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de ses qualités humaines et de son expertise dans le domaine.
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formatique, Marcel Bierry et Jean-Marc Sintes pour la mécanique ou Claude Hamel pour l’op-
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bonne humeur. Merci donc à Antigoni Alexandrou, Wafa Amir, Emmanuel Beaurepaire, Ade-

line Bonvalet, Thierry Boulesteix, Latifa Bouzhir, Didier Casanova, Simona Cianetti, Ade-

line Darmon, Thibault Dartigalongue, Delphine Debarre, Frédéric Escartin, Guilhem Gallot,
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1.2.2 Les protéines de la bactérie Halobacterium salinarium . . . . . . . . . . . 7
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2.5.3.2 Limite par l’interféromètre . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
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3.1.2 Spectres d’absorption caractéristiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
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Introduction

Les impulsions ultra-brèves ont des champs d’application grandissants, allant du domaine

industriel tel l’usinage de matériaux au domaine médical comme l’ophtalmologie. D’un point

de vue plus fondamental, elles ont également ouvert une voie entièrement nouvelle dans l’in-

teraction laser-matière en autorisant l’observation des mouvements atomiques et électroniques

dans les matériaux à l’échelle de temps de la femtoseconde.

Pour la biologie, ces développements ont permis l’utilisation de techniques de spectroscopie

résolue en temps, en particulier pour l’étude de la dynamique des protéines photoactivables.

Une impulsion ultra-brève amène le système dans un état excité et initie la dynamique (vibra-

tion, transfert de charge, changements conformationnels...). La brièveté des impulsions utilisées

est indispensable pour pouvoir espérer résoudre ces processus sur l’échelle de temps des mou-

vements atomiques. De telles impulsions lumineuses autorisent la caractérisation du système

étudié dans un état cohérent, avant que son état quantique ne soit brouillé par des processus

de relaxation.

La protéine étudiée dans ce travail, la bactériorhodopsine, peut être considérée comme

l’analogue bactérien des protéines photoréceptrices humaines. La compréhension des processus

de la vision est un domaine fascinant de la recherche, amenant de nombreuses questions et

controverses aujourd’hui encore. Dans la vision, l’absorption de l’énergie lumineuse par une

protéine (la rhodopsine) va donner lieu à une cascade complexe de processus acheminant le

signal au cerveau. Il a été montré que suite à la réception d’un photon lumineux :

- la molécule photoréceptrice (le rétinal) qui fait partie de la protéine s’isomérise en quelques

centaines de femtosecondes ;

- une polarisation microscopique (déplacement de charges) s’établit au niveau du système

rétinal/protéine.

Le rôle fonctionnel et la chronologie de ces deux phénomènes sont encore incertains. Il a été im-

possible de mesurer directement ces déplacements de charges, car les méthodes photovoltäıques

“conventionnelles” sont limitées par le temps de réponse des appareils de mesure (quelques pi-

cosecondes). La nouvelle méthode spectroscopique présentée dans ce travail va en revanche
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permettre d’étudier des déplacements de charges avec une résolution de 13 fs et ainsi de

séparer temporellement isomérisation et polarisation ultrarapide pour apporter des pistes à

leur compréhension.

Cependant, la fragilité de la rhodopsine in vitro rend difficile son étude spectroscopique. Nous

étudions alors son analogue bactérien beaucoup plus résistant : la bactériorhodopsine.

Non seulement la bactériorhodopsine est importante pour servir de modèle à la compréhension

des protéines à rétinal, mais elle est également une source d’étude à part entière pour ses appli-

cations biophotoniques grandissantes (cellules photovoltäıques, mémoires holographiques, encre

électronique par exemple).

Dans cette thèse, la bactériorhodopsine est étudiée par spectroscopie cohérente d’émission

infrarouge. Comme toute spectroscopie non-linéaire femtoseconde cohérente, elle consiste à faire

une mesure cohérente du champ émis par un système non centrosymétrique excité en régime

femtoseconde. Le phénomène utilisé ici est un phénomène non linéaire du deuxième ordre par

différence de fréquences (redressement optique) dans des membranes orientées.

Cette méthode est bien adaptée pour comprendre les premiers processus photoinduits de la

bactériorhodopsine :

- Le domaine spectral de l’infrarouge moyen (nous avons accès à la gamme 3 µm - 15 µm)

correspond aux transitions vibrationnelles des molécules. Nous pouvons donc espérer visualiser

des changements conformationnels.

- La possibilité d’obtenir des films anhydres orientés à partir de membranes natives contenant

de la bactériorhodopsine va permettre d’obtenir une polarisation caractérisable au niveau ma-

croscopique.

- La forte polarisabilité non linéaire du second ordre du rétinal est favorable à la génération de

redressement optique dans les films orientés.

Ce compte-rendu est présenté de la façon suivante :

-Le chapitre 1 décrit la bactériorhodopsine et plus généralement les protéines à rétinal, en

insistant sur les différentes hypothèses concernant le premier processus photoinduit.

-Le chapitre 2 expose en détail la technique expérimentale de spectroscopie d’émission infra-

rouge, en donnant au préalable les éléments clefs nécessaires à la compréhension du dispositif

expérimental.

-Le chapitre 3 décrit les caractéristiques temporelles et spectrales des échantillons de bactério-

rhodopsine étudiés.

-Le chapitre 4 présente les résultats expérimentaux obtenus et l’approche théorique utilisée

pour la simulation des données.

2



Chapitre 1

Les protéines à rétinal

1.1 Les protéines impliquées dans le transport trans-

membranaire

Les protéines membranaires jouent un rôle fondamental dans des processus de conversion

d’énergie, de transport, de transduction de signaux et de contacts intercellulaires. Il existe deux

classes importantes de protéines impliquées dans le transport transmembranaire [1] :

1. Les protéines du transport passif : les protéines-canaux.

Le transport passif correspond au passage spontané d’un soluté à travers la membrane, dans le

sens du gradient de potentiel chimique ou électrochimique.

