
*** DÉeuî nri sutsl' ***

Méthodes physiques d'exploration pour la biophysique

Dans ce sujet, sont décrites difiérentes techniques physiques dont les biologistes tirent profit pour

observer la matière vivânte et étudier sa dynamique. La microscopie, introduite depuis 400 ârs pour

observer des échantillons biologiques, a connu une révolution au cours du vingtième siècle avec 1a rrrise

au point du laser, le développement de sondes fluorescentes permettant de marquer les corrstituants

ccllulaircs et la découverte des protéines fluorescentes. Les deux premières parties de ce sujet sont

dédiées à ces techrriclues.

Afin d'étudier toujours plus cn détail cles interactions entre une immense r'ariété de molécules

biologiques, dorrt certaines peur.'ent être di{ficiles à purifier, est apparu le besoin de miniaturiser les

éclrarrtillons. À présent, on dispose de nombreux systèmes dits microfl,ui'd'i'ques qui permettent d'étudier
des réactions chimiques entre de faibles quantités de réactifs, mais également de suivre un grand ntrmble

de réactions en parallèle, err changeant un paramètre d'urre chambre réactionnelle à la suivante ou en

faisant rarier continûment un paramètre (par exemple 1a concentration) au sein d'une même chambre

Un exemple dc dispositif microfluidiquc fera t'objct de la dernièrc partic du sujet.

Le sujet corrrporte de nombreuses questions. Certaines nécessitent cles réporrses étayées et d'autres

n'attendent que <les réponses rapides. Les parties II.A et III sont indépendantes entre elles et du reste

d1 sujet. Différentes notions d'optique géotrétrique nér:essaires sorrt présentées ou rappelées.

> Les appti,cnti,ons numériques seront e.tfectuees auec la précisi,on qu'un calcul à Ia mai,n perm,et

ai,sémertt, et (sau,J mertti,on contraire) sans ercéder d,eu,r ch,i,fJres si,gni,ficat'ifs. Les ordles de' gran-

d,eur seront d,onnés auec nn seul chi,ffre significatif- Les d,onnées numér'iques ont été choisies pour

rend,re aisés les caLcuLs.

> Les références d,es questions abord,ees d,euront, être indiquées d'e façon cla'ire.

Figure annexe pour certaines applications numériques.
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FIGURE 1 À gauche : représentation graphique d'e la fonction
graphique rle la correspondan,ce entre rarlians et d'egrés.
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r Différentes géométries de microscope

On étudie, dans cette partie, urr instrunent d'optique appelé microscope, dans plusieurs configura-
tions. L'étude s'appuie sur les propriétés d'un élémerrt optique simple : la lentille mince convergente.
La conÊguration du microscope inversé sera utilisée dans la partie suivante pour analyser une méthode
d'exploration appelêe mi,c.roscopie d,e fluorescence.

I.A Élément optique simple : la lentille mince convergente

Nous présentons ici un certain nombre de définitions et de propriétés d'un élément optique com-
posant de nombreux instruments d'optique : la lcntille mince convergente (cf. figure 2). Une lentille
est composée d'un rnatériau d'indice optique différent de celti de l'air et formant deux tlioptres. Les
propriétés géométriques des dioptres et les caractéristiques clu matériau permettent de modifier la
trajectoire des rayons lumineux et d'obtenir, en particulier, une focalisation de ces rayons. On consi-
dérera que l'épaisseur rle la lentille est nulle (lentille rnlnce), et on parlera simplerrrent de lentille pour
désigner une lentille mince convergerlte.

On considère une lentille de celtre O et d'axe optique (À). Dals toute la suite, rrous utiliserons les
nresures algébriques des segments. Par exemple, Ia mesure algébrique du segment OA est notée OA.
Sur la figure 2, où l'axe (A) est orienté positivemcnt vers 1a droiLe, OA cst positive si A est à droite
de O, et négative sinon. L'axe perperxliculaire à (A) est lui aussi orienté positivement vers le haut. et
7B possède aussi un signe.

On donne ci-dessous quelques propriétés utiles concernant lcs mesures algébriques :

+ îB: _EA

* Relation rle Cnaslns : pour 3 points A,,B,O d'rn axe oricnté : AB - AO + OB.

On se place dans les conditions de G,Luss, c'est à dire qrte les ragons lum,i,neur forment u,n angle
d,'in,cid,ence sur La len,ti,lle très fa,ible o,uec I'ut;e optique, et attei,gnent la lent'ille o,u, uo'isin,a,ge d,e son
centre. Lalenlille réalise ule inage A'Btorthogonale à (À) d'un petit objet AB orthogonal égalemerrt
à l'axe optique. A et ,4' appartiennent à I'a-xe optique.

La relation de conjugaison de DEscAR'lEs associant la position du poirrt image,4/ à la position
d'uri point objet A, situé sur l'axe optique, est donnée par :

oÆ ôÂ

où la <listance Op' : T' ) 0 est appelée distance focale itrage. Par définition, pour
convergente, // > 0. De plus, lâ distance focale objet / est telle que f =OF : -S'.

La relation de NpwroN est une autre façon d'exprimer la relation de conjugaison de Dnsclnrns-
Elle s'écrit :

FA.e'-Æ : -f'2 .

Pour déterminer ie pouvoir grossissant de la lentille, on iltroduit la notion de grandissement trans-
versal, grandeur algébrique définie comrne suit :

Potu construirc le point image d'un point objet à travers rme lentille mince, on utilisc des rayons
caractéristiques. Par définition du point focal objet F, du point focal irnage -Fl et du centre rie la
lentille O, on a trois rayons caractéristiques, tiont deux sufliserrt à obtenir un point image à partir

urre lerrtille

(1)

(2)

(3)
AIB'

9t: AB
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lentille

F'IcuRE 2 Tlacé tles rayons caractéri,stiques relati'fs au point B pour 2 positions d,'un obiet AB.
a) Objet situé en amont d,u foger ohjet F de Ia lentille. b) Objet situé entre le foyer objet F et Ia
Ientill,e. Les rayons camctéristiques permettant la cnrntraction ile I'image sont représentés en traits

f,ns. Il est parfois nécessai,re de les prolonger (traits pointillés) pour trouuer leur point d"'inte,rsection.

