur les temps du mélange (temps moyen de réation, temps de l'expériene, éart-typesur les temps d'hybridation) mais qu'en revanhe, eux-i variaient omme D−2/3. Nous avonsalors alulé un ordre de grandeur des onstantes de vitesses de la réation d'hybridation : nousavons montré que dans le as de la di�usion pure, nos simulations donnaient typiquement lemême ordre de grandeur que la plupart des auteurs de la littérature. Pour le mélange par ad-vetion haotique, nous avons trouvé une onstante de vitesse bien plus grande, e qui suggèreque la di�usion limite le proessus d'hybridation et que la vitesse mesurée n'est pas la vitesseintrinsèque de la réation himique proprement dite.Dans un dernier hapitre, nous expliquons omment, à partir d'un problème expérimentalde réation himique renontré au Laboratoire du Département de génie Életrique et de génieInformatique à l'Université de Sherbrooke, nous avons débuté une ollaboration pour mesurer lavitesse intrinsèque de réation à l'aide d'un prototype de mélangeur. Nous avons pu montrer quele mélange était nettement plus rapide et homogène ave elui-i par rapport au as de di�usionpure. Nous voulions également suivre la inétique en temps réel grâe à la tehnique de Résonanede Plasmon de Surfae. Nous avons pu montrer globalement que la réation ave mélange paradvetion haotique était e�etivement plus rapide que par di�usion, mais nous nous sommesheurtés au problème (non résolu à e jour) de bulles d'air dans la avité qui perturbaient lesmesures.Suite à la ollaboration INL/LMFA, le prinipe du mélange par advetion haotique appliquéaux pues à ADN a été adapté dans un mélangeur, le Rosamix, basé aussi sur le prinipe d'in-jetions alternées de �uide. Ce système, ommerialisé aujourd'hui par la soiété Biotray sousle nouveau nom de TrayMix, a permi de véri�er en partie nos résultats, à savoir que l'advetionhaotique permettait de réduire de manière très signi�ative le temps néessaire à l'hybridation,tout en augmentant la séletivité. Même si le Rosamix a fait sauter un premier verrou tehno-logique, il présente toutefois enore un volume trop important (500 µL). En e�et, la vitesse deréation étant proportionnelle à la onentration en ibles, l'hybridation se fera d'autant plusrapidement que le volume total est faible. D'autre part, le système atuel possède des tuyaux enpolymère souple par lesquels le �uide irule hargé de ibles. Cela ne pose pas de problème ensoi pour une pue à ADN, mais devient rapidement problématique par exemple pour une pue àprotéines, elles-i ayant la fâheuse tendane à aller se oller sur les tuyaux, faisant disparaîtreles ibles avant qu'elles ne soient hybridées sur les sondes.La suite de e travail, objet d'un projet labellisé Carnot et dans la ontinuité de mon travailau Canada, onsistera à onstruire un système plus sophistiqué que le Rosamix, permettant dedonner des résultats liniques en un minimum de temps. L'appareil devra être adapté à tout typede pue (ADN, protéines, sures) mais ave un système de mélange par advetion haotique nefaisant pas intervenir d'éléments extérieurs par lesquels irule le �uide. Cela donnera égalementà plus long terme la possibilité d'avoir reours à des dispositifs jetables.Une fois e dispositif réalisé, la seule façon d'améliorer le temps total d'hybridation sera d'op-timiser la vitesse à laquelle les ibles et les sondes se renontrent, don augmenter le débit. Celane pose pas de problème tehnologique majeur ar les pertes de harge dans une hambre possé-dant deux dimensions grandes devant la hauteur ("ellule de Hele-Shaw") sont faibles omparées



161à elles dans un anal, où le frottement latéral n'est pas négligeable. Mais jusqu'à quel pointela est-il e�ae, voire souhaitable ? En e�et, si une ible passe trop vite devant sa sonde om-plémentaire, aura-t-elle le temps de s'hybrider ? Si e n'était pas le as, augmenter trop le débitrisquerait de nuire à l'e�aité de l'hybridation. D'autre part, un monobrin d'ADN n'est ertai-nement pas un simple salaire passif di�usif : jusqu'à quel point va-t-il � suivre � l'éoulement ?Le système sera don parfaitement optimisé en vitesse lorsque, si l'on onsidère le voisinage d'unesonde pour lequel les interations sondes/ibles sont non négligeables, le temps passé par la ibledans e voisinage orrespond au temps aratéristique de la réation himique. Cela nous per-mettra de mesurer e�etivement la inétique d'une réation de type sonde sur support/ible ensolution. Ce travail sera ouplé à une étude paramétrique omplète (in�uene de la salinité, dupH, . . . ).





Annexe ARésultats de inétiqueA.1 Résultats d'hybridation dynamique (mélange par advetionhaotique)
D = 10−10 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

25 453 56 56 55 39 53 3.87

50 466 57 60 57 39 53 4.27

100 342 54 54 58 36 53 4.57

250 474 52 55 55 35 53 4.26

500 300 51 49 49 36 53 4.91

1.0 × 103 376 46 46 45 33 53 4.37

2.5 × 103 343 39 40 41 26 53 4.99

5.0 × 103 243 28 30 33 18 53 6.54

15 × 103 99 11 12 15 7 53 12.94

25 × 103 91 6 8 8 3 53 17.72

35 × 103 61 5 7 10 2 51 22.58

45 × 103 66 5 7 9 2 47 26.96

50 × 103 77 4 7 9 2 49 27.06Tab. A.1 � Résultats d'hybridation dynamique pour D = 10−10 m2/s (T = 4 s).



164 Résultats de inétique
D = 10−11 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

25 1872 259 268 256 174 53 3.94

50 2755 270 271 233 186 53 4.28

100 1635 258 258 268 175 53 4.24

250 1768 231 231 222 158 53 3.73

500 2439 231 244 239 152 53 3.96

1.0 × 103 1695 189 189 184 126 53 4.89

2.5 × 103 954 125 125 133 86 53 6.25

5.0 × 103 689 71 73 72 49 53 9.00

15 × 103 147 19 21 20 13 53 17.83

25 × 103 85 10 12 13 6 53 20.52

35 × 103 69 7 8 9 3 52 21.86

45 × 103 57 5 6 8 2 52 25.38

50 × 103 74 5 7 8 2 49 26.09Tab. A.2 � Résultats d'hybridation dynamique pour D = 10−11 m2/s (T = 4 s).
D = 10−12 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

25 8806 1156 1150 1254 798 53 4.03

50 8570 1160 1204 1290 775 53 4.67

100 7618 1158 1126 1150 806 53 4.67

250 7853 1060 1062 1040 730 53 4.95

500 7001 876 876 808 611 53 4.96

1.0 × 103 6204 641 635 599 465 53 5.53

2.5 × 103 2474 308 325 320 205 53 10.14

5.0 × 103 957 142 142 141 101 53 15.38

15 × 103 240 27 29 29 17 52 22.09

25 × 103 150 13 16 18 8 52 24.56

35 × 103 90 9 12 14 4 53 24.54

45 × 103 70 6 9 10 2 51 24.72

50 × 103 71 5 8 9 2 50 26.69Tab. A.3 � Résultats d'hybridation dynamique pour D = 10−12 m2/s (T = 4 s).



A.2 Résultats d'hybridation statique (mélange par di�usion) 165A.2 Résultats d'hybridation statique (mélange par di�usion)
D = 10−10 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

25 138464 3336 6105 5754 1138 53 6.84

50 64222 3379 5764 6234 1176 53 6.12

100 90204 3381 6021 6520 1095 53 6.62

250 100468 3316 6158 5493 1155 53 6.55

500 84801 3309 5688 6120 1162 53 6.26

1.0 × 103 91294 3350 5814 6056 1041 53 6.41

2.5 × 103 82873 3287 6133 5932 1065 53 6.41

5.0 × 103 111417 3350 6211 5856 1120 53 7.06

15 × 103 73000 3079 1310 5892 1002 53 6.77

25 × 103 110921 3380 6883 5956 971 53 6.70

35 × 103 90120 2988 5377 5820 840 53 6.48

45 × 103 115581 3221 5998 6336 982 53 6.26

50 × 103 140030 3137 6036 6244 938 53 6.62Tab. A.4 � Résultats d'hybridation statique pour D = 10−10 m2/s (T = 4 s).
D = 10−11 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

50 1324560 33465 66436 59480 11277 53 6.70

100 1069090 32770 59172 58616 11184 53 6.48Tab. A.5 � Résultats d'hybridation statique pour D = 10−11 m2/s (T = 4 s).
D = 10−12 m2/s

dh (nm) tmax (s) t̄ (s) σt (s) τ∞ (s) τ1/2 (s) Nh
p σNh

c
(×10−3)

50 16785176 339764 651840 700216 109620 53 6.48

100 7376400 343260 610720 576164 103648 53 6.62Tab. A.6 � Résultats d'hybridation statique pour D = 10−12 m2/s (T = 4 s).
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Annexe BÉoulement de Hele-ShawPourquoi, si l'on onsidère un �uide newtonien (de visosité µ) en éoulement dans une avitéde type Hele Shaw, peut-on onsidérer en première approximation que et éoulement est de type"�uide parfait" ?B.1 Cavité de Hele-Shaw

L

L>>h

h

Fig. B.1 � Cavité de type Hele-Shaw.Une avité de type Hele-Shaw est dilimitée par deux plans (horizontaux) distants d'unedistane h très petite devant son extension latérale, et à l'intérieur de laquelle irule un �uidenewtonien (as partiulier de l'éoulement de Poiseuille).Le nombre de Reynolds, dé�ni par :
Re =

Vitesse Caratéristique × Longueur aratéristiqueVisosité inématique (B.1)est par onséquent très petit si l'on onsidère h omme la longueur aratéristique de l'éoule-ment.