Les protéines-canaux assurent directement le transport passif des ions (canaux ioniques) ; elles

ont une structure tridimensionnelle qui délimite un pore aqueux au travers duquel passent

sélectivement certains ions. Elles assurent elles-mêmes le passage des ions à travers la mem-

brane. Leur ouverture est étroitement régulée :

- par un changement du potentiel de membrane : ce sont les canaux sensibles au voltage ;

- par la fixation d’un ligand (neurotransmetteur) : ce sont les récepteurs-canaux ;

- par l’interaction avec un composant intracellulaire par l’intermédiaire d’une protéine réceptrice.

2. Les protéines du transport actif : les pompes et les transporteurs.
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Chap. 1 : Les protéines à rétinal

Le transport actif correspond au passage d’un soluté à travers la membrane contre son gradient

de potentiel chimique ou électrochimique. Ce transport nécessite la fourniture d’énergie et ne

peut pas être spontané. On distingue :

- Les pompes, dont l’activité est fortement couplée à une source d’énergie telle l’hydrolyse de

l’ATP (adénosine 5’-triphosphate, source d’énergie de la cellule) ou l’énergie lumineuse.

- Les transporteurs, qui assurent un transport actif, fonctionnent avec l’aide d’un gradient io-

nique constitué préalablement. Ce sont les systèmes de co-transport dans lesquels le transfert

d’un soluté dépend du transfert simultané d’un second soluté.

Nous nous intéressons plus particulièrement aux protéines impliquées dans la transduction

d’énergie à travers les protéines à rétinal, classe importante de protéines transmembranaires.

Elles interviennent dans un large domaine de processus photoinduits, avec des rôles fonctionnels

variés, par exemple comme pompe à ions mais aussi comme récepteur photoactivable couplé

aux protéines G (protéine membranaire, intermédiaire important dans la voie de signalisation

cellulaire). La protéine “modèle” de cette classe est la bactériorhodopsine, pompe à protons an-

cestrale permettant la survie de certaines bactéries évoluant dans des milieux extrêmes. Cette

thèse concerne les premiers processus photoinduits dans cette protéine.
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1.2 La famille des rhodopsines

La bactériorhodopsine est une protéine de la classe des rhodopsines. Cette classe contient

deux grandes familles de protéines [2] :

- les rhodopsines localisées dans la rétine : ce sont des protéines photoréceptrices animales

situées au niveau des yeux des vertébrés. Leur rôle inclut la vision [3] et le contrôle circadien [4].

- les archéorhodopsines. Trouvées dans des bactéries vivant dans un milieu très salin (halo-

philes extrêmes dites halobactéries), elles jouent le rôle de transducteur d’énergie lumineuse [5]

comme pompe à protons (bactériorhodopsine), comme pompe à ions chlorure Cl− (halorho-

dopsine), ou encore comme récepteur sensoriel (rhodopsine sensorielle utilisée pour diriger le

mouvement flagellaire par exemple).

Ces deux familles ont une structure tridimensionnelle (ou conformation) similaire, caractéri-

sée par sept hélices α transmembranaires (apoprotéine appelée opsine). Un cofacteur photosen-

sible, le chromophore rétinal (figure 1.1), est lié de façon covalente à une des hélices (l’hélice

VII) par l’intermédiaire d’une base de Schiff (liaison -CH=N-).
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Fig. 1.1 : Rétinal tout-trans.

Décrivons brièvement les caractéristiques de ces deux familles de protéines.

1.2.1 Les photorécepteurs visuels

Les vertébrés ont deux types de cellules photoréceptrices, appelées bâtonnets et cônes. Les

cônes fonctionnent en pleine lumière et, étant de 3 types, sont à l’origine de la vision des cou-

leurs, tandis que les bâtonnets fonctionnent en faible éclairement (très grande sensibilité) mais

étant d’un seul type ils ne peuvent assurer la vision des couleurs. On trouve au niveau de

vésicules (disques) des bâtonnets (figure 1.2) la molécule photosensible rhodopsine, constituée

d’une protéine opsine à rétinal. Le chromophore rétinal est sous forme 11-cis dans l’état fonda-

mental [3, 6]. La structure tridimensionnelle de la rhodopsine a été déterminée par diffraction

des rayons X il y a quelques années [7]. Les détériorations visuelles liées à une déficience en
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Chap. 1 : Les protéines à rétinal

vitamine A, dont la forme oxydée est le rétinal, illustrent le rôle important joué par le rétinal

dans la vision [8].
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Fig. 1.2 : Cellule photoréceptrice de type bâtonnet, composée de segments interne et externe, un corps

cellulaire et une zone synaptique par laquelle un signal chimique est transmis à une cellule nerveuse de la rétine.

Les molécules de rhodopsine sont localisées dans les disques.

Dans l’obscurité, un courant entre les deux segments du bâtonnet est maintenu, dû à la

présence d’ions sodium Na+. L’absorption d’un photon par le rétinal conduit à un photocycle

qui inclut l’isomérisation du rétinal (rendement quantique d’environ 67 %) vers l’état tout-

trans et le détachement du rétinal de la protéine, qui est alors constituée de l’opsine seule.

La reconstitution de la rhodopsine s’effectue par un cycle biochimique complexe in vivo [3, 9].

Le photocycle est couplé à la fermeture de canaux Na+ localisés dans la membrane plasmique

du segment externe, induisant une diminution du courant d’obscurité proportionnelle à l’in-

tensité excitatrice. La transmission synaptique est inhibée et l’information est transmise dans

un premier temps à une cellule nerveuse de la rétine puis tout au long de la voie de la vision

jusqu’au cortex visuel. La rhodopsine ne convertit donc pas l’énergie lumineuse mais permet la

signalisation en interrompant un processus alimenté lui-même par ailleurs.