Les distances algébriques sont consid,érrees posî,tiues si elles sont suiuant les d,i,recti'ons notées * comme

inilîEté sur les schérnas.
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d'un point objet donné (le point d'intersection entre deux rayorrs caractéristiques donne I'image d'un
point objet quelconque).

La figure 2 représente les tracés des rayons caractéristiques ponr une lentille et pour deux positions
d'un objet AB. Les points d'intersection des rayons caractéristiques permettent de corrstruile I'irnage
Btde B, ct suivent les règles ci-dessous:

* un rayon passant par le centre O de la lentille n'est pâs dévié;

* un rayon passant pâr le foyer objet -F' de la lentille ressort de la lentille parallèle à I'axe optique:

* un rayon parallèle à l'axe optique, incident sur la lentille, passe par 1e foyer image F' de 1a

lentillc.

,4 étrurt situé sur l'axe optique, il n'est pas possible d'utiliser les rayons caractéristiques pour irouver
son image ,4'. On considère que si l'obiet ,4-B est perpendicr aire à l'axe optique, son irnage l'est
également et on en déduit la position du point A/. Sur Ia figure 3, on représente la construction de
I'image d'un objet situé à l'infini en dehors de l'axc optique. Les ravons provenant de l'infini avcc unc
inclinaison donnée par rapport à l'exe optique se croisent en un point .B/ du plan focal image de la
lentille.

FIcURE 3 - Tracé d,es rayons cùractét istiques (tïa,its pleins) relati,fs à un poi,nt B sit'ué à I'i,nli,ni,.
Les d,ifférents ragons lumineur prouenant de l'inf,ni, aaec une i,ncli,n ai,son d,onnée par rapltort à I'are
oltti,que se croisent en un point Bt d,u plart, focal i,mage.

On parle d'image réelle si celle-ci peut être formée sur un écran, En d'autres termes, il
faut que les rayons de construction se croisent effectivement en B/.

1. Pour chacurr <les tracés de la figure 2, déterrniner si f ir:rage est réelle ou virtuelle. On pourra
s'appuyer sur la relation de conjugaison.

2. Réaliser un schéma faisant frgurer le tracé de deux rayons caractéristiques pour le point B d'un
objet,4B situé dans le plan focal objet de la lentille (soit ,4 : 1).

3, Exprimer 9, en fonction dc f' û OA pour O,4 e] - oc, -/'[u] - //,0[, puis tracer 91 en fonction
de OA. Pour quelles valeurs Lle O,4 I'image est-elle drcite (c'est à dire avec la rrême oriertation
que I'objet) ou renversée ? Pour quelles valeurs de OA est-elle agra.ldie ou réduite ? Où se trouve
I'image si ,4 : F ?

Le dictionnaire Larousse donne la déârrition suira,nte pour tt loupe l : lentille conuergente qui grossit
Ies objets.

4. Quelle configuration de la figure 2 correspond à l'utilisation de la lentille comme une loupe ?
On justifiera la réponse <lolnée en s'appuya.nt sur des e,xernples de la vie courante : loupe des

B
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personnes presbytâs pour I'aide à Ia lecture, ou loupes utilisées en électrorrique ou en horlogerie
par exemple pour des trar,aux de précision.

Soft 4Bt l'image par un instrument optique d'un objet AB. On définit la puissance optique de
cet instrument, tel qu'une loupe ou un microscope, comme le rapport cntre l'ang1e sous lequel est vue

AtBt par l'æil de I'observateur sur la taille de l'objet, 
" 

: # (cf. tigure 4 ). On veillera à ut iliser la

conventior de signe donnée sur la figure pour orienler correctement I'angle a/.

FIcuRE 4 Définiti,on d,e at , angle sous lequel est aue une image par un æiI.

5. Dans le cas de 1a figure 2 b), on positionne l'cnil au point focal image de la lertille. Montrer que

la puissance optique P s'écrit uniquement en fonction de /r. Comment faut-il modilier // pour
augmenter le pouvoir grossissant ?

I.B Microscopesimpliffé

On associe màintenant, sur un même axe optique, deux lentilles minces convergentes de manière à
construire un instrument grossissant, appelé microscope) comme représenté sur la ûgure 5. On considère
tout d'abord un rricroscope dit droit. I1 e,st constitué :

* d'un objectif, qu'on modélisera par une lentille de distance focale image 7j6r et de centre Oo6i I

* d'ul oculaire, modélisé par une lentille de distance focale image .fl" et de centre Oo".

On représente la configuration du microscope sur le schéma de 1a figrrre 5. Les tracés de rayons
lnnrineux sont représentés et permettent de construire l'image intermédiare At Btt de I'objet réel 18-
par l'objectif, ainsi que l'image finale AlW. f'obiet 1B- est situé à proximité et à gauche de fl,6;.
L'objectif donne une image de l'objet à une distance de 160mm du centre de l'objectif O"6;, telle que

7f;4 - 160mm. C'est généralement la distance à laquelle un constructeur de microscope place la
surface sensible d'lne caméra d'observation. Dans cette partie I-B, I'utiTsateur a ôté la caméra et
observe I'irnage à 1'æil, derrière rrn oculaire, modélisé par une lentille représentée sur 1a figure 5. On
note D:4qF"". L'æll de l'observateur est positionné juste au point focal image de l'oculaire.