168 Éoulement de Hele-ShawB.2 ÉquationsCompte tenu du faible nombre de Reynolds, on onsidère que l'éoulement obéit à l'équationde Stokes :
ρ
∂~v

∂t
(x, y, z, t) = −~∇P (x, y, z, t) + µ∆~v(x, y, z, t) (B.2)ave l'équation d'inompressibilité :

~∇~v =
∂vx

∂x
+
∂vy

∂y
= 0. (B.3)Après projetion, simpli�ation des termes 1/L2 << 1/h2 et en régime stationnaire, il vient :

0 = −∂P
∂x

+ µ
∂2vx

∂z2
(B.4)

0 = −∂P
∂y

+ µ
∂2vy

∂z2
(B.5)

0 = −∂P
∂z

(B.6)soit P (x, y, z) = P (x, y). On en déduit :
vx(x, y, z) =

1

2µ

∂P

∂x
z2 +A′(x, y)z +B′(x, y) (B.7)

vy(x, y, z) =
1

2µ

∂P

∂y
z2 +A′′(x, y)z +B′′(x, y) (B.8)d'où :

~v(x, y, z) =
1

2µ
~∇Pz2 + ~A(x, y)z + ~B(x, y) (B.9)Les onditions limites imposent :

v(x, y, z = 0 et z = h) = 0 (B.10)
∂~v

∂z
(x, y, 0) = 0 (B.11)ar la omposante normale de la vitesse est nulle à la paroi, soit :

~A(x, y) = − 1

2µ
~∇P h (B.12)

~B(x, y) = ~0 (B.13)d'où :
~v(x, y, z) =

1

2µ
~∇P z(z − h) (B.14)



B.2 Équations 169Finalement, en moyennant sur z :
~v(x, y) =

1

2µ

∫ +h

0
~v(x, y, z) dz (B.15)

= −h
2

3µ
~∇P (B.16)

= ~∇(−h
2

3µ
P ) (B.17)

= ~∇φ (B.18)La vitesse dérive don d'un potentiel : on peut don se reporter à un as déoulement de type�uide parfait pour la vitesse moyennée sur z.
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Annexe CCalul analytique du hamp desvitesses dans une avité irulaire.Cette annexe sert de préambule à l'annexe suivante qui alulera le hamp des vitesses dansdes avités retangulaires.C.1 Hypothèses :Pour tous les aluls, nous nous plaerons dans un repère artésien (O,x, y). Nous utiliseronségalement la représentation de nombres omplexes dans le plan omplexe. Nous supposerons parla suite que notre éoulement est bidimensionnel (avité de type Hele Shaw). Nous supposeronségalement que l'éoulement est irrotationnel (~∇ ∧ ~v = ~0) et le �uide omme inompressible(~∇~v = 0).C.2 Le potentiel omplexeC.2.1 Irrotationnalité de l'éoulement et potentiel des vitessesL'irrotationnalité de l'éoulement s'exprime par la relation :
~∇∧ ~v = 0 (C.1)e qui onduit à :
~v = ~∇φ (C.2)d'où :

vx =
∂φ

∂x
(x, y, t) (C.3)

vy =
∂φ

∂y
(x, y, t) (C.4)où φ est le potentiel des vitesses. Comme l'éoulement est inompressible ( ~∇~v = 0), il résultepar C.2 et par la ondition d'inompressibilité que :

∆φ = 0 (C.5)



172 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité irulaire.La ondition limite de glissement au bord de la avité irulaire s'érit :
~V .~n = 0 (C.6)e qui est équivalent à :
∂φ

∂n
= 0 (C.7)où ~n est le veteur normal à la surfae de la avité.C.2.2 Fontion de ourantL'inompressibilité de l'éoulement s'érit :

∂vx

∂x
+
∂vy

∂y
= 0 (C.8)d'où :

∂vx

∂x
= −∂vy

∂y
(C.9)L'égalité préédente est su�sante pour assurer l'existene de ψ(x, y, t) tel que :

−vydx+ vxdy = dψ (C.10)soit :
vx =

∂ψ

∂y
(C.11)et :

vy = −∂ψ
∂x

(C.12)La ondition d'irrotationnalité ~∇∧ ~v = ~0 onduit à :
∆ψ = 0 (C.13)Les ourbes ψ(x, y, t) = te, sont les lignes de ourant, 'est pourquoi ette fontion estappelée fontion de ourant. La ondition limite est don ψ = cte sur le bord de la avité, ouenore :
∂ψ

∂s
= 0 (C.14)où s est l'absisse urviligne sur la ligne de ourant.C.2.3 Lien entre es deux fontionsNous avons don :

∂φ

∂x
=
∂ψ

∂y
(C.15)

∂φ

∂y
= −∂ψ

∂x
(C.16)e qui implique :

~∇φ.~∇ψ = 0 (C.17)Les lignes de ourant sont don perpendiulaires aux lignes iso-φ, e qui est ohérent ave laondition limite sur la surfae de la avité.



C.3 Vitesse omplexe 173C.2.4 Potentiel omplexeConsidérons la fontion :
z = x+ iy 7→ φ(x, y, t) + iψ(x, y, t) (C.18)où :

i2 = −1 (C.19)Si φ et ψ sont C1 et si les équations de la setion préédente sont véri�ées, alors φ + iψ estune fontion holomorphe dans D (notre domaine), 'est-à-dire que f(z) = φ+ iψ est dé�nie pourtout point M de D et :
(

df

dz

)

z0

= lim
z→z0

f(z) − f(z0)

z − z0
(C.20)existe ! On appelle ette fontion f : potentiel omplexe.C.2.5 ConlusionLes problèmes en φ et ψ sont don équivalents à un seul problème : herher f(z) holomorphedans D, f = φ+ iψ telle que ψ = te sur le bord de la avité.C.3 Vitesse omplexeNous utiliserons dans e paragraphe le plan omplexe. On peut alors érire :

(

df

dz

)

z0

(C.21)
= lim

z→z0

f(z) − f(z0)

z − z0
(C.22)

= lim
x→x0 y=y0

φ(x, y0, t) + iψ(x, y0, t) − φ(x0, y0, t) − iψ(x0, y0, t)

x− x0
(C.23)

=
∂φ

∂x
+ i

∂ψ

∂x
(C.24)

= vx − ivy (C.25)Posons alors :
w(x, y, t) =

df

dz
= vx(x, y, t) − ivy(x, y, t) (C.26)

w est la vitesse omplexe.C.4 ExemplePuisque w(z) = vx − ivy =‖ w ‖ e−iθ si w =‖ w ‖ eiθ (w ∈ C), nous allons aluler analy-tiquement f(z) pour une soure en O. Par onservation du débit surfaique Qs, nous pouvonsérire :
Qs = 2πrvr (C.27)



174 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité irulaire.d'où :
vr =

Qs

2πr
(Qs ≥ 0). (C.28)On en déduit :

w(z) =
Qs

2πr
e−iθ =

Qs

2πreiθ
=

Qs

2πz
(C.29)soit enore :

f(z) =
Qs

2π
log(z) (C.30)et en�n, si la soure se trouve en zo :

f(z) =
Qs

2π
log(z − zo) (C.31)C.5 Le problèmeC.5.1 Rappel : inversionOn appelle inversion de p�le O et de paramètre R ≥ 0 la transformation :
M 7−→M ′

OM.OM ′ = R2

(O,M,M ′) sur la même droite (C.32)Soit z = reiθ = OMeiθ

z′ = OM ′eiθ =
R2

OM
eiθ =

R2

OMe−iθ
=
R2

z̄
(C.33)d'où �nalement, ette transformation orrespond à l'opération :