L’environnement du rétinal agit comme un milieu diélectrique qui modifie le spectre d’ab-

sorption du rétinal, particulièrement au niveau de l’interaction avec la base de Schiff. Ce

phénomène est très notable au niveau des rhodopsines des halobactéries. Il a également été
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1.2 La famille des rhodopsines

montré que le système visuel des poissons vivant en eau profonde s’est adapté aux conditions

de faible éclairement en augmentant le nombre de ses récepteurs et en spécialisant leur spectre

de réception dans une gamme spectrale plus étroite grâce à un environnement en acides aminés

spécifique [10].

1.2.2 Les protéines de la bactérie Halobacterium salinarium

La bactérie Halobacterium salinarium (figure 1.3) est une bactérie très halophile (son milieu

naturel contient 4-5 M de chlorure de sodium, NaCl) capable d’effectuer une forme unique et an-

cienne de photosynthèse très différente de celle des organismes qui utilisent la (bactério)chloro-

phylle.

Fig. 1.3 : Respiration et photosynthèse dans la bactérie Halobacterium salinarium.

Cet organisme primitif de couleur pourpre colore fréquemment les milieux très salins dans

lesquels il se développe. On distingue deux types de composants de la membrane cellulaire, la
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membrane rouge et la membrane pourpre.

La membrane rouge est le site de la respiration, et doit sa couleur essentiellement à la

présence de caroténöıdes. Durant la phase stationnaire de croissance cellulaire, la concentration

en oxygène est trop faible pour utiliser la respiration comme source d’énergie, et une méthode

alternative de production d’ATP est créée, en développant au niveau de la membrane rouge des

zones de membranes pourpres. Ce type de membrane est constitué, outre de lipides, essentiel-

lement de la protéine bactériorhodopsine.

La bactériorhodopsine est une pompe protonique photoactivable, permettant à la bactérie

de survivre dans des conditions extrêmes en utilisant l’énergie solaire. Ce transfert de protons,

de la face cytoplasmique à la face périplasmique de la membrane, permet l’établissement d’un

gradient de protons qui entrâıne la production d’ATP par une autre protéine (l’ATP synthase).

En plus de la bactériorhodopsine, la bactérie contient une pompe à ions Cl− (l’halorhodopsine)

et deux rhodopsines sensorielles responsables de la phototaxie (phototaxie positive : attraction

par la lumière ; phototaxie négative : répulsion par la lumière) [11].

En culture, durant la première phase de croissance exponentielle (voir annexe C), la bactérie

est aérobie et la protéine sensorielle principale (phoborhodopsine ou SRII, maximum d’absorp-

tion à 490 nm) repousse la bactérie de la lumière. En revanche, quand la concentration en

oxygène devient limitante et que la bactérie a besoin de lumière pour sa survie, la protéine sen-

sorielle principale SRI (maximum d’absorption à 587 nm) génère un mouvement flagellaire vers

la lumière [12]. La bactérie possède ainsi une forme de vision élémentaire. Suite à l’absorption

d’un photon lumineux, les changements conformationnels des protéines sensorielles (dont on

ignore encore aujourd’hui le fonctionnement exact) vont déclencher une cascade d’événements

moléculaires propagés par la châıne de transduction sensorielle jusqu’aux organes du mouve-

ment.

L’halorhodopsine (maximum d’absorption à 578 nm) est également trouvée dans la mem-

brane pourpre de la bactérie Halobacterium salinarium. Elle est principalement utilisée pour

maintenir la balance osmotique durant la croissance cellulaire. La bactérie peut aussi utiliser

cette autre protéine pour capter l’énergie lumineuse en condition de dioxygène limitant pour

assurer sa photosynthèse. A la différence de la bactériorhodopsine, elle transporte des ions Cl−

vers l’intérieur de la cellule. Du fait de leur charge négative, en terme de potentiel transmembra-

naire, pomper les ions Cl− vers l’intérieur est équivalent à pomper des protons vers l’extérieur.

Ainsi l’halorhodosine convertit l’énergie par l’établissement d’un gradient d’ions chlorures, mais

avec une efficacité moins bonne que la bactériorhodopsine. Le rétinal, qui s’isomérise tout-trans

→ 13-cis comme dans le cas de la bactériorhodopsine, est également relié à une hélice par

l’intermédiaire d’une base de Schiff. Cependant lors du transfert d’ions Cl−, la base de Schiff ne

se déprotone pas et les acides aspartiques voisins (les équivalents de Asp85 et Asp96) sont ab-

sents. Un point marquant non élucidé : lorsque la bactériorhodopsine est plongée dans un milieu

acide en présence d’ions chlorures (typiquement un milieu acidifié par HCl, voire chapitre 3),

elle pompe des ions Cl− et ses photoproduits sont très similaires à ceux de l’halorhodopsine [13].
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1.3 La bactériorhodopsine

1.3.1 Structure

En général les protéines membranaires, amphiphiles, sont très difficiles à cristalliser. Les

molécules de bactériorhodopsine présentent l’avantage de déjà former un réseau cristallin plan

dans la membrane pourpre (réseau hexagonal de trimères). La structure tridimensionnelle de

la bactériorhodopsine a pu être déterminée par cristallographie aux rayons X [14, 15] et par

microscopie électronique [16,17]. Elle se compose de 248 acides aminés organisés en sept hélices

α (structure appelée opsine) et d’un cofacteur, le rétinal, qui est la molécule photoréceptrice,

lié à la lysine 216 qui fait partie d’une hélice de la protéine (figure 1.4). Les hélices de la

bactériorhodopsine traversent la membrane approximativement à angle droit par rapport au

plan de cette dernière, et le rétinal (en prenant comme direction caractéristique la ligne connec-

tant C5 et C15, figure 1.5) a une orientation de 61◦ ± 7◦ [18] par rapport à la normale à la

membrane.