Quelques lraleurs numériqrres sont précisées ci-<lessous ;

. Â0j - Oos66; - -+mm

. l* = Ô,*F,* - -20mm

. O*:A\ = 160mm

. D: Fk:F".: 154mm

6. Calculer O"r,;l, puis le rapport $4. Aoo1y.", ce dernier résultat.
J obj

7. Calculer numériquenent Oo.A!t. Er.' dé<luire fl.,"A/r.

8. Vérifier que O.5;7 - -2 mm. En déduire la nature (réelle ou virtuelle) de f image flstalre -4 B' .
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objectif ocalaire

FIGURE 5 - Configumtf,on d,'un microscope d,roit. Les myons ile constru,ction des images i,nternt&liaire
et finale d,u point objet B de I'objet AB sont representés en treits poi,ntillés.

A
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9. En déduire que 1e grandissement transversa.l du microscope 91,- : varrt environ -40 et

que lâ puissance optique du microscope P-: # ut environ -4000m-1, pour un æi1 placé

au point focal image de l'oculaire.

L'æil de l'obsen"ateur est situé sur ,{". Dans ces conditions d'observation, 1a valeur absolue minimum

de l'angle a/ que peut résoudre un ceil humain est notée e, et vaut e : 5 x 10-a rad.

10. D'après les calculs précédents, quelle serait aiors la taille du plus petit objet AB qu'un obse.r-va-

teur pourrait voir à travers le microscope ?

D'après le constructeur, le plus petit objet,4B qu'un observateur peut voir à travers Ie microscope

(c'est-à-dire que 1'observateur peut distinguer les deux extrémités de I'objet) est ]/Bl-i,, :0,,5 P'm.

11. Compa,rer cette donnée au résultat de 1a question précédente et proposer une explication à

l'éventuelle différence.

12. Est-il possible d'observer un double-brin d'ADN avec un microscope optique ? Justifrer la réponse

donnée.

I.C Microscope inversé

De nombreux microscopes de recherche sont à présent dans la configuration dite < i'nf'ni-foyer tt.

Les performances optimales en terme de qualité d'image sont obtenues lorsque l'objet est placé dans

le plan focal objet de l'objectif. Pour pouvoir faire l'observation âvec une caméra, on rajoute après

l'obiectif une lentille dite < tenti,tle de tube >> de distance focale image fl. on parle de << microscope

i,nuersé >, car souvent, l'échantillon est posé au dessus de l'objectif.

13. Réa,liser un schéma montrant I'objectif, modélisé pa,r une lentille, la lentille de tube et un objet

situé dans 1e plan focal objet de l'objectif (on prendra un point objet situé en dehors de l'axe

optique). Construire à I'aide des rayons caractéristiques l'image de cet objet formé par le système

complet. Où faut-il placer 1a surface sensible de la caméra par rapport à la lentille de tube pour

observer une image nette ?

14. À l'âide du schéma précédent, exprimer le grandissement transverse 9- du système {objectif f
lentille de tube) en fonction des distances focales images respectives de I'objectif,fj6; et de la

lentille de tube fl.

rr Microscopie de fluorescence

Une façon d'observer des molécules comme I'ADN est de les mârquer avec des molécu1es fluo-

rescentes et d'utiliser un microscope de fluorescence pour détecter 1e signal lumineux émis par les

marqueurs fluorescents. Ces molécules, lorsqu'elles sont excitées par de la Iumière à une longueur

d'onde adaptée, sont capables d'absorber un photon à cette longueur d'onde et de réémettre rrn âutre

photon à une longueur d'onde difiérente.

II.A Niveaux dténergie d'une molécule. Notion de fluorescence

On considère tout d'abord une molécule diatomique AB constituée de deux noyaux,4 et B, assimilés

à des points matériels A et B de masse r1,,4 et m6 respectivement, et d'électrons constitua.nt le nuage

électronique de la molécule (cf. figure 6a). On considère que la molécule est isolée et qu'elle n'a pas de

mouvement de rotation, et on s'intéresse uniquement aux mouvements vibrationnels des deux noyaux

AIBI
AB

140

145
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selon l'axe (Oz). On oot" fi "t d 1"" vecteurs positions des noyaux -4 et B, relativement à leur
barycentre G, choisi comme orig,iue d'un référenl.iel galiléen (cf. figure 6a). Le mouvement relatif est

nnidirecl.ionnel tel que CZ : ni : ^no"l, GÉ AÉ.= Re4 eL e] est le vecteur unitaire tle l'a-xe

de Ia molécule passant par G. La nonne R du vecteur n :E; - R; donne la disl.ance inter-nucléaire
entre A et B. L'énergie potentielle d'interaction entre,4 et B est donnée pa,r U(n), représentée sur la
figure 6b.

a)
.R

b)

A
tnA

FIGURE 6 Caractéristiques d,e la molécule di,atomique AB, a) Représentation d"es n ogaur A et B d,e

la molecule et d,u nua,ge électronique et mod,éli,sation d,e la molécule AB et d,e son centre d,e masse G. b)
Dépend,ance d,e l'énergie potenti,elle d'i,ntemction atom,i,que ais-à-ais d,e la d,istance R inter-nucléaire.

15. Montrer, sous ure hypothèse que l'on précisera, que I'on peut modéliser Ia liaison atomique,4B
pal uu ressort à comportement linéaire dont on exprimera la raideur ,k et la longueur au repos
l0 er fonction des câxâctéristiques extraites de l'énergie potentielle d'interaction [/(l?).

On se place, dans toute la suite, sous l'hypothèse formulée à la question (15).