M 7−→M ′

z 7−→ R2

z̄
(C.34)C.5.2 Théorème de Milne-ThomsonThéorème 1. Si f(z) est le potentiel omplexe d'un éoulement ayant toutes ses singularités àl'extérieur d'un erle de rayon R, le potentiel g(z) de l'éoulement se faisant autour du erleave les mêmes singularités extérieures est :

g(z) = f(z) + f̄

(

R2

z̄

) (C.35)Exemple :Soit une soure de débit surfaique Qs au point A(−βR, 0), alors on a déjà vu que pour ettesoure : f(z) = Qs

2π log(z + βR))



C.5 Le problème 175Autour du erle, par appliation du théorème de Milne-Thomson, il vient alors :
g(z) =

Qs

2π

(

log
(

z + βR
)

+ log
(R2

z̄
+ βR

)

) (C.36)Or :
log(z) = log(z̄) (C.37)d'où :

g(z) =
Qs

2π

(

log
(

z + βR
)

+ log
(R2

z
+ βR

)

) (C.38)Il est intéressant de remarquer que :
log

(

R2

z
+ βR

)

= log

(

R

z

(

R+ βz
)

)

= log

(

βR

z

(

z +
R

β

)

) (C.39)
= log

(

z +
R

β

)

− log z +K (C.40)d'où :
g(z) =

Qs

2π

(

log
(

z + βR
)

+ log
(

z +
R

β

)

− log z +K

) (C.41)'est-à-dire qu'une soure positionnée au point (−βR, 0) (ave β ≥ 1 ou β ≤ 1) provoque autourdu erle de rayon R, le même éoulement dans l'espae in�ni que elui réé par un puits en
(0, 0), oexistant ave une soure en (−R

β , 0), ainsi qu'une troisième soure en (−βR, 0) (f. lethéorème des harges images en életrostatique).
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Fig. C.1 � Simulation d'un éoulement autour ou à l'intérieur d'un ylindre (β ≥ 1).C.5.3 Solution au problèmeConsidérons une soure et un puits respetivement plaés aux points (−βR, 0) et (βR, 0) duplan omplexe. Alors h(z) = g(z)[puits] + g(z)[soure] (équations linéaires).



176 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité irulaire.
g(z)soure =

Qs

2π

(

log
(

z + βR
)

+ log
(

z +
R

β

)

− log z +K

) (C.42)
g(z)puits =

−Qs

2π

(

log
(

z − βR
)

+ log
(

z − R

β

)

− log z +K

) (C.43)d'où
h(z) =

Qs

2π

(

log
(

z + βR
)

+ log
(

z +
R

β

)

− log z +K

− log
(

z − βR
)

− log
(

z − R

β

)

+ log z −K
)

(C.44)Nous rappelons que :
w(z) =

dh

dz
(z) = vx(x, y, t) − ivy(x, y, t) (C.45)d'où

w(z) =
Qs

2π

(

1

z + βR
− 1

z − βR
+

1

z + R
β

− 1

z − R
β

) (C.46)En introduisant z = x+ iy il vient :
w(z) =

Qs

2π

(

x+ βR − iy

(x+ βR)2 + y2
− x− βR− iy

(x− βR)2 + y2
+

x+ R
β − iy

(x+ R
β )2 + y2

−
x− R

β − iy

(x− R
β )2 + y2

) (C.47)soit au �nal :
vx(x, y) =

Qs

2π

(

x+ βR

(x+ βR)2 + y2
− x− βR

(x− βR)2 + y2
+

x+ R
β

(x+ R
β )2 + y2

−
x− R

β

(x− R
β )2 + y2

) (C.48)
vy(x, y) =

Qs

2π

(

y

(x+ βR)2 + y2
− y

(x− βR)2 + y2
+

y

(x+ R
β )2 + y2

− y

(x− R
β )2 + y2

) (C.49)Les expressions des vitesses i-dessus sont elles des vitesses à l'intérieur ou à l'extérieur dela avité (selon le hoix β ≥ 1 ou β ≤ 1). Nous avons don résolu notre problème en trouvant demanière expliite leur valeur en un point (x, y) de la avité.Les lignes de ourant sont présentées sur la �gure C.2 :
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Fig. C.2 � Lignes de ourant dans une avité de rayon R = 1 pour β = 0.8.
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Annexe DCalul analytique du hamp desvitesses dans une avité retangulaireLe but de e hapitre est d'obtenir analytiquement le hamp des vitesses dans une avitéearrée ou retangulaire. Cette idée est motivée par le fait que les Pues à A.D.N. dévelopéesdans le ommere sont généralement de forme retangulaire (lames de mirosope). Ce alul duhamp des vitesses n'est pas évident à priori. Il va don falloir mettre en oeuvre une méthodegénérale à base de transformations onformes : il s'agit de aluler le hamp des vitesses autour ouà l'intérieur d'un pro�l omplexe à partir d'un hamp des vitesses failement alulable (autourou à l'intérieur d'un pro�l simple), puis d'appliquer une transformation dite onforme pourtransformer e pro�l simple en le pro�l omplexe. Grâe à une telle transformation, le hamp devitesses 'simple' sera lui aussi transformé et donnera alors le hamp des vitesses dans le pro�lomplexe. Cette méthode très puissante est à la base du alul du hamp des vitesses autour desailes d'avions (ou pro�ls de Joukowski) permettant le alul des fores de portane et de trainéequi s'y exerent. Nous allons rappeler dans e hapitre la théorie des transformations onformes,pour trouver ensuite grâe à ette à ette méthode le hamp des vitesses qui nous intéresse. Leleteur pourra se repporter à [118℄ pour un ours omplet et illustré d'exemples. Pour tous lesaluls, nous nous reporterons au repère artésien (O,x, y) et nous utiliserons la représentationomplexe dans C.D.1 Généralités sur les éoulements potentielsD.1.1 Hypothèses de l'éoulement et potentiel omplexeOn onsidère un éoulement de type �uide parfait (sans visosité) bidimensionnel et inom-pressible (~∇.~v = 0). On ajoute à es hypothèses que l'éoulement est irrotationnel (~∇∧ ~v = ~0) :le hamp de vitesses dérive alors d'un potentiel f , obéissant à l'équation de Laplae ∆f = 0. Ilexiste alors deux fontions φ et ψ qui sont respetivement la partie réelle et la partie imaginairede f (on fait ii l'hypothèse supplémentaire que f est holomorphe dans C). On peut déomposerla fontion potentielle de l'éoulement f par :
f(x, y) = φ(x, y) + iψ(x, y) (D.1)



180 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité retangulaireD.1.2 Lien ave les vitessesLes fontions φ et ψ sont telles que si vx et vy désignent les omposantes suivant Ox et Oyde la vitesse ~v, on a alors les onditions dites de Cauhy suivantes :
vx =

∂ψ

∂y
=
∂φ

∂x
(D.2)

vy = −∂ψ
∂x

=
∂φ

∂y
(D.3)Les lignes où φ est onstant orrespondent à des lignes équipotentielles, alors que les lignesoù ψ est onstant orrespondent à des lignes de ourant. Ces deux familles de ourbes sontorthogonales entre elles. La onnaissane de la fontion potentielle permet, grâe aux onditionsde Cauhy, de déterminer omplètement le hamp des vitesses ~v. On utilise dans e as la vitesseomplexe w dé�nie par :

w(x, y) =
df

dz
(D.4)ave z = x+ iy.D.2 Transformation onformeD.2.1 Transformations onformes : généralitésDé�nitionConsidérons deux plans (x, y) et (X,Y ) et une transformation pontuelle bijetive :

{

X = X(x, y)
Y = Y (x, y)

(D.5)qui à tout point m(x, y) lui assoie le pointM(X,Y ) et inversement. Lorsque, dans le plan (x, y),le point m dérit une ourbe (c), le point M dans le plan (X,Y ) dérit une ourbe (C) qui estl'image de (c) dans la transformation (�g. D.1). Parmi toutes es transformations pontuellesbijetives, ertaines véri�ent, au moins dans ertains domaines D du plan omplexe, les relationsde Cauhy :










∂X
∂x = ∂Y

∂y

∂X
∂y = −∂Y

∂x

(D.6)La transformation est alors dite "transformation onforme" dans D et on peut refaire, pourles fontions X et Y , un raisonnement identique à elui déjà fait pour φ et ψ, e qui onduit aurésultat suivant :Propriété 1. Les transformations onformes peuvent toutes s'érire sous la forme : Z = g(z) et
z = G(Z) = g−1(Z) où Z = X + iY et z = x+ iy
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Fig. D.1 � Passage du plan z au plan Z.Propriétés des transformations onformes :� Holomorphie : il résulte de la dé�nition même que g(z) doit être dérivable dans D etuniforme : elle est don holomorphe dans D, mais si on prolonge la dé�nition de g(z) à toutle plan omplexe, ette fontion doit néessairement présenter des singularités en dehorsde D ou sur les frontières de D.� Conservation des angles et points singuliers : la fontion g(z) étant holomorphe dans D, latransformation onforme onserve les angles. Plus préisemment, si deux ourbes γ et γ′passent par un point z0 ∈ D et se oupent sous l'angle α, leurs transformées Γ et Γ′ passentpar le point transformé Z0 et se oupent en général dans le plan Z sous le même angle α(�g. D.2). En e�et, un développement au voisinage de z0 s'érit, sous réserve que g(z) soitPSfrag replaements
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Fig. D.2 � Conservation des angles par transformation onforme.holomorphe en z0 et que g′(z) soit non nul :
dZ = g′(z0)dz (D.7)Cei montre que l'on passe du voisinage de z0 au voisinage Z0 par une similitude dé�nie