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

membrane 
 

membrane 

Espace 
intracellulaire 

Espace 
extracellulaire 

Fig. 1.4 : Les sept hélices constitutives de la protéine et le rétinal au centre (en mauve). Taille approximative

3x3x5 nm3.

1.3.2 Le photocycle

Dans la bactériorhodopsine, le rétinal existe sous les formes 13-cis et tout-trans (figure 1.5).
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Fig. 1.5 : Configurations du rétinal dans l’état non adapté à la lumière et photocycle fonctionnel.

Suite à une illumination ambiante (quelques minutes suffisent pour un échantillon de bactério-

rhodopsine en solution), le rétinal adopte la forme tout-trans, et la protéine est alors sous une

forme dite adaptée à la lumière (rétinal tout-trans uniquement). Comme c’est le cas dans la rho-

dospine dans le système visuel des mammifères, une photoisomérisation du rétinal prend place.

Néanmoins, dans le cas de la bactériorhodopsine, elle est tout-trans → 13-cis, ce qui contraste

avec le cas de la rhodopsine où elle est 11-cis → tout-trans. Parmi les autres différences re-

marquables, nous mentionnons le fait que dans la bactériorhodopsine, pendant le photocycle, le

rétinal reste incorporé dans la protéine. Cette propriété facilite l’étude de la bactériorhodopsine

par rapport à la rhodopsine.

En revanche dans l’obscurité (forme dite non adaptée à la lumière), il y a un équilibre entre

les formes (13-cis, 15-syn) et (tout-trans, 15-anti) du rétinal (figure 1.5) en proportion environ

équimolaire [19, 20]. L’absorption d’un photon par le rétinal tout-trans entrâıne le photocycle

fonctionnel de la bactériorhodopsine, durant lequel un proton est pompé de l’intérieur vers

l’extérieur de la cellule.
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1.3.3 Les photoproduits

Après absorption d’un photon, différents photoproduits de bR (bactériorhodopsine dans

son état fondamental, maximum d’absorption à 568 nm) sont formés à travers un photocycle.

Bien qu’un photocycle existe quelque soit l’isomère concerné, seul le photocycle (de durée 10-20

ms) provenant de l’excitation du rétinal tout-trans implique le transport de protons. Le photo-

cycle donne naissance à de nombreux changements structuraux (isomérisation du rétinal), à des

réactions de protonation ainsi qu’à des modifications électrostatiques (déplacement de charges),

aussi bien au niveau de la protéine que du rétinal. Ces modifications sont décrites plus en détail

dans la partie 1.4.

Les changements spectraux dans le visible et l’infrarouge [20, 21, 22, 23] ont permis de ca-

ractériser les photoproduits créés pendant le photocycle, notés bR, bR∗, I460, J625, K590, L550,

M412, N540, O640 (figure 1.6). Les indices indiquent les maxima d’absorption de chaque état en

nanomètres. Leur durée de vie varie de plusieurs centaines de femtosecondes à quelques milli-

secondes.

 

bR568 

K590 

hυ 

1µs 
2ms 

L550 

3ps 
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50µs 

3 ms 

8ms 

 Déprotonation de la base de 
Schiff vers Asp85 

Reprotonation 
d’Asp96 

H+ 

H+ 
Reprotonation 
de la base de 
Schiff à partir 

d’ Asp96 

bR*,I460,J625 

Fig. 1.6 : Photocycle de la bactériorhodopsine.

Aux différentes étapes du photocycle est associé un échange de protons ; le processus est

décrit dans la figure 1.7.
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                                                    W. Kühlbrandt, Nature 406, 569-70 (2000) 

Fig. 1.7 : Mécanisme moléculaire du pompage de protons dans la bactériorhodopsine, de [24]. Dans cette

figure seules cinq hélices son représentées par souci de clarté, numérotées A, B, C, F, G (à laquelle est relié

le rétinal). L’absorption d’un photon initie le photocycle. L’isomérisation du rétinal permet le transfert d’un

proton de la base de Schiff au niveau de l’atome de nitrogène vers l’acide aspartique Asp85 (b) dans l’état M. Le

rétinal déprotoné, représenté en jaune, est reprotoné par l’intermédiaire de l’acide aspartique Asp96 ayant capté

un proton du côté cytoplasmique. Ensuite le proton est transféré vers l’extérieur par Asp85 et un réseau de

liaisons hydrogènes et de molécules d’eau. D’autres acides aminés peuvent intervenir, mais leur rôle est encore

imprécis. Les flèches rouges indiquent le mouvement des protons, les flèches bleues celui des groupes d’atomes.
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1.3.4 Pourquoi étudier la bactériorhodopsine ?

La bactériorhodopsine est parmi les systèmes photosynthétiques les plus simples connus à

ce jour. Elle présente une résistance très importante aux conditions extrêmes telles un pH très

bas ou des variations d’humidité. Elle fait partie d’une importante famille de protéines mem-

branaires, qui bien que variant dans leurs fonctions, ont des structures similaires, ce qui permet

à la bactériorhodopsine de leur servir de modèle.

Du fait de sa grande robustesse elle est un candidat très intéressant pour des applications

commerciales (annexe D). D’un point de vue pratique, cette robustesse, en particulier en com-

paraison d’avec la rhodopsine, facilite considérablement son étude, en particulier sous condition

d’éclairage répété, comme c’est intrinsèquement le cas dans les études de type pompe-sonde

femtoseconde, utilisées dans cette thèse.
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1.4 Controverse : quel est le premier processus photoin-

duit ?