16. Appliquer le principe fondamentai de la dynamique au point matériel B, puis,4. En déduire que
l'équation difiérentielle à laquelle obéit la distance inter-nucléaire R(t) s'écrii

à2

*n+uf@ - R") - 0, (4)

où on exprimera a,0 en fonction de À et p, à\rec p 3 *"7 u .Exprimer la fréquence / des

oscillations de la molécule AB en fbnction de pr et k. 
"Ttîtlr#f" 

ao-ui,r" .p""trol 
"r. 

longueur
d'onde correspondant aux mouvements vibrationnels d'une molécule.

On s'intéresse à présent à une molécule fluorescente plus complexe, nommée ATTO565TM.

17. À quelle gamme de longueurs d'onde correspond le phénomène de fluorescence ? Comparer au
domaine spectral de la question précédente. Les énergies des photons émis sont-elles plus grandes
ou plus petites que celles des photons associés au mouvement vibrationnel ? On justifiera la
réponse donnée.

Les spectres d'absorption et d'émission de fluorescence de I'ATTO565TM sont représentés sur la Êgure
7.

U{R)

I
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FIcuRn 7 - À gauche : Spectre d,'émission ile I'atome d,'hydrogène. À droite : Sysectres nortnalisés

it'émission et d"'ubsorptton de la molécule IIITOS6STM bacés à po,r'ti,r d,es d,onnées di,sponibles sur le

site al;to-te.c-com,.

L8. Sur la frgure 7, quelle courbe (trait continu ou trait poiritillé) représente le spectre d'absorption

de la molécule fluorescence ATTO565TM ? On justifiera la réponse donnée.

19. Commenier I'allure des spectres d'émission de I'atome d'hydrogène et de AITO565TM et expli-
quer I'origine de la différence de forme de ces spectres.

On peut rnesurer la durée de vie de l'état excité en mettant en ceuvre une méthode dite de < m,f-

croscop'i,e d,e fluorescence résolue en temps >r. On excite pour cela un ensemble de molécules âvec une

impulsion laser ultra-brève et on mesure I'intensiié de fluorescence émise pour analyser son évolution
temporelle. On définit la date t : 0 corune l'instant où l'impuision d'excitation prend {in. On obtient
les courbes de durée de vie de fluorescence représentées sur la figure 8.

FrcuRE 8 Courbes d,onnant l'intensité de Jluorescence d,'un ensemble d,e molecules d,'ATTO565IM ,

en foncti,on du temps écou,lé d,e.puis la f,n d,e l'impulsi,on erôî'tatri'ce. La figure d'e gauche est' en échelle

d,'orrl,onnée li,nénire, celle d,e d,roi,te ert' ét:h'elle loqarithme népérien.

En exploitant les deux graphiques de la Êgure 8, proposer un modèle mathématique pour l'évo'
lution temporellc de l'intelsité de Êuorescence et évaluer numériquement 1a durée de vie r de

fl rrorescence de l'étal. excité.

Préciser comment on doit choisir la durée de I'impulsion pour que cette méthode fonctionne.

2fJ.

g tl12 14 rt

2L.
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1sE II.B Mise en æuvre dans un microscope

En microscopie de fluorescence, on peut tirer parti de Ia difiérence eatre les spectres d'absorption et
d'émission d'une molécule fluorescente pour séparer la lumière d'excitation du signal de fluorescence.
On utilise un miroir particulier appelé ( miroir dichroique r qui réfléchit la lumière pour certaines
longueurs d'onde et transmet la lumière pour d'autres. On positionne ce miroir dans le dispositif de

rso microscope inversé étudié dans la section I.C. Le schéma du microscope par fluorescence est représenté
sur la figure 9.

Plan de l'échantilton

Objectif

Miroir dichroTque

Filtre d'émission

Lentille tubê

FIGURE 9 - Schéma d'u d,i,spositif erpérimentul de mi,crosa4tie par fluorescence. Le mi,roir d,ichroique,
ains'i que des filtres d,'ercitatiort, et tl'&nissi,on d"ans un m'icroscope d,e fluorescence sont également
représentés.

Le microscope de fluorescence utilisé dispose d'une source lumineuse blanche, de six filtres d'excita-
tion passe-bande de largeur typique 40nm, centrés respe.ctivemelt sur les lolgueurs d'on<Ie suivantes :

420, 470, 510, 550, 590, 630 et 730 nm, et de diférents filtres d'émission.

22. Ttacer le coefficient de tra,nsmission d'un filtre optique passe-bande en fonction de 1a longueur
d'onde.

23. À partir de 1a figure 7, définir, parmi les filtres disponibles sur le microscope, 1e filtre d'excitation
qui est le plus approprié pour exciter la molécule fluorescentc ATTO565TM.

24' Représenter 1a dépendance en longueur d'onde du ùoefficient de réflexion du miroir dichroique à
associer à ce filtre pour observer la fluorescence de 1'ATTO565TM. On précisera sur ce graphique
1es grandelrs portées en abscisse et en ordon:rée.

I ,",

2,-molécule tluorescente

- Page 10/19 -
Tournez la page S.V.P.



II.C Séparation par un élément dispersif

La techrrique de microscopie de fluorescence la plus courarnment utilisée est celle d' é.pi,fluorescence.
Dans cette configuration, tout l'échantillon est éclairé et toutes les molécules fluorescentes sont excitées
simulta,nément. On considère une molécule fluorescente comme ure source ponctuelle de lumière. À
cause du phénomèrre de difhaction, on admettra que l'image de la molécule {luorescente sur ]a surface
sensible de la caméra n'est pas un point, comme le prédit l'optique géométrique, mais une tache de

À"-
ravorr gm ffi, ori g- est le grandissement transverse drr microscope, défini à la question (14), et À"-
la lorgueur d'onde d'étrission du fluorophore (c'est-à-dire celle pour laquelle le spectre d'émission est
maximurn - voir figure 7 par exemple). ON est un paramètre caractéristique de I'objectifde microscope
appelé ouverture numérique.