182 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité retangulairepar le nombre omplexe g′(z0) di�érent de 0. En étendant le domaine de dé�nition de g(z)à tout le plan omplexe, on obtient la propriété suivante :Propriété 2. Une transformation g(z) onserve les angles en tout point du plan omplexe où
g(z) n'est ni nul ni in�ni.Les points où g′(z) est nul ou non dé�ni sont dits points singuliers de la transformationonforme.Intérêt des transformations onformesSoit f(z) le potentiel omplexe d'un éoulement dans le domaine (d) du plan xOy et soit
Z = g(z) ou z = G(z) une transformation onforme telle que g(z) soit holomorphe dans (d).PSfrag replaements z Z

Z = g(z)

z = G(Z)(d) (D)

Fig. D.3 � Passage du plan z au plan Z.Si le domaine (d) est simplement onnexe, il en est de même du domaine transformé (D) etla fontion F (Z) = f(G(Z)) est holomorphe dans (D) pourvu que f(z) le soit. Elle représente,par suite, le potentiel omplexe d'un nouvel éoulement dans (D) et, en deux points homologues,on a :
f(z) = F (Z) (D.8)Plus généralement, si (d) est multiplement onnexe, ou si f présente des singularités dans(d), on a le long d'une ourbe fermée quelonque (c) du plan z :

∫

c
w(z) dz = Γ + i∆ (D.9)On en déduit, puisque la transformation est holomorphe dans (d) :

Γ + i∆ =

∫

c
w(z) dz =

∫

c

df

dz
dz =

∫

c

dF

dZ

dZ

dz
dz =

∫

C

dF

dZ
dZ =

∫

C
W (Z) dZ (D.10)d'où la propriété suivante :Propriété 3. La irulation et le débit se onservent dans une transformation onforme, pourdes ourbes homologues.



D.2 Transformation onforme 183Entre autre, si f(z) présente en un point z0 une singularité (soure ou tourbillon), alorsl'éoulement transformé présente au point Z0 homologue de z0 la même singularité (soure outourbillon) ave le même débit ou la même irulation.Remarquons en�n que, puisqu'en deux points homologues on a f(z) = F (Z), alors les valeursdes potentiels et des fontions de ourant sur deux points homologues sont également égales. Parsuite, les lignes équipotentielle et les lignes de ourant des deux éoulements sont homologuesdans la transformation : en partiulier, la ligne de ourant (c) que onstituait l'obstaledevient aussi la ligne de ourant (C) limitant l'obstale transformé.C'est là l'intérêt fondamental des transformations onformes, le prinipe étant de herherl'opération qui transforme le ontour de l'obstale en un ontour plus simple pour lequel on saitaluler le potentiel omplexe de l'éoulement. Toute la di�ulté réside alors dans la reherhede la transformation onforme en question . . .Retour sur le hamp des vitessesComme f , fontion potentielle omplexe dans le domaine (d) du plan z, et F , fontion po-tentielle omplexe dans le domaine (D) du plan Z, sont liées par la relation :
f(z) = F (Z) (D.11)On a alors la relation suivante entre les vitesses :

w(z) =
df

dz
=

dF

dZ
.
dZ

dz
= W (Z = g(z)).

dg

dz
(z) (D.12)Ainsi, on obtient le hamp des vitesses dans le plan z à partir du hamp des vitesses dans leplan Z multiplié par la dérivée de la transformation onforme du plan Z au plan z.Exemple élémentaire d'appliationPrenons l'exemple d'un éoulement f(z) qui se déduise de l'éoulement uniforme F (Z) aumoyen de la transformation onforme Z = g(z) = z2, Cette transformation onserve les anglessauf en l'origine où la dérivée 2z de la transformation s'annule : si on pose z = reiθ et Z = ReiΘ,on voit qu'autour de l'origine les angles sont divisés par 2.
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Fig. D.4 � Exemple de la transformation onforme Z = z2.



184 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité retangulaireIl su�t don de herher le hamp des vitesses au dessus d'un plan (hose faile en utilisant lethéorème des images) pour obtenir ensuite le hamp des vitesses le long de deux plans se oupanten angle droit (via la transformation onforme i-dessus).D.2.2 Transformation de Shwarz-Christo�elDans e paragraphe, nous allons nous intéresser au problème général des domaines fermésave frontières retilignes. Il s'agit de trouver une transformation onforme Z = g(z) qui projettel'intérieur d'un polygone fermé à n otés (du plan z) en le demi-plan supérieur ℑ(Z) ≥ 0 et oùtous les points homologues de des sommets du polygone se retrouvent sur l'axe OX (du plan Z).Pour plus de détails, le leteur pourra se reporter à [119℄.
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Fig. D.5 � Prinipe de la transformation de Shwarz-Christo�el.Dans toute la suite, nous noterons Xj la partie réelle de Zj . On notera z1, z2, . . . , zn lesn a�xes des extrémités du polygone et Z1, Z2, . . . , Zn leurs images respetives sur l'axe OX(X1,X2, . . . ,Xn sont don des réels !). On pourra prendre par exemple X1 < X2 < . . . < Xn(�g. D.5). D'après le théorème de Riemann, seuls trois points parmi les Zj peuvent être hoisisarbitrairement. Les n otés du polygone sont notés Γ1, . . .Γn et leur projetion dans le plan Zest notée Γ′
1, . . .Γ

′
n. On remarquera que si X1 6= −∞ et si Xn 6= +∞, alors Γ′

n est onstituéde deux demi-droites X < X1 et X > Xn. Notons également αj (j = 1 . . . n) l' angle intérieurau polygone au sommet d'a�xe zj (j = 1 . . . n) et γj l'angle omplémentaire de αj . En�n, nousorienterons le ontour du polygone dans le sens trigonométrique de sorte que lorsqu'on dérit leontour dans e sens, on dérit l'axe OX dans le sens des X roissants. On a don :
n
∑

j=1

αj = (n− 2)π (D.13)Un première approhe du théorème de Shwarz-Christo�el onsiste à remarquer que la fon-tion z = G(Z) ave G′(z) = z−k (k réel) transforme l'axe OX en un ouple de ségments dans leplan C ave un angle kπ à leur intersetion (f. exemple plus haut). Cela suggère, dans le as où
X1 et Xn sont à distane �nie, que la fontion de transformation appropriée au problème s'érive



D.2 Transformation onforme 185sous la forme [120℄ :
G′(Z) = a

n
∏

j=1

(Z −Xj)
αj/π−1 (D.14)où a est une onstante omplexe et où 0 < arg(Z − Xj) < π, pour tout j. Cette équationdi�érentielle est la relation de Shwarz-Christo�el. L'intégration de la relation (D.14) mène à :

z = G(Z) = a

∫ Z

Z0

n
∏

j=1

(V −Xj)
αj/π−1 dV + b (D.15)où 'b' et Z0 sont des onstantes. La formule i-dessus est l'expression de la transformationonforme qui transforme l'axe OX du plan Z en le polygone reherhé dans le plan z. 'b' ontr�lela position du polygone et 'a' ontr�le sa dimension.En général, pour des polygones fermés, il n'existe pas de forme standart pour les fontions

g(z) et G(Z) = g−1(Z). Nous allons le montrer dans l'exemple i-dessous.ExempleEssayons de trouver la transformation qui projette l'intérieur d'un retangle dans le demi-plan ℑ(Z) ≥ 0 (�g. D.6). Pour simpli�er, plaçons le retangle de façon à e que ses sommetsaient pour a�xe z = ±1;±1 + ic ( est une onstante réelle positive). Dans la formule (D.15),on a n = 4 et nous ne pouvons don hoisir arbitrairement que trois points parmi X1, . . . ,X4.De plus, vue la symétrie du problème nous prendrons :
z1 = −1 + ic → X1 = −1

k
z2 = −1 → X2 = −1

z3 = +1 → X3 = +1

z4 = 1 + ic → X4 = +
1

koù k est une onstante à determiner (k < 1).
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2 , l'équation (D.15) devient :
z = G(Z) = a

∫ Z

0

dV
√

(V2 − 1)(V2 − 1/k2)
(D.16)