Partant de l’état fondamental bR, le rétinal se trouve dans l’état excité bR∗ suite à l’absorp-

tion d’un photon (figure 1.6). La molécule est excitée électroniquement : d’après le principe de

Franck-Condon, les noyaux sont initialement dans la configuration de l’état fondamental, tandis

que la configuration électronique est celle de l’état excité. Ce principe est basé sur l’approxima-

tion que les changements électroniques, de l’ordre de quelques femtosecondes, sont beaucoup

plus rapides que les changements nucléaires. Dans le schéma représentant les surfaces d’énergie

potentielle (figures 1.10 et 1.11), la transition impliquée est verticale, et l’état créé est appelé

zone de Franck-Condon.

Une question importante est ouverte : comment se fait le stockage ultrarapide d’énergie

lumineuse, entrâınant par la suite les photoconversions fonctionnelles caractéristiques de la

protéine ? Ce mécanisme de transduction efficace et ultrarapide du signal électronique (absorp-

tion d’un photon) vers un signal structural (changement de conformation) est actuellement très

controversé. Pour la bactériorhodopsine, deux grands modèles s’affrontent :

1. L’isomérisation tout-trans→13-cis (figure 1.8) est le premier processus photoinduit.

2. L’énergie lumineuse est emmagasinée grâce à un déplacement de charges ultrarapide (figure

1.9).

 Fig. 1.8 : Isomérisation tout-trans → 13-cis du rétinal suite à l’absorption d’un photon.
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Fig. 1.9 : Déplacement de la charge négative vers la base de Schiff dans l’état excité. Ce transfert de charge

se traduit par un changement dipôlaire |∆µ | entre moment dipolaire de l’état fondamental et moment dipolaire

de l’état excité autour de 14 Debyes [25,26].

Dans les années 70, basée sur des traitements théoriques, une polarisation ultrarapide du rétinal

a été proposée comme premier processus, précurseur de l’isomérisation [26,27,28]. Néanmoins,

l’ hypothèse établie dans les années 80, basée sur les premières expériences d’absorption tran-

sitoire femtoseconde, est que le premier processus fonctionnel photoinduit est l’isomérisation

autour de la double liaison C13 = C14 [21,22]. Dans cette vision, les changements conformation-

nels au niveau de la protéine nécessitent et résultent de l’isomérisation ultrarapide tout-trans

→ 13-cis du rétinal (figure 1.8).
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Fig. 1.10 : Surface d’énergie potentielle suivant la coordonnée nucléaire d’isomérisation, selon le modèle

de [21]. Les longueurs d’ondes caractérisent les maxima d’absorption et d’émission.

Dans le modèle de la figure 1.10, l’isomérisation du rétinal est directement couplée au premier
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processus photoinduit ; la distorsion autour de la double liaison C13=C14 contrôle le départ hors

de la zone de Franck-Condon. La dynamique des paquets d’onde les 100 premières femtosecondes

est un processus essentiel dans l’isomérisation. Dans ce modèle, au niveau du photoproduit I,

dans lequel le rétinal est proposé être partiellement (≈ 90◦) isomérisé, deux cas sont possibles :

- Formation du photoproduit sous forme 13-cis (J), atteint après environ 500 fs avec un rende-

ment quantique autour de 65%. Le photocycle est initié.

- Retour dans l’état fondamental tout-trans par des processus non radiatifs.

Un autre modèle, faisant intervenir trois états énergétiques (figure 1.11), a été proposé suite

à des expériences d’absorption transitoire résolue temporellement [29] et des calculs théoriques

des dynamiques moléculaires [30]. La coordonnée de réaction est là encore dominée par la torsion

autour de la double liaison, mais celle-ci est indirectement couplée à la transition : l’énergie

électronique est stockée dans d’autres modes vibrationnels du rétinal. La surface d’énergie

potentielle autour de la zone de Franck-Condon est relativement plate et non répulsive, la

population dans l’état excité reste localisée dans cette zone pendant quelques centaines de fem-

tosecondes avant d’atteindre la zone “active” suivant la coordonnée d’isomérisation. D’autres

modèles invoquent deux états excités, mais les surfaces sont traitées en plusieurs dimensions

(c’est à dire deux voire plus de modes sont impliqués dans la réaction) [25,31].

 

S1 

S2 

S0 
   

    
K 
 
 

én
er

g
ie

 

 

 tout-trans              13-cis 

 hυ 

bR 

coordonnée  
d’isomérisation  
C13=C14 

Fig. 1.11 : Modèle à trois états décrivant l’isomérisation de la bactériorhodopsine [29].

Plusieurs expériences ont été effectuées sur des rétinals modifiés chimiquement, avec pour but

d’étudier leur rôle fonctionnel :
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• Les dynamiques photoinduites du rétinal en solution et au sein de la protéine ont été

étudiées, dans des systèmes chimiquement modifiés où l’isomérisation autour de la double liai-

son C13=C14 n’est pas possible [32,33,34,35,36,37] (figure 1.12).

 
Fig. 1.12 : Rétinals natif et modifié utilisés pour sonder les pénomènes ultrarapides dans la bactériorhodopsine.

L’isomérisation autour de la liaison C13=C14 est bloquée par une liaison chimique additionnelle. Ce rétinal

modifié peut être introduit dans des apoprotéines de bactériorhodopsine où le rétinal natif a été préalablement

éliminé [38].

Des expériences pompe-sonde (principe décrit chapitre 3) ont été effectuées sur les deux types

de rétinal [32, 34, 35, 36] présentés figure 1.12. Les spectres d’absorption transitoire montrent

la formation d’un état fluorescent I460 dans les deux cas, avec un même rendement quantique,

preuve que le rétinal ne peut pas être partiellement isomérisé dans cet état.