On considère, dans un premier temps, deux types de molécules fluorescentes érnettant de la lumière
à deux longueurs d'onde, Àr : 550nm et À2 : 590 nm respectivement, situées au foyer objet de
l'objectif. Leurs images sont alors superposées. On ne se soucie pas de 1a façon dont les molécules sont
excitées et on considère qu'e11es érnettent un signal de fluorescence.

On place à présent, entre l'objeciif et la lentille tube, un réseau de diffraction en transmission, dont ]e
fonctionnenent est illustré sur la ligue 10. Le réseau est constitué d'une sé,rie de fèntes équidistantes
1es unes des autres. La distance entre deux fentes consécutives est nommée pâs du réseâu et notée
a. Sur le schéma, on illumine le réseau par un faisceau monochromatique pa,rallèle à la normale au
réseau. Le réseau disperse la lurnière en plusieurs faisceaux lumineux clont 1es angles 06 par rapport à
la normale au réseau obéissent à la formule des résearrx :

À)sind6: 
- ,
a

k €2.

L'ordre de difraction ,k correspond à la direction d7".

On adoptera, pour les angles, la convention <I'orie:itation représentée sur la figure 10.

ordre 1\+
axe optique de

o+t

r
{aisceau incident 0*1

ordre -1

FlcuRE 10 - Di,spersion par un réseau d,'un faisceau collimaté (parallèle) monochromatique, en i,nci-
d,enc.e n,ormale. Par conuent'ion,, 0:,1 est pos,itif, et 04 est négati,f.

Le pouvoir de résolution Â: ,] a',rn réseau décrit sa capacité à sépa,rer deux longueurs d,onde
très proches, où ôÀ est le plus petit éca.rt en longueurs d'onde décelable.

Le plan du réseau est perpendiculaire à 1'axe optique de I'objectif. La lentille tube et la caméra sont
positionnées angulairement de façon à ce que l'ordre 1 à Àr soit parallèle à l'axe optique de la lentille
tulre. Seul l'ordre 1 de difiraction est détecté par la carnéra.

25. R6aliser un schéma représentant :

> une molécule fluorescente à Àr daas 1e plan focal objet de l'objectif;

(5)

rés€âu
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ts le réseau ;

> la lentille tribe ;

> la surface sensible de la caméra avec I'image de la molécu.le.

Représenter également, sur le môme schéma, f image d'une molécule émettant à À2. I1 n'est
demandé ni calcul, ni schéma à l'échelle.

26. On utilise un réseâu possédant 500 fentes par mm. Établir I'expression de la différence entre les
angles des deux rayons diffractés dans l'ordre l pour À1 et À2. Calculer numériquement cette
différence, pour )1 - 550nm et Àz : 590nm.

La carnéra utilisée pour cette e.xpérience possède une surface selsible de détection constituée de 2000 x
2000 pixels. Chaque pixel est un carré de 5pm de côté.

27. En utilisant le schéma de la question (25), déduire de la question precédente la raleur numérique
de la distance entre les deux tac.hes sur la surface sensible de la caméra sachant que la distance
focale image de la lentille de tube est fl : 200 mrr,.. La comparer à la taille de la surlâce sensible
de la caméra.

On rappelle que l'image d'un émetteur lumineux ponctuel par le microscope est une image circulaire
À

de rayon r : S-ZON sur la surlace sensible de la caméra.

28. Le grandissement du microscope est g-: 100 et l'ouverture numérique de I'objectif ON: l,5.
Estimer numériquement la taille de f image d'une molécu1e, supposée ponctuelle et placée au
foyer objet de I'objectif, sur 1a surface sensible de la caméra (on considérera que I'ajout du
réseau ne modifie pas la taille de l'image). On donnera le résultat en pm, puis en nombre de
pixels correspondant.

On souhaite que les images des deux mo1écules fluorescentes érrettant respectivement à À1 et À2 ne se

superposent pas.

29. Quelle est la distance minima,le entre les deux images que doit introduire le réseau de difiraction ?

30. Un réseau comportant 500 fentes par mm est-il adapté pour avoir deux images rron superposées
mais séparéæs d'un pixel ?

Une solution alternative est d'utiliser un prisme en verre comrne élément dispersif, au lieu d\rn
réseau en transmissiorr. Un prisme est un bloc de verre poli d'indice optique rz (représenté sur la figure
11). On notera B son angle au sommet. On considère tout d'abord la conflguration 1a plus simple da.ns

laquelle 1e faisceau incident est normal à la face d'entrée.

&æ *ê stie

FIGURE 11 Configuration dans laquelle est utilisé le prisme,. SeuI le fai,sceau i,ncid,ent, normal à la

face d'entrée, est représenté.

t &se d'ent*c
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31. Rappeler, sur la base d'un schéma, les lois de SNELL-DEScARTEs dâns le cas d'un dioptre sépa-
rant deux milieux transparents, homogènes et isotropes, d'indices optiques respectifs U et n2.

32. Reproduire le schéma de la figure 11 et 1e compléter avec les faisceaux se propageant à f intérieur
du prisme et émergeant de celui-ci. Établir la relation entre l'angle que fait le rayon émergent
avec la norma.le à la face de sortie du prisme, noté r, en fonction de l'angle B et de l'indice n.

33. Que devient cette expr€ssion dans le cas d'un prisme cale, pour lequel B << 1?

L'indice n
Caucuy :

"(À)

où c1 et c2

du verre dépend de la longueur d'onde À. Dans le domaine du visible, il suit ia loi de

Ct: ct I :^z 
,

sont deux constantes positives caractéristiques du verre.

34. Compléter le schéma réalisé à la question (32) en représentant les faisceaux émergents pour deux
longueurs d'onde du spectre visible À1 et À2 avec lr < À2.