186 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité retangulairePosons : d = k.a. Il vient alors :
z = G(Z) = d

∫ Z

0

dV
√

(1 − V2)(1 − k2V2)
≡ d×E(k,Z) (D.17)Les onstantes d et k sont évaluées en érivant que ertains points de l'axe OX orrespondentà des sommets du retangle. Ainsi, G(Z3 = 1) = z3 = 1 onduit à l'équation :

d×K(k) = 1 (D.18)où K(k) est l'intégrale elliptique de première espèe dé�nie par :
K(k) =

∫ π
2

0

dθ√
1 − k2sin2θ

(D.19)De même, G(Z4 = 1/k) = z4 = 1 + ic onduit à :
1 + ic = G(1) + d

∫ 1/k

1

dV
√

(1 − V2)(1 − k2V2)
(D.20)d'où :

d×K1(k) = c (D.21)où :
K1(k) =

∫ 1/k

1

dV
√

(1 − V2)(1 − k2V2)
(D.22)Ainsi, nous avons deux équations (D.18 et D.21) pour deux inonnues (d et k) : le problèmeest entièrement résolu. La fontion G(Z) est don parfaitement unique. Or 'est la fontion

g = G−1 qui nous intéresse : en e�et, une fois l'éoulement alulé dans le plan ℑ(Z) ≥ 0, il fautonnaître g(z) (et g′(z)) d'après la formule (D.12). Pour elà, nous sommes obligés d'introduirede nouvelles fontions, dites de Jaobi. Posons u dé�nit par :
u =

∫ φ

0

dθ√
1 − k2sin2θ

(D.23)et dé�nissons les fontion elliptiques de Jaobi �sn�,�n� et �dn� par :
sn(u|k) = sin(φ(u|k)) (D.24)
cn(u|k) = cos(φ(u|k)) (D.25)
dn(u|k) =

√

1 − k2 sin2(φ(u|k)) (D.26)La fontion inverse de G est don, d'après (D.17) :
Z = g(z) = sn(z/d) (D.27)Pour plus de détails sur les fontions elliptiques de Jaobi, le leteur pourra se référer à [121℄.



D.2 Transformation onforme 187Remarque :On peut montrer ([122, 120℄) que la forme di�érentielle de la formule de Shwarz-Christo�elsert aussi pour transformer l'intérieur d'un polygone en l'intérieur d'un erle de rayon 1. Parontre, les sommets du polygone sont projetés sur le erle (on n'a don plus néessairement
ℑ(Zj) = Yj = 0). La forme di�érentielle s'érit alors :

G′(Z) = a

n
∏

j=1

(Z − Zj)
αj/π−1 (D.28)et don :

z = G(Z) = A

∫ Z

Z0

n
∏

j=1

(V − Zj)
αj/π−1 dV +B (D.29)(α1, . . . , αn orrespondent également aux angles intérieurs du polygone et A et B sont des in-onnues à déterminer).
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K(k)

a
=
K(

√
1 − k2)

h
=
λ

2
(D.30)et :

Z = g(z) =
sn(λ

2 z)dn(λ
2 z)

cn(λ
2 z)

(D.31)C'est à partir de ette formule que l'on va pouvoir aluler le hamp des vitesses dans uneavité arrée ar le alul des vitesses dans une avité irulaire a déjà été trouvé (voir l'annexeC pour le détail de la méthode).On rappellera simplement que le hamp des vitesses omplexes dans un erle de rayon R,entré sur l'origine du repère xOy, et ayant une paire de soure/puits d'intensité Qs respetive-ment plaés sur l'axe Ox aux absisses z = −βR et z = βR (β ∈ [0..1]) est :
W (Z) =

Qs

2π

(

1

Z + βR
− 1

Z − βR
+

1

Z + R
β

− 1

Z − R
β

) (D.32)



188 Calul analytique du hamp des vitesses dans une avité retangulairePour un puits et une soure sur une même diagonale d'un arré, on obtient alors, grâe à larelation D.12, le hamp des vitesses et lignes de ourant suivants :
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Fig. D.9 � Lignes de ourant réées par un puits et une soure dans un arré.
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Fig. D.10 � Lignes de ourant réées par un puits et une soure dans un retangle.
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Annexe ESymétries des setions de Poinaré dansune pue arréeOn peut remarquer que les setions de Poinaré issues du protoole de mélange A sont symé-triques par rapport à l'axe Ox du arré. De même, les setions de Poinaré issues du protoolede mélange B présentent également une symétrie, ette fois selon l'axe Oy du arré. Nous allonsessayer de l'expliquer.E.1 PréliminairesD'après l'expression du hamp des vitesses alulé dans l'annexe D, il résulte que elui-i esttoujours symétrique par rapport à l'une des diagonales du arré (e qui est normal ar les souressont plaées sur l'une ou l'autre de es diagonales). La �gure E.1, représentant les on�gurationspossibles des lignes de ourant pouvant intervenir dans l'une des phases des protooles A ou B,nous le on�rme bien.

Fig. E.1 � Symétrie du hamp des vitesses pour les protooles A et B.



192 Symétries des setions de Poinaré dans une pue arréeE.2 Protoole de mélange AE.2.1 RappelLe protoole de mélange A orrespond à la on�guration suivante : entre t = nT et t =
(n + 1)T (T est la période du proessus de mélange), l'éoulement adopte 4 on�gurationssuessives (f. �g. E.2) :� entre t = 0 et t = T

4 (on�guration A1), 1 est une soure, 3 est un puits, 2 et 4 nefontionnent pas,� entre t = T
4 et t = T

2 (on�guration A2), 2 est une soure, 4 est un puits, 1 et 3 nefontionnent pas,� entre t = T
2 et t = 3T

4 (on�guration A3), 1 est un puits, 3 est une soure, 2 et 4 nefontionnent pas,� entre t = 3T
4 et t = T (on�guration A4), 2 est un puits, 4 est une soure, 1 et 3 nefontionnent pas.
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Fig. E.2 � Protoole A.E.2.2 Symétrie du hamp des vitessesLes setions de Poinaré du protoole A orrespondant à l'instant initial t0 = 0 sont sy-métriques par rapport à l'axe Ox. Il faut don prouver que les équations des trajetoires sontinvariantes par la transformation :
x 7→ x

y 7→ −y (E.1)
t 7→ −t



E.3 Protoole de mélange B 193Considérons tout d'abord la on�guration A1 : losqu'on hange t en −t, omme A1 s'intéresseau hamp de vitesse entre t = 0 et t = T/4, on doit onsidérer le hamp de vitesse entre t = −T/4et t = 0, soit la on�guration A4 puisque le hamp de vitesse est périodique de période T . Puisque
~v(A3) = −~v(A1), il est lair que par hangement de variable :

x 7→ x

y 7→ −y ,on hange vx(A4) en vx(A3) = −vx(A1) et vy(A4) en vy(A1).Proédons maintenant de même pour la on�guration A2 : en hangeant t en −t, on passe àla on�guration A3. Or, puisque ~v(A4) = −~v(A2), il est immédiat de onstater que par symétriepar rapport à la médiatrie horizontale du arré, on hange vx(A3) en vx(A4) = −vx(A2) et
vy(A3) en vy(A2). Ainsi, par la transformation E.1, le hamp de vitesse véri�e :

vx(x,−y,−t) = −vx(x, y, t) (E.2)
vy(x,−y,−t) = vy(x, y, t) . (E.3)E.2.3 DémonstrationLes équations des trajetoires sont données par :

dx

dt
= vx(x, y, t) (E.4)

dy

dt
= vy(x, y, t) . (E.5)Par la transformation E.1, on hange dx/dt en −dx/dt, et dy/dt reste dy/dt. Grâe auxégalités E.2 et E.3, on peut don onlure que les équations des trajetoires sont invariantes parla transformation E.1. Ainsi, si l'on onsidère la position des partiules toutes les périodes, àpartir de l'instant initial t0 = 0, la position d'une partiule à l'intant nT peut être déduite de saposition à l'instant −nT par symétrie par rapport à l'axe Ox du arré.Cela explique pourquoi, globalement, la setion de Poinaré orrespondant à l'instant initial

t0 = 0 présente ette même symétrie (l'allure globale de la setion de Poinaré t0 = 0 est la mêmeque elle de la setion t0 = N/2 ∗ T , où N est le nombre total de périodes pour une trajetoirede la setion).E.3 Protoole de mélange BCette fois, le proessus est plus simple (E.3) :� entre t = 0 et t = T
2 (on�guration B1, analogue à A1), 1 est une soure, 3 est un puits, 2et 4 ne fontionnent pas,� entre t = T

2 et t = T , (soit entre t = −T
2 et t = 0, 'est-à-dire la phase orrespondant à laon�guration B2, analogue à A2), 2 est une soure, 4 est un puits, 1 et 3 ne fontionnentpas.