• Les changements conformationnels de la protéine ont été étudiés par l’utilisation d’un

capteur à force atomique [39]. Cette méthode permet de sonder les mouvements de la protéine

suite à une excitation visible (532 nm). La résolution temporelle est de 2 µs. Dans les deux

cas (protéine avec rétinal natif et protéine reconstituée avec le rétinal modifié), l’excitation

lumineuse provoque des modifications conformationnelles de la protéine qui perdurent pendant

plusieurs millisecondes. En revanche, ces modifications structurales donnent lieu à un gradient

de pH seulement si le rétinal peut s’isomériser par la suite. La protéine avec un rétinal symétrisé

(tout transfert de charge par non linéarité du second ordre peut être exclu) a également été

étudiée [39] : aucun signal n’a pu être observé.

• Comme l’avaient montré des expériences de génération de seconde harmonique dès la

fin des années 80 [40, 41, 42, 43], la susceptibilité non linéaire du rétinal est très élevée. Des

expériences d’absorption transitoire couplées à des expériences de génération de seconde har-

monique [43] sur des rétinals à châıne polyénique modifiée chimiquement ont montré :

1. L’existence d’un transfert de charges est relié aux propriétés non linéaires du rétinal.

2. Suite à une excitation lumineuse, les rétinals modifiés ne présentent pas de variations ca-

ractéristiques d’absorption liées à un rôle fonctionnel, bien que l’isomérisation soit possible.
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Chap. 1 : Les protéines à rétinal

Ces études montrent que des changements conformationnels au niveau de la protéine peuvent

être induits par une redistribution de charges. Bien que le couplage entre ce déplacement de

charges et le transfert de protons n’ait pas été jusque-là établi, elles suggèrent la modification

de l’hypothèse établissant l’isomérisation comme le premier processus photoinduit fonctionnel.

Des modèles alternatifs à plusieurs dimensions ont été établis, tenant compte de l’importance

du déplacement de charges et d’autres modes vibrationnels dans la relaxation du rétinal.

Comme déjà invoqué au milieu des années 70 [26, 27, 28], l’importance d’un transfert de

charge suite à une excitation visible (figure 1.9) avait été mise en avant. Les expériences sur le

rétinal “bloqué” et le développement de calculs ab-initio des propriétés du rétinal [25, 44] ont

entamé une recrudescence de l’intérêt de cette polarisation. Les calculs ont permis de simuler

le changement dipolaire associé à la population dans la zone de Franck-Condon de l’état excité

et les degrés de liberté du rétinal impliqués dans la relaxation diélectrique du rétinal (figure

1.13).

 Fig. 1.13 : Partie droite : structure de la surface excitée S1 du rétinal 11-cis, adaptée de [45]. On pense en

particulier que dans la protéine, d’autres coordonnées interviennent, non représentées ici, suivant les modes

HOOP. FC : zone de Franck Condon ; SP : point stationnaire ; FS : état fluorescent ; CI : intersection conique.

Dans le cas du rétinal dans la protéine, le plateau présent en SP semble être diminué, voire disparâıtre [25].

Partie gauche : représentation d’une partie du rétinal et des modes vibrationnels successivement excités, suite à

l’excitation optique selon le moment dipolaire qui fait un angle de 10◦ environ par rapport à l’axe de la châıne

carbonée [18] (flèche grise).

Selon ces études, le changement du moment dipolaire dans l’état excité (en d’autres termes

la séparation de charges) a lieu presque parallèlement à l’axe du rétinal [18, 26] ; les modes
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1.4 Controverse : quel est le premier processus photoinduit ?

d’élongation du squelette carbonique, dirigés suivant l’axe du rétinal, sont directement couplés

à l’excitation lumineuse et dominent ainsi la relaxation intitiale hors de la zone de Franck-

Condon (FC) vers un plateau (point stationaire SP). L’énergie est ensuite au moins partielle-

ment transmise aux modes de mouvement des atomes d’hydrogène hors du plan (modes HOOP :

Hydrogen Out of Plane), donc indirectement couplés à l’excitation lumineuse. Selon ce modèle,

la relaxation s’effectue alors suivant trois coordonnées : élongation de la châıne carbonique,

modes HOOP et modes de torsions autour de la double liaison critique C13=C14, pour at-

teindre la zone d’intersection des deux surfaces S0 et S1 (intersection conique CI) (figure 1.13),

zone où le rétinal peut soit isomériser vers l’état 13-cis, soit retourner dans l’état fondamental

tout-trans. Des variations de ces modèles avec un plus grand nombre de modes vibrationnels

ont aussi été décrits [31,46].

La transition S0→S1 s’accompagne d’un changement important du moment dipolaire : la

charge positive se déplace des parties C14–N à C11–C13 en passant de S0 à S1 [47], entrâınant

un changement dipolaire |∆µ | important, qui a été calculé autour de 14 Debyes, et qui dimi-

nuerait dans la relaxation initiale (FC→SP) jusqu’à 6 Debyes. Cette relaxation diélectrique est

accompagnée d’une réorganisation énergétique d’environ 2500 cm−1 [48, 49]. Puis il augmente-

rait jusqu’à 26 Debyes en atteignant CI. Il est à noter que les valeurs numériques sont calculées

pour un analogue simplifié du rétinal [25].

La description des changements dipolaires subséquents à l’excitation lumineuse introduite

dans ce modèle à deux dimensions nous mène à expliquer la deuxième hypothèse : l’énergie so-

laire est emmagasinée par une séparation de charges ultrarapide, ayant lieu avant l’isomérisation

du rétinal. La protéine doit se réorganiser dans ce nouvel environnement de charges, ce qui va

emmener par la suite des modifications conformationnelles.