35. Calculer la différence entre les angles des faisceaux de sortie correspondant aux longueurs d'onde
Àr et )2. On donnera les valeurs des angles avec trois chiftes significatifs. On prendra
B : 3', n(550nm) : I,6ZZ et n(590 nm) : 1,623, et on pourra utiliser la frgure 1 en début de
sujet.

Le prisme est placé entre ie miroir dichroique et la lentille de tube. Sa face d'entree est perpendiculaire
à l'axe optique de l'objectif. La lentille de tube est positionnée angulairement de telle manière que son
axe optique soit confondu avec Ia direction du rayon de sortie du prisme pour le faisceau de longueur
d'onde À1.

36. Déterminer I'expression de la dista.nce Âr entre 1es images des deux molécules fluorescentes sur
la surface sensibie de la caméra et l'évaluer numériquement.

37. Conclure quant à I'intérêt de ce dispositif pour obtenir deux images non superposées mais sépa-
rées d'un pixel.

38, En raisonnant sur la façon dont chaque dispositif disperse les différentes longueurs d'onde conte-
nues dans le faisceau incident, expliquer quel élément dispersif sera plus avantâgeux en terme de
quantité de photons collectés sur la caméra.

On s'intéresse au système optique sans élément dispersif représenté sur la figule 12, et on cherche
1a sensibilité de détection de la caméra nécessaire pour observer une molécule unique fluorescente en
présence d'un bruit de fond de fluorescence.

39. Reproduire le schéma de la figure 12, et représenter :

) I'image d'une molécule fluorescente placée en -4, et confondue avec le foyer objet de I'ot>
jectif;

> la position approximative de l'image d'une molécule fluorescente placée en 41, entre le foyer
et l'objectif, et à proximité du foyer objet de l'objectif.

Une molécule fluorescente, lorsqu'elle est excitée, peut émettre, au maximum, un nombre de photons
par seconde dn,-... L'ordre de grandeur de dn,*.* est de quelques 10E photons par seconde.

40. D'après ie schéma réalisé à la question précédente, quel est I'efiet de molécules fluorescentes
excitées et situées dans des plans différents du plan focal objet de I'objectif sur lâ camérâ ?

Quelle est la conséquence sur ie signal issu d'une molécule fluorescente située en .F'ou; et détecté
par la caméra ?
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Objectif Lentille tube

FrcrrRË 12 Système opti,que sans élément d,ispersif.

II.D Microscopie de fluorescence par réflexion totale

Pour limiter l'épaisseur excitée de l'échantillon, en vue de réduire le bruit de fond de fluorescence,
on s'intéresse à la technique dite de < microscop,ie d,e fluorescence par réfl,eri,on Éotale r. Dans un
premier temps, on considère une interface plane séparant deux milieux transparents, homogènes et
isotropes, d'indices optiques respectifs nr et n2. Un rayon lumineux se propage dans le milieu d,indice
rL1 et atteint I'interface avec un angle ât par rapport à sa normale.

Pour les applications numériques de cette partie, la fipçure 1, située en début de sujet, et les valelrs
des quotients suivants pourront être utiles :

l'll:0", ffi :r,'0, i'll='*, ï#:'.",lï .o,os; lS r.or

41. Justifier qu'il existe ua angle limite d6,'' d'incidence, au delà duquel on observe une réflexion
totale. Calculer d1;- pour U: !,52 eT n2:1,33.

On souhaite à présent amerer un faisceau laser en réflexion totaie à l'interface entre une lamelle
de microscope d'indice n1 et une solution aqueuse contenue dans une cellule microfluidique (figure
13). L'échantillon étant observé par microscopie optique, on veut utiliser l'objectif de microscope
pour obtenir cette réflexion totale. L'objectif de microscope utilisé est un objectif à irnmersion. CeIa
signifie qu'on d6pose une goutte d'un liquide transparent d'indice n1, identique à celui de la lamelle
de microscope, entre la sortie cle l'objectif et la lamelle de microscope, de telle sorte qu'en sortie
de I'objectif, les faisceaux lumineux se propâgent dans un miiieu continu, transpa,rent homogène et
isotrope d'indice n1, jusqu'à l'interface avec la solution.

on définit l'ouverture mrmérique oN de l'objectif par la relation oN : nr sind où 0 est I'angle
maximum que peut faire un rayon qui entre dans I'objectif avec I'axe optique de l'objectif (cf. figure
13)- Pour ule lamelle de verre, nt : 1,52, et orr considère que la solution aqueuse contemre dans la
celluie microlluidique a un indice n2 : 1,33. Le faisceau iaser eltre dans I'objectif et doit en ressortir
collimaté (c'est-à-dire parallèle) en faisant un angle avec la normale à la lamelle de microscope tel qu'il
sera totalement réfléchi.

D6terminer I'expression de l'ouverture numérique mininale d'un objectif pour obtenir un phê
nomène de réflexion totale à sa sortie.

En pratique, on utilise un objectif d'ouverture numérique ON : 1,50. euelle est la valeur
nurnérlque de l'ang1e maximal d'un rayon érnergeant de cet objectif?

42.

43.
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ûxe optique

oellule mtcdutdique cânr.l contenâût ls,

solution aqueuse d'indice rr2
plan focal objet

lamelle de microscope
et

milieu d'immersion
(indices n1)ôbjocdf

r*".f

FIGURE 13 - Utilisation d,'un objectif à im,rnersion. La zone enhz I'objectif et Ia lanelle correspond,
à la goutte d,'indice n1 déposée sur l'objectif. Le plan local objet ile I'ohject'if est confondu aaec la face
supérieure d,e Ia larnelle d,e m'icroscope. Le fai,sceau laser est i,ntrod,uit d,u côté du plan focal i,mage de
I'objectif pour illuminer l'échanti,llon n par le bas t.

la,melle de plan fo:*l objet

FIcURE 14 Representati,on du fai,sceau laser (zone gri,sée) en sortie d,e I'objectif auant réfiexion sur
La lamelle d"e microscope. La fl,èche î,nd,ique la d,irecti,on de propagati,on du laser.