194 Symétries des setions de Poinaré dans une pue arrée
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Fig. E.3 � Protoole B.Considérons tout d'abord la on�guration B1 : lorsque l'on hange t en −t, omme B1 s'in-téresse au hamp de vitesse entre t = 0 et t = T/2, on doit onsidérer le hamp de vitesse entre
t = −T/2 et t = 0, soit la on�guration B2 puisque le hamp de vitesse est périodique de période
T . Il est lair que par hangement de variable :

x 7→ −x
y 7→ y ,on hange vx(B2) en vx(B1) et vy(B2) en −vy(B1)

vx(−x, y,−t) = vx(x, y, t) (E.6)
vy(−x, y,−t) = −vy(x, y, t) . (E.7)Si l'on onsidère maintenant les équations des trajetoires

dx

dt
= vx(x, y, t) (E.8)

dy

dt
= vy(x, y, t) , (E.9)on remarque qu'elles sont invariantes par la transformation :
x 7→ −x
y 7→ y (E.10)
t 7→ −t .On peut don en déduire que les setions de Poinaré pour l'instant initial t0 = 0 sontsymétriques par rapport à la médiatrie vertiale du arré.



Annexe FExposant de LyapunovF.1 RappelsNous avons vu dans le as de la transformation du boulanger que, dans un régime haotique,deux partiules intialement très prohes se séparaient exponentiellement vite au ours du temps.Ainsi, si l'on onsidère la variable δ omme la distane in�nitésimale entre les deux partiules auours du temps, alors ette distane roît exponentiellement aux temps ourts. Plus généralement,on dé�nit l'exposant de Lyapunov pour une position initiale → x0 �xée par :
λ = lim

||~δ0||→0
lim

n→∞
ln

(

||fn(~δ)||
||~δ||

)

, (F.1)où f est l'appliation de Poinaré, et ~δ(t) = ~x(~x0 + ~δ0, t)− ~x(~x0, t)
1. λ dépend a priori du pointinitial hoisi, mais on peut montrer qu'il ne dépend pas de la diretion du veteur initial ~δ0.Cependant, et exposant est très intéressant, ar s'il onverge vers une réel positif, alors on peutdire que le système est bien haotique.F.2 Calul pratique de l'exposant de LyapunovSoient deux partiules M1 et M2 initialement très prohes (séparées d'une distane δ). Onpose ~δ =

−−−−→
M1M2. On alule, au bout d'une période (grâe à l'appliation de Poinaré), la distaneentre es deux partiules. On a :

||~δ(t = T )|| =‖ −−−−→
M1M2(t = T ) ‖=‖ f(~δ) ‖ (F.2)où T est la période de l'appliation de Poinaré et n un entier naturel.Pour rester dans la limite ||~δ|| → 0 , la position de la seonde partiule est, à haque itérationde l'appliation de Poinaré f , ramenée à une distane telle que ‖ ~M1M2 ‖= δ.1On utilise ii la notation lagrangienne : ~x(~x0, t) désigne la position à l'instant t de la partiule qui se trouvaiten ~x0 à t = 0



196 Exposant de LyapunovPuis on réalise la sommation des logarithmes des rapports ||fn(~δ)||
||fn−1(~δ)|| :

Σ = ln

(

||fn(~δ)||
||~δ||

) (F.3)
= ln

(

||fn(~δ)||
||fn−1(~δ)||

× ||fn−1(~δ)||
||fn−2(~δ)||

× ...× ||f(~δ)||
||~δ||

) (F.4)
= ln

(

||fn(~δ)||
||fn−1(~δ)||

)

+ ln

(

||fn−1(~δ)||
||fn−2(~δ)||

)

+ ...+ ln

(

||f(~δ)||
||~δ||

) (F.5)On obtient �nalement le oe�ient λ au stade n par l'opération :
λ(n) =

1

n
× Σ (F.6)



Annexe GModèle numérique de réinjetion 3DLe but de ette annexe est de trouver une méthode de réinjetion aléatoire dans la diretion Ozqui soit ohérente ave l'éoulement de type Hele-Shaw de la avité et en partiulier ompatibleave une réinjetion plus probable au entre que sur les bords, en aord ave le pro�l des vitessesparabolique.G.1 Position du problèmeG.1.1 Réinjetion parabolique : problème déterministeNous savons bien que, dans le as des éoulements plans omme pour les éoulements de Hele-Shaw, le hamp de vitesses est bidimensionnel (vz = 0) et vx et vy ont haun une dépendaneen z de type parabolique. Dans le adre de ette hypothèse forte, si l'on souhaite que l'éoulementsoit également parabolique juste au niveau des trous de réinjetion (modèle), le hamp de vitesseau dessus de eux-i doit être du type :
vi(z) = α× z × (h− z) i = x ou y (G.1)ave α une onstante dépendant du débit et des paramètres du système.G.1.2 Réinjetion parabolique : problème probabilisteNous voudrions don que la réinjetion au niveau des trous soit aléatoire de sorte que lespartiules présentes dans les tuyaux puissent hanger failement de plan z au moment de laréinjetion. Ainsi, dans le adre probabiliste, 'est la densité de probabilité du tirage aléatoirequi doit être parabolique. Notons g(z) ette densité de probabilité. La fontion g(z) dz représentealors la probabilité que le tirage d'une variable aléatoire soit omprise entre z et z + dz. Nousvoulons don :

g(z) = β × z × (h− z) (G.2)Si l'on pose :
dP (z) = g(z) dz (G.3)alors :

P (z) = P (0) +

∫ z

0
dP (z) = P (0) +

∫ z

0
g(z) dz (G.4)
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z/hFig. G.1 � Fontion densité de probabilité g(z) que l'on souhaite obtenir à partir d'un bruitblan plat.
P (z) représente la probabilité que la variable aléatoire tirée soit omprise entre 0 et z. On adon P (0) = 0. Pour onnaître la onstante β, on normalise la probabilité P (z) en érivant :

P (h) = 1 =

∫ h

0
g(z) dz =

∫ h

0
β × z × (h− z) dz (G.5)d'où β = 6/h3, et don :

P (z) = 6 ×
(

1

2
× z2

h2
− 1

3
× z3

h3

)

= 3
z2

h2
− 2

z3

h3
(G.6)Une représentation de la fontion P (z) est donnée par la �gure G.2.
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z/hFig. G.2 � Probabilité P (z) de tirer la variable aléatoire entre 0 et z.G.1.3 Bruit blanLe générateur de nombres aléatoires, fourni par dans la majorité des logiiels de program-mation, est un bruit blan plat d'amplitude [0 : 1]. La variable aléatoire est don uniformément



G.1 Position du problème 199répartie sur [0 : 1]. Sa densité de probabilité j(X) est don onstante et vaut 1 sur tout l'ensemble
[0 : 1] :

j(X) = 1 X ∈ [0 : 1] (G.7)
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XFig. G.3 � Densité de probabilité d(X) du bruit blan plat.La probabilité dP ′(X) de trouver la variable aléatoire X entre X et X + dX vaut j(X) dXet on a :
P ′(X) = P ′(0) +

∫ X

0
j(X)dX = X (G.8)où P ′(X) est la probabilité de trouver la variable aléatoire issue du bruit blan plat entre 0 et

X.
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XFig. G.4 � Probabilité P ′(X) d'avoir la variable aléatoire entre 0 et X pour un bruit blan plat.G.1.4 Passage d'un bruit blan à une variable aléatoire paraboliqueIl reste maintenant à trouver le hangement de variable qui transforme la variable aléatoire
X de densité de probabilité j en variable aléatoire z de densité de probabilité g. Soit f ettefontion. Par dé�nition, f est bijetive et on a don :
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X = f(z) ou z = f−1(X) (G.9)Or, la probabilité de trouver la variable aléatoire X entre X + dX est la même, par trans-formation f , que de trouver la variable aléatoire z entre z + dz. On a don :

dP (z) = dP ′(X) (G.10)
g(z)dz = j(X)dX (G.11)
g(z)dz = j(f(z))dX (G.12)
g(z)dz = j(f(z))

dX

dz
dz (G.13)don :

g(z) = j(f(z))f ′(z) (G.14)or j(X) = 1 pour tout X don :
g(z) = f ′(z) (G.15)

f(z) =

∫ z

0
g(z)dz = P (z) − P (0) = P (z) (G.16)don la fontion de passage reherhée est f−1 tel que :

f−1(X) = z = P−1(X) (G.17)
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XFig. G.5 � Fontion de passage.G.1.5 TestOn véri�e (�gure G.6) que les 106 variables aléatoires, issues d'un bruit blan plat et aprèsappliation de la fontion de passage G.17, se répartissent bien selon la loi parabolique reherhéeG.1.2.
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Annexe HModèle numérique de di�usionmoléulaireIntrodution Nous montrons ii un modèle de di�usion moléulaire souvent utilisé en simula-tion numérique. Nous en avons besoin dans ette thèse ar, sans elle et du fait que l'éoulementsoit de type Hele-Shaw (don quasi bidimensionnel dans le plan xOy), les partiules ne peuventpas hanger de plan selon z (sauf lors du proessus de réinjetion par les trous, voir annexe G).Or, expérimentalement, les partiules peuvent hanger de plan au sein de la hambre, e qui estrendu possible uniquement par le proessus de di�usion. Ainsi, omme il est important que esibles puissent bouger selon z a�n d'obtenir la possibilité de s'hybrider ave les sondes de la pue,il devenait néessaire d'introduire la di�usion moléulaire dans notre modèle numérique "faux3D".H.1 Equation de di�usion et solutionH.1.1 Forme d'une équation de di�usionDe manière générale, on appelle équation de di�usion d'une grandeur vetorielle u(r,t) leséquations de la forme :
∂u