Bien que des indications fortes d’une polarisation photoinduite et rapide existent donc,

basées sur des considérations théoriques et des propriétés non linéaires du rétinal établies

expérimentalement, une détection directe et quantifiée d’une polarisation n’a pas encore été

possible. Il est possible de mesurer directement des déplacements de charges par détection

photoélectrique [50, 51, 52]. Le principe de base est représenté sur la figure 1.14A. Suite à

une illumination visible, une tension aux bornes de l’échantillon apparâıt (figure 1.14B), ca-

ractéristique de déplacements de charges. Cependant les détections photoélectriques sont li-

mitées par le temps de réponse des appareils de mesure, dans le meilleur cas autour de quelques

picosecondes [50,53]. Elles sont donc incapables de résoudre sur une échelle de temps inférieure

à celle de l’isomérisation du rétinal, qui a lieu en quelques centaines de femtosecondes.
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Fig. 1.14 : A. Schéma de principe de la détection photoélectrique. L’échantillon de bactériorhodopsine est

orienté sur un verre conducteur (couche conductrice de SnO2). Nous décrivons la méthode d’orientation dans le

chapitre suivant (partie 3.2.1.1). Suite à une illumination visible, un signal est détecté après amplification aux

bornes d’un voltmètre. B. Signal électrique photoinduit en fonction du temps, suite à une excitation à 620nm,

de [50]. La relaxation RC (RC relaxation) est déterminée par le circuit de mesure. La partie négative (forward

process) correspond à la séparation de charges suite à l’excitation du rétinal tout-trans. Le pic positif (reverse

process) s’explique par l’excitation d’un photoproduit.

Il est donc nécessaire de développer d’autres méthodes d’analyse. Une approche est d’étudier

les effets électrochromiques des changements du moment dipolaire du rétinal sur l’absorption

linéaire dans l’ultra-violet de certains acides aminés proches du rétinal [54,55]. Cette approche

passe par la déconvolution d’un signal complexe qui inclut une contribution du rétinal même et

une interprétation basée sur la structure tridimensionnelle de la protéine, et une quantification

de la polarisation n’a pas encore été possible.

Dans ce travail de thèse, nous avons développé une méthode expérimentale, présentée dans

le chapitre suivant, utilisant les propriétés non linéaires du rétinal. Elle permet d’étudier les

déplacements de charges avec une résolution temporelle considérablement inférieure au temps

d’isomérisation du rétinal.
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Chapitre 2

Spectroscopie cohérente d’émission

infrarouge

2.1 Etude de mouvements de charges

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il est impossible de mesurer directement des

déplacements de charges avec une résolution temporelle meilleure que quelques picosecondes.

Cependant, afin d’établir si un déplacement de charges a effectivement lieu avant l’isomérisation

du rétinal, une résolution temporelle meilleure que la centaine de femtosecondes est indispen-

sable. En outre, il est important de connâıtre l’interaction entre les réponses électronique et

conformationnelle et leur ordre chronologique.

L’approche développée dans ce travail de thèse tire profit des propriétés non linéaires du

rétinal. En effet, la forte polarisabilité moléculaire du deuxième ordre β du rétinal permet de ca-

ractériser macroscopiquement la polarisation qui prend naissance dans des assemblages orientés

de bactériorhodopsine.
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

2.1.1 Etude de la séparation de charges

2.1.1.1 Non linéarité du deuxième ordre et déplacement de charges

Des échantillons basés sur le rétinal tout-trans présentent un fort coefficient non linéaire du

deuxième ordre χ(2) (autour de 5.10−10 esu dans des films secs excités hors résonance [41] ; au-

tour de 7.10−15 esu dans des films monocouches, valeur inchangée que l’excitation soit résonante

ou non [40, 41]). Le déplacement de charges produit une importante contribution à la polari-

sabilité non linéaire du deuxième ordre [56]. Le champ émis va ainsi refléter directement la

différence entre les moments dipolaires de l’état fondamental et de l’état excité.

Le phénomène non linéaire du deuxième ordre le plus souvent utilisé est la génération de

seconde harmonique ; il a été étudié dans le cas de la bactériorhodopsine [41, 42] en excitant

l’échantillon hors résonance, et dans le cas du rétinal seul [40,41] avec des excitations résonante

et non résonante. Il est possible d’utiliser un autre phénomène non linéaire du second ordre,

la génération d’une radiation basse fréquence par différence de fréquences : le redressement

optique. Le déplacement préférentiel des charges dans un sens donné dans un matériau non

centrosymétrique va créer une polarisation pointant toujours dans le même sens (figure 2.1).

Fig. 2.1 : Suite à l’excitation d’un milieu présentant une non linéarité du deuxième ordre par un champ

électrique de fréquence ω, des polarisations non linéaires prennent naissance dans le milieu, à la fréquence 2ω

(génération de seconde harmonique) et à la fréquence nulle (redressement optique).

Le redressement optique a été précédemment observé dans des semiconducteurs [57] et des

matériaux organiques [58]. Nous l’appliquons ici à un matériau biologique : la bactériorhodopsine.

L’utilisation de cette approche permet :

- d’obtenir des informations temporelles directes, avec une résolution femtoseconde, sur la po-

larisation créée car l’excitation peut être résonante ;

- d’avoir accès à la dynamique de relaxation des vibrations moléculaires du système rétinal/pro-

téine. L’émission par redressement optique se situe dans l’infrarouge, zone spectrale où appa-
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2.1 Etude de mouvements de charges

raissent les transitions entre niveaux vibrationnels ; tout mouvement cohérent de charges sera

détecté, même sans être directement couplé à la transition optique comme en spectroscopie

Raman.

Une telle émission infrarouge qui perdure pendant plusieurs picosecondes a été observée

sur des échantillons de myoglobine [58]. Dans la section suivante, nous développons brièvement

les concepts sur lesquels ce type de spectroscopie repose.

2.1.1.2 Couplage électron-vibration

En cas de résonance électronique, l’interaction entre la lumière et la matière donne lieu à une

transition entre l’état fondamental et l’état excité. La figure 2.2 représente la cas de couplage

de la transition avec un seul mode vibrationnel, mais plusieurs modes peuvent être impliqués.