44. Reproduire 1a figure 14 et tracer les rayons entrant dans l'objectif perm€ttâût d'avoir cette
configuration du faisceau laser en sortie de I'objectif. Comment placer rme lertille en amont de
l'objectif de microscope pour que le laser puisse sortir de cette façon de I'obirtif?

Lorsque le faisceau la,ser d'excitation subit une réflexion totale, il ne se pmlnge 1ns dans la solution
aquerxre. Cependant, il existe une onde ne se propageânt pas, appelée oub fuv:c'ntz, à l'interface
entre la lamelle de microscope et 1a solution aqueuse qui peut exciter des moléurles flrrcrcscentes fixées

à la lamelle. Cette méthode permet de diminuer le bruit de fond de ffucescence-

1*,
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rrr Systèmes microfluidiques pour l,étlde de réactions biochimiques

Dans un souci de miniaturisation (des dispositifs utilisés en biophysique), les dispositifs clits mi,cro-
fl'uid,i'ques sont devenus incontournables dans de nombreux domaines, notamment en microscopie (cf.
partie II.D). Les cellules microfluidiques sont des circuits hydrauliques de taille ré{uite où peuvent
s'écouler des fluides. Les calaux peuvent être creusés dans une matrice en polymère, collée à une la-
melle de microscope. Ces cellules sont donc parfaitement adaptées à des observations sur un microscope
inversé, comme illustré dans la partie ILD. Avant de proposer une étude du phénotrène {e focalisation
hydrodynamique (partie III.B), on élabore une série d'analogies entre résistances électrique, thermique
et hydra.ulique.

III.A Analogies électrique, thermique et hydrodynamique

Dans différents systèmes physiques, il est possible de définir une notion de 'résistancen. En électri-
cité' la définition de ia résistance électrique repose sur la loi d'OHu. Pour étudier un système thermique
ou urr système hydraulique, il est également possible de définir une résistance thermiqle &h ou une
résistance hydraulique R6, dans le cas de situations physiques stationnaires.

on considère pour chaque situation (électrique, thermique et hydrodynamique), un système cylin-
drique unidirectionnel d'a.xe (Or), de section,s uniforme, comme représenté sur la figue 15.

F'IGURE 15 Géométr[e d'es systèrnes consid,érés pottr déf,nir Ia notion tle résistance d,aræ les trois
si'tuations : électr[que, therrnique et hyd,mulique. La se,ction d,e gauche est notee 1 et celle de t],roite 2.

45. Rappeler l'expression de la loi d'Ogu pour une résistance électrique .R. soumise à une différence
de potentiel U :Vt - V2 et parcourue par un courant I en conventiorr récepteur. On rappellera
la définition de la convention < récepteur > et l'expression de la puissance a1gébrique reçue par
un récepteur.

46. Établir les lois d'associations série et parallèle de deux dipôlcs de résistance rè,r et .R",2. un
schéma illustrant les deux associations est attendu.

On considère urr barreau cylindrique de cuivre, quatifié de conducteur ohmique, et modélisant une
résistance. on définit la conductivité électrique (grandeur microscopique), notéc 1 en o 1 . m 1. un
conducleur ohmique ohéit à Ia loi d'oHr,r tocale définie pa' la rclarion j ' ,È,avec B.le,-hamp élec-
triqre appliqué au conducteur en V'm I et 7' la densité volumique de courant électrique en A . m-2.
Ces deux grandeurs yectorielles sont supposées ici unidirectiolnelles selon (Oz), indépendantes du
temps et des coorclonnées d'espace. É et j sont reliés respectivement à la diflérence tle potentiel
V1 - V2 e\ au courant I dans le conducteur par les relations suivantes :

r: ll,î aÈ

ë*

t\
I .uo

Ir

(7)v.-v2= IrÈ It et
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47. Réaliser un schéma inspiré de la figure 15 en faisant appa.raître les grandeurs électriques. Expri-
mer la résistance électrique fi", c., totale associée au barreau cylindrique de cuivre en fonction
des paramètres géométriques du ba.rreau et de sa conductivité électrique.

On considère, pour les questions (a8) et (a9), un matériau de conductivité thermique À11 (en
W. m-1 .K-1), de masse volumique p et de capacité thermique massique c11r. À I'extrémité gauche du
matériau on impose une température 7r et à l'extrémité droite une température ?2 (voir figure 15).
La densité surfacique de flux thermique jtr : jtn$ est uniforme dans le barreau cylindrique et la
puissance thermique (flux thermique) transitant à travers le système est notée 211r.

48. Rappeler I'expression de la loi de FouRIpR.

49. À partir d'une analogie entre grandeurs électriques et grandeurs thermiques, définir la résistance
thermique et montrer que son expression est donnée par :

Ætr :

On se place dans le cas d'une conduite cylindrique d'axe (Or), de rayon Â, de section S uniforme,
de longueur /, pa,rcourue par un écoulement stationnaire de Porsnullt o, pou un fluide newtonien
de viscosité dlnamique 4 et de masse volumique p. On note Pt et Pz les pressions, respectivement, à
l'entrée et à la sortie de la conduite (cf figure 15). L'influence de la pesanteur est négligée.

50. À pa.rtir d'un bilan de quantité de mouvement sur un domaine cylindrique de fluide [0, r] x
10, [] (r e [0, À]), établir I'expression de la vitesse r du fluide en fonction du rayon r. On
donnera toutes les précisions sur les étapes de calcul. Vérifier que cette vitesse peut s'écrire sous
la forme suirante :

(8)
L

,\thÉ-

ue):a(r_#), (e)

51.