∂t
−D∆u = f (D > 0) (H.1)où f est un terme soure. Une équation de di�usion est don une équation aux dérivéespartielles de type parabolique.L'équation H.1 se ramène simplement, pour une grandeur salaire u et dans dans le as d'unproblème 1D sans soure, à :

∂u

∂t
= D

∂2u

∂x2
(D > 0) (H.2)Les équations de di�usions se renontrent très souvent dans presque tous les domaines de laPhysique. On itera, sans vouloir être exhaustif, les as :� u = T (température)� u = c (onentration moléulaire)� u = E (hamp életrique)



204 Modèle numérique de di�usion moléulaire� u = B (hamp magnétique)� u = V (potentiel életrostatique)� u = ρ (densité de harges)� u = v (vitesse en Méanique des Fluides)� . . .H.1.2 Solution de l'équation de di�usion 1DDans le as d'une équation de di�usion 1D, de ondition initiale u(x, 0) = φ(x) où φ estontinue et bornée, la solution générale est :
u(x, t) =

∫ +∞

−∞
φ(y)

1√
4πDt exp− (x−y)2

4Dt dy (H.3)
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-4 -3 -2 -1  0  1  2  3  4Fig. H.1 � Réponse d'un système di�usif à une impulsion de Dira δ(x) (D = 1 m2s−1). Temps
t = 0.001 s, t = 0.01 s, t = 0.1 s et t = 1 s.H.2 Advetion-di�usion du point de vue lagrangienH.2.1 Modélisation de la di�usion moléulairePour un substane qui di�use (omme l'ADN dans l'eau), la inétique de haune de ses'partiules' peut être donnée par l'équation généralisée de Langevin [123℄ :

dx

dt
= V(x, t) + ζ(t) (H.4)où :� x(t) est la position de la partiule à l'instant t.� V(x, t) est le hamp de vitesse d'advetion déterministe.� ζ(t) est le mouvement Brownien qui donne la di�usion.

ζ(t) représente la vitesse d'une moléule que l'on suit dans son mouvement (vitesse lagran-gienne) : dans le adre du mouvement Brownien, ζ(t) est une variable vetorielle aléatoire. Lesmoléules di�usantes étant en équilibre thermodynamique ave elles du milieu, leur énergie i-nétique moyenne (que l'on peut relier à la température) est don onstante. On peut don érire



H.2 Advetion-di�usion du point de vue lagrangien 205que < ζ2 >= onstante. On peut supposer également que la variable aléatoire ζ(t) est statisti-quement stationnaire, 'est à dire que ses statistiques ne dépendent pas du temps. De plus, ζ(t)est statistiquement isotrope puisqu'auune diretion n'est privilégiée. Les partiules sont donindépendantes et omplétement déorrélées dans le temps. La ondition sur ζ peut alors êtredonnée par la relation :
< ζi(t)ζj(t

′) >= 2Dδijδ(t − t′) (H.5)ave ζ un proessus Gaussien, δij le symbole de Kroneker et δ(t) est la distribution de Dira.Le symbole < . > signi�e que l'on prend la moyenne sur l'ensemble des réalisations.Dans le as d'un mouvement di�usif selon l'une des diretions (z par exemple), l'équationH.5 devient :
< ζz(t)ζz(t

′) >= 2Dδ(t− t′) (H.6)Si l'on alule la variane de z, il vient :
< z2 > = <

∫ t

0
ζ(t) dt

∫ t′

0
ζ(t′) dt′ > (H.7)

= <

∫ t

0

∫ t′

0
ζ(t)ζ(t′) dt dt′ > (H.8)

=

∫ t

0

∫ t′

0
< ζ(t)ζ(t′) > dt dt′ (H.9)

=

∫ t

0

∫ t′

0
2Dδ(t − t′) dt dt′ (H.10)

= 2D

∫ t

0
dt (H.11)

= 2Dt (H.12)Ce résultat est onforme à l'expériene (loi de Fik). L'équation H.5 est don en aord lesobservations expérimentales.H.2.2 Création d'une variable aléatoire GaussienneLes langages de programmation (Fortran, C, Pasal, ...) ne omportent, généralement, qu'ungénérateur de bruit blan plat. Quitte à rajouter des librairies de fontions (NAG, . . . ), on peutobtenir d'autres générateurs de nombres aléatoires, en partiulier un générateur de variablesaléatoires gaussien. Pour limiter les ressoures néessaires à mon programme, j'ai don réé monpropre générateur gaussien grâe au théorème de la limite entrale.Théorème de limite entraleThéorème H.2.1. Soit X1,X2, . . . , Xn un ensemble de variables aléatoires dé�nies sur le mêmeespae de probabilité, suivant la même loi D et indépendantes. Supposons que l'espérene µ etl'éart-type Γ de D existent et soient �nis (Γ 6= 0). Considérons la somme Sn = X1+X2+. . .+Xn.Alors l'espérene de Sn est nµ et son éart type vaut Γn
1
2 . De plus, la loi Sn tend vers la loinormale N (nµ,Γ2n) quand n→ ∞.



206 Modèle numérique de di�usion moléulaireLa distribution 'plate' ( entrée en 0 et d'extension [−0.5, 0.5] ) a une moyenne nulle et unéart type de 1√
12
. En tirant n fois des Xi selon un bruit blan plat, on obtient un distributiongaussienne de variables aléatoires Sn d'éart type n

12 et de moyenne nulle également.De façon à avoir la relation H.5, on normalise la variable Sn et on la multiplie par √2D.En dé�nissant S′
n par :

S′
n = Sn ×

√

12

n
×

√
2D (H.13)alors S′

n est une variable aléatoire gaussienne de moyenne nulle et de variane √
2D.Par H.4, il vient �nallement :

z(t+ dt) = z(t) +
S′

n√
dt

× dt (H.14)
= z(t) + S′

n

√
dt (H.15)



Annexe ICatalogue des setions de PoinaréI.1 Setions de Poinaré dans le erleI.1.1 Protoole A

a) b) )

d) e) f)
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g) h) i)

j) k)Fig. I.1 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d)
T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s.I.1.2 Protoole B

a) b) )
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d) e) f)

g) h) i)

j) k)Fig. I.2 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j)
T = 14 s ; k) T = 16 s.
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a) b) )

d) e) f)

g) h) i)
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j) k)Fig. I.3 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.2 et : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j)
T = 14 s ; k) T = 16 s.

a) b) )

d) e)Fig. I.4 � Protoole B : Setions de Poinaré pour T = 4 s et : a) Vtuyau/Vh = 0.1 ; b)
Vtuyau/Vh = 0.2 ; ) Vtuyau/Vh = 0.3 ; d) Vtuyau/Vh = 0.4 ; e) Vtuyau/Vh = 0.5.



212 Catalogue des setions de PoinaréI.2 Setions de Poinaré dans le arréI.2.1 Protoole A

a) b) )

d) e) f)

g) h) i)
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j) k)Fig. I.5 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d)
T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s.I.2.2 Protoole B

a) b) )

d) e) f)
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g) h) i)

j) k)Fig. I.6 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j)
T = 14 s ; k) T = 16 s.

a) b) )
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d) e) f)

g) h) i)

j) k)Fig. I.7 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.2 et : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j)
T = 14 s ; k) T = 16 s.
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a) b) )

d) e)Fig. I.8 � Protoole B : Setions de Poinaré pour T = 4 s et : a) Vtuyau/Vh = 0.1 ; b)
Vtuyau/Vh = 0.2 ; ) Vtuyau/Vh = 0.3 ; d) Vtuyau/Vh = 0.4 ; e) Vtuyau/Vh = 0.5.
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a) b)
) d)
e) f)
g) h)
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i) j)
k)Fig. I.9 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d)

T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j) T = 14 s ; j) T = 16 s.I.3.2 Protoole B

a) b)
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) d)
e) f)
g) h)
i) j)
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k)Fig. I.10 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 0.25 s ; b)
T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s.

a) b)
) d)
e) f)
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g) h)
i) j)
k)Fig. I.11 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.2 et : a) T = 0.25 s ; b)

T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s.
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g) h)
i) j)
k)Fig. I.12 � Protoole B : Setions de Poinaré pour T = 4 s et : a) Vtuyau/Vh = 0.1 ; b)

Vtuyau/Vh = 0.2 ; ) Vtuyau/Vh = 0.3 ; d) Vtuyau/Vh = 0.4 ; e) Vtuyau/Vh = 0.5.
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a) b)
) d)
e) f)
g) h)
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i) j)
k)Fig. I.13 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 0.25 s ; b) T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d)

T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12 s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 sI.4.2 Protoole B
a) b)
) d)
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e) f)
g) h)
i) j)
k)Fig. I.14 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 0.25 s ; b)

T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s
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a) b)
) d)
e) f)
g) h)
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i) j)
k)Fig. I.15 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.2 et : a) T = 0.25 s ; b)

T = 0.5 s ; ) T = 1 s ; d) T = 2 s ; e) T = 4 s ; f) T = 6 s ; g) T = 8 s ; h) T = 10 s ; i) T = 12s ; j) T = 14 s ; k) T = 16 s.
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a) b)
) d)
e)Fig. I.16 � Protoole B : Setions de Poinaré pour T = 4 s et : a) Vtuyau/Vh = 0.1 ; b)

Vtuyau/Vh = 0.2 ; ) Vtuyau/Vh = 0.3 ; d) Vtuyau/Vh = 0.4 ; e) Vtuyau/Vh = 0.5.
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a) b)Fig. I.17 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 1 s ; b) T = 4 s.I.5.2 Protoole B
a) b)Fig. I.18 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 1 s ; b) T = 4 s.
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a) b)Fig. I.19 � Protoole A : Setions de Poinaré pour : a) T = 0.5 s ; b) T = 4 s.I.6.2 Protoole B

a) b)Fig. I.20 � Protoole B : Setions de Poinaré pour Vtuyau/Vh = 0.1 et : a) T = 0.5 s ; b) T = 4s.



Annexe JPropriétés liées aux évolutionsexponentiellesNous allons montrer dans ette annexe quelques propriétés liées au omportement exponentield'une grandeur physique. C'est le as par exemple de l'évolution du nombre de ibles libressoumises à une hybridation ave des sondes immobiles, lorsque l'homogénéisation du mélange estréalisée par advetion haotique. Nous utiliserons don les notations de la thèse pour démontreres quelques résultats.J.1 Temps moyen d'hybridationPour ommener, supposons que l'évolution soit véritablement de type exponentielle. On adon :
N l

c(t) = N l
c0 exp

(−t
τ

) (J.1)où τ représente le temps aratéristique de la déroissane exponentielle. On a alors :
dN l

c

dt
(t) = −1

τ
N l

c(t) (J.2)Pendant dt, le nombre de partiules hybridées est :
dNhyb = N l

c(t) −N l
c(t+ dt) (J.3)

= N l
c(t) −

(

N l
c(t) +

dN l
c

dt
dt

) (J.4)
= −dN l

c

dt
dt (J.5)

=
1

τ
N l

c0 exp

(−t
τ

)

dt (J.6)Par dé�nition du temps moyen d'hybridation t̄, sahant qu'il y a eu pendant l'expériene
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c0) :

t̄ =
1

N l
c0

∫ N l
c0

0
thyb dNhyb (J.7)

=

∫ ∞

t=0
t exp(

−t
τ

)
dt

τ
(J.8)

= τ

∫ ∞

t′=0
t′ exp(−t′) dt′ (J.9)ave thyb les temps d'hybridation.Or on montre que :

∫ ∞

0
exp(−αx) dx =

1

α

∫ ∞

0
exp(−αx′) dx′ (J.10)

=
1

α

[

− exp(−x′)
]∞
0

(J.11)
=

1

α
(J.12)don :

∂

∂α

(

1

α

)

=
∂

∂α

∫ ∞

0
exp(−αx) dx (J.13)

=

∫ ∞

0
−x exp(−αx) dx (J.14)ainsi :

∫ ∞

0
x exp(−αx) dx =

1

α2
(J.15)ave α = 1, il vient �nalement :

t̄ = τ (J.16)J.2 Eart typeDe même, la dé�nition de l'éart type est :
σ2 =

1

N l
c0

∫ N l
c0

0
(thyb − t̄)2 dNhyb (J.17)Calulons :

1

N l
c0

∫ N l
c0

0
t2hyb dNhyb =

∫ ∞

t=0
t2 exp(

−t
τ

)
dt

τ
(J.18)

= τ2

∫ ∞

t′=0
t′2 exp(−t′) dt′ (J.19)
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∫ ∞

0
x exp(−αx) dx =

1

α2
(J.20)don par dérivation partielle par rapport à α, il vient :

∫ ∞

0
x2 exp(−αx) dx =

2

α3
(J.21)En faisant α = 1, on a �nalement :

σ2 = 2τ2 − τ2 = τ2 (J.22)
σ = τ = t̄ (J.23)J.3 Temps de demi-réationLe temps de demi-réation τ1/2 orrespond au temps néessaire pour onsommer la moitié dela quantité initiale d'un produit de réation himique. Cela orrespond don à :

N l
c(τ1/2) = N l

c0/2 (J.24)Dans le adre d'une évolution exponentielle, la valeur de τ1/2 vaut :
N l

c0

2
= N l

c0 exp
(

−
τ1/2

τ

) (J.25)soit :
1

2
= exp

(

−τ1/2

τ

) (J.26)soit :
τ1/2 = τ × log(2) (J.27)
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Résumé La détetion de séquenes génétiques par la tehnologie des pues à ADN se heurteà des problèmes de �abilité et de reprodutibilité, dus en grande partie à des problèmes de mé-lange. Dans toute ette thèse, nous montrons à quel point le mélange par advetion haotiqueaméliore les performanes de es pues. Pour ela nous omparons, par une étude prinipalementnumérique, l'e�aité de deux protooles de mélange basés sur le prinipe d'injetion alternéeet périodique de �uide (modèle puits/soures) : l'un utilise des seringues réversibles, l'autre despompes reylant le �uide extrait, onduisant globalement à un mélange bien plus e�ae etrapide. En outre, nous mettons en évidene le r�le important de la géométrie de la hambre.Dans un seond temps, nous introduisons un modèle de apture himique entre les monobrinsd'ADN libres en volume (ibles) et eux �xés sur la pue (sondes). Nous montrons alors nu-mériquement que la réation est généralement grandement limitée par la di�usion, mais quel'advetion haotique améliore les hoses de manière signi�ative grâe au mélange. Cei nouspermet d'estimer les onstantes de vitesses dans le as statique (où la di�usion agit seule) et leas dynamique (ave mélangeur). En�n, pro�tant de l'opportunité d'un stage à l'Université deSherbrooke, j'ai e�etué un premier suivi en temps réel par SPR d'une inétique de type "iblesen solution/sondes sur support" pour tenter de omparer les vitesses d'hybridation statique etdynamique (ave mélangeur).Mots-lés Pue à ADN, mélange, sondes et ibles, hybridation, advetion haotique, setionsde Poinaré, modèle puits/soure, di�usion, onstantes de vitesses, SPR, simulations numériques,modèles.Summary Detetion of geneti sequenes using DNA hips tehnology faes problems of re-liability and reproduibility, largely due to problems of mixing. Throughout this thesis, we showhow mixing by haoti advetion improves the performanes of these hips. To ahieve this weompare, mainly by numerial experiments, the e�ieny of two protools of mixing based on thepriniple of alternated and time-periodi �ow (sink/soure model) : the �rst one uses reversiblesyringes, the seond one uses pumps whih reyle the extrated �uid, leading to a muh fasterand more e�ient mixing. Moreover, we highlight the very important role of the geometry of thehamber. In a seond step, we introdue a model of hemial apture between DNA monostrandsavailable in volume (targets) and those �xed the hip surfae (probes). We then numerially showthat the hybridization reation is generally mostly limited by di�usion, but that a good mixingan improve its speed and reliability. This also allows to estimate the hemial rates of reation inthe stati ase (only moleular di�usion allows targets to move) and in the dynamial ase (withmixer). Finally, I seized the opportunity of a partnership with the University of Sherbrooke toperform a �rst real-time monitoring by SPR of a reation of the type "targets in solution/�xedprobes", so as to ompare stati and dynami rates of reation.Keywords DNA hip, mixing, probes and targets, hybridization, haoti advetion, Poinarésetions, soure/sink, di�usion, rates of reation, SPR, numerial simulations, models.