370 52.

53.

où ,4 est une constante faisant intervenir R, LP -- P1- P2, q et [.- Représenter l'allure graphique
de la dépendance de o vis-à-vis de r.
Étubli. l'"*p."""ion du débit de volume Q.,, en fonction de R, L,P : h P2., 11 et 1..

En déûnissant les grandeurs hydrodynarniques analogues aux grandeurs électriques, exprimer la
résistance hydraulique Âh associée à l'écoulement de PoISEUILLE préédent.

Étublit l. relation entre la vitesse moyenne os sur une section de la canalisation et la vitesse
maximale o",,,,-., dans la conduite cylindrique.

III.B Focalisation hydrodynamique

Considérons le dispositif représenté sur la figure 16. Ce circuit a pour but de réaliser une focalisation
hydrodynamique d'un fluide. Le fluide d'intérêt qui va subir Ia focalisation est introduit dans le canal
de gauche (noté entrée). Les deux canaux perpendiculâùes (canaux d'entrainement) sont remplis avec
un âutre fluide permettant de focaliser le fluide d'intérêt au centre du canal de droite (sortie). P"
est la pression en entrée du ca.nal d'entrée, Py celle à I'entrée des canaux d'entrainement, supposés
identiques, avec û: P1lP. (a > 0) pour ces deux canaux, et P, la pression à la sortie du canai de
sortie.

Les deux fluides (d'intérêt et de focalisation) sont des solutions aqueuses de viscosités dynamiques
identiques.

La longueur typique parcourue par les écoulements est de 100pm, et la vitesse du fluide est de I'ordre
de 100 pm . s-1. On donne la viscosité dynamique de l'eau 4",o : 10-3 Pa . s.
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FIGURE 16 - Schéma du ci,rcuit rnicrofi,uid,ique étud,ié. Le fiuide rl,'inté.rêt subissant la focalisati,on est
représenté en qrts. Les canaur Uetti'catm sont les rttnaur d,'entrainement, où ci,rcule k "nuide 

(incoloreici) permettant de renli,ser la focalisation hgd,rod,ynami,que d,u fluid,e d,',intérêt. n", ni"h,e", au centre
d'e chaque canal, ind,iquent les d.i,rections souhaité.es d,es écouleiments. Lrn repère *àer*"'f*,d,él
pemn et d,e preciser la genntétrie du d,ispositif. L'oae Q est I'a,re optique de lu f,gu,e 15.

Les r:ircuits rnicrofluidiques ont des canaux de section rectangulaire et non cylindrique (figure 16).
L'expression de la résistance hydraulique est plus compliquée à établir d.n" àfte géàméirle, et elle
n'est pas demandée da.ns le cadre de ce sujet. Dans cette géométrie rectangulaire, la relation entre la
vitesse moyenne u, et la vitesse maxima.le u,,-r* de l'écourement de potsnullt R cst u, - lur,-u,.. Le
canal dc sorl ie a une section rcctângulairc. avec unc largeur notée u" (dans ra direction "4;. 

", unn
hauteur notée À (dans la direction 4), supposée très grande devant ur". Le sens de l,écoulement est
donné par le vecteur unitaire d et le profil dc vitesse cst celui d'un écoulement de potsnurlt p selonel. Le vecleur unitaire {, représenté sur la fig'ure 16, correspond à la direction de l,axe optique dans
la figure 13.

54. Définir le nombre de IT.EyNoLDS pour l'écoulement dans ce type de canaux. À partir d,une
évaluation numérique du nornbre de RnvNor,os, el cjédtire la lature de l'écoule'À.

55' Représenter le circuit électrique arralogue équivalent au circuii microfluiclique représenté sur la
figure 16. On notera J? la résistance de chacun des canaux d'entrainemeni, 7-R celle d1 canal
d'entrée, oR cerle du canal de sortie, où 7 > 0 et o ) 0. Dans le cadre de l,analogie électrique,
on considérera que le canal de sortie est retié à la 'massen. On précisera les uoalogùs électriques
des pressions, pour le circrrit microfluidique.

56. Nous souhaitons que les écoulements s'efiectuent dans le sens E -+ N + s e,t Et -+ r[ -+ s (cf
figure 16). Déduire que cette condition impose que (tmin 1 a < anax en précisant l,expression
de o*ir, et cn.,"" en fonction de o et 1.

On cherche à présent à e>r:lprimer le rapport
,lIc

us
(<;f figure 16) de la taille ca.ractéristiqte u.," de

à

^9

:1

fl.
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58.

I'écoulement du fluide d'intérêt dans le cana,l de sortie sur celle du canal de sortie u", en fonction de o,

7 et o. L'écoulement dâns le canal de sortie de section rectangulaire est un écoulement de POISEUILLE.

57. En supposant que l'écoulement entrant dans le ca,nal de sortie est fortement focalisé, exprimer

'uJc et u)s en fonction de u", de ur,-rr. et des débits de volume Q. et Q t , respectivement dans Ie

canal d'entrée et dans les canaux d'entraînement.

En utilisant I'analogie avec des grandeurs éIectriques et les résultats des questions précédentes,

exprimer & en fonction de a,,1 et o.
us

59. Expliquer qualitativement comment doit évoluer la pression appliquee au fluide d'entraînement
pour améliorer la focalisation dans un circuit donné. Comment choisir 7 pour a,rnéliorer la foca-

lisation ?

En introduisant des molécules fluorescentes dans le fluide d'intérêt, on peut, grâce aux techniques de

microscopie étudiees précédemment, mesurer I'efficacité de la foca.lisation hydrodyna.rnique du fluide

d'intérêt, mais également sa difiusion dans le fluide d'entraînement en temps réel.

*** FIN DII SUJET ***
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