  ∆
ω

 

S1 

S0 

énergie 

coordonnées 
nucléaires 

Fig. 2.2 : Excitation cohérente de niveaux vibrationnels par une impulsion gaussienne large bande (largeur

∆ω), conduisant à une émission infrarouge. La surface de l’état excité S1 peut être déplacée dans plusieurs

dimensions, donnant lieu à l’excitation de plusieurs modes.

La grande largeur spectrale des impulsions ultrabrèves permet l’excitation cohérente de plu-

sieurs niveaux vibrationnels d’un mode. L’évolution de la superposition cohérente des fonctions

d’ondes correspondant à ces niveaux se traduit par des mouvements cohérents des noyaux. Les

mouvements de charges associés conduisent à une émission électromagnétique dans l’infrarouge

moyen. Dans le domaine des fréquences, les structures contenues dans cette émission vibra-

tionnelle seront d’autant plus fine que les temps de déphasage entre modes vibrationnels sont

longues.
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

La spectroscopie visible-infrarouge va donc à priori permettre d’étudier les couplages électro-

niques et vibrationnels ; la détection simultanée des réponses électronique et vibrationnelle du

système rétinal/protéine va permettre d’analyser l’établissement d’une polarisation dans le mi-

lieu et sa conversion en dynamique structurale.
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2.2 Interaction laser-matière

2.2 Interaction laser-matière : étude des effets non linéai-

res

Lorsqu’un champ E(t) interagit avec un milieu diélectrique, les charges mises en mouvement

oscillent à la fréquence du champ excitateur, tant que son intensité est suffisamment faible. A

des intensités élevées, comme engendrées souvent avec des impulsions lasers ultrabrèves, la

théorie d’une réponse uniquement linéaire des systèmes n’est plus suffisante. La matière est

fortement affectée par l’impulsion laser incidente, et des contributions linéaires et non linéaires

doivent être prises en compte. Dans cette partie nous allons tenter de comprendre l’origine de

ces effets non linéaires et d’étudier les approches utilisées pour calculer la réponse non linéaire

du milieu. Nous nous concentrerons essentiellement sur les effets non linéaires du deuxième

ordre qui nous intéressent dans les chapitres qui suivent.

2.2.1 Représentation classique du champ excitateur et passage en

notations complexes

Le champ électrique associé à une impulsion brève s’écrit typiquement sous la forme d’un

champ polarisé linéairement E(t), porté par un vecteur unitaire
→
r . Il peut se décomposer en

produit d’une d’enveloppe A(t), de porteuse ωo et de durée τ (figure 2.3) :

→
E (t) = E(t)

→
r et E(t) = A(t)cos(ωot) (2.1)
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Fig. 2.3 : Représentation de l’amplitude A(t) et du champ E(t) d’une impulsion gaussienne de durée 11 fs.

Dans le domaine des fréquences, le champ s’écrit par transformée de Fourier :

E(ωo) =

∫ +∞

−∞
E(t)eiωotdt =

1

2
(E(ωo) + E∗(−ωo)) (2.2)
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où E(ωo) est le champ complexe défini par E(ωo)=2E (ωo)H (ω). H (ω) est la fonction de Hea-

viside définie par H (ω) = 1 si ω ≥ 0 ; H (ω)=0 si ω < 0.

Par transformée de Fourier inverse :

E(t) =
1

2
(E(t) + E∗(t)) = Re(E(t)) (2.3)

où le champ complexe E (t) associé au champ réel E (t) vaut :

E(t) = A(t)e−iωot (2.4)

L’intensité (ou densité de puissance) s’exprime alors :

I(t) =
1

2ηo

|E(t)|2 =
1

2ηo

|A(t)|2 et I(ωo) =
1

2ηo

|E(ωo)|2 (2.5)

avec ηo l’impédance du vide (= 377 Ω).

2.2.2 Modèle de l’oscillateur anharmonique à une dimension

Ce modèle simplifié va nous permettre d’esquisser les origines physiques des phénomènes

non-linéaires générés dans notre expérience.

On modélise une molécule par un électron, de masse m et de charge e, élastiquement lié au

noyau atomique, pouvant se déplacer suivant un axe
→
x (figure 2.4).

 

 

noyau 
 

    e- 

  x 

Fig. 2.4 : Modèle de l’électron élastiquement lié au noyau, pouvant se déplacer suivant l’axe
→
x .

Imaginons une onde électromagnétique de champ électrique E(t) incidente sur cette molécule.

Le champ électrique de l’onde lumineuse induit dans le diélectrique des déplacements élémentai-

res de charges au niveau de la molécule, menant à l’induction dans le matériau de moments

dipolaires. Une polarisation est créée.
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2.2 Interaction laser-matière

Dans la suite nous faisons les hypothèses suivantes :

- Le modèle est unidimensionnel.

- Le noyau est fixe sous l’action du champ électrique.

- Les molécules sont alignées et isolées les unes par rapport aux autres et n’interagissent pas

entre elles. Si p est la polarisation induite par une molécule, la polarisation induite par le milieu

de N molécules est donc P = Np.

- Le champ électrique est supposé uniforme à l’échelle de la molécule. L’onde incidente est plane

monochromatique, de fréquence ω, d’amplitude Eo : E(t)=(E oe
−iωt+E o

∗eiωt).

- L’excitation est résonante, ce qui correspond à nos conditions expérimentales.

- Les effets magnétiques sont négligeables face aux effets électriques.

Faisons l’inventaire des forces auxquelles l’électron est soumis :

- la force de rappel : -mωo
2x où ωo dépend du matériau

- un terme d’anharmonicité du milieu, caractérisé par le terme α intrinsèque au milieu : -mαx 2

- un terme d’amortissement -2mΓdx
dt

, avec Γ la constante de friction

- la force exercée par le champ électrique de l’onde : - eE(t), -e étant la charge négative de

l’électron.

L’équation d’évolution de l’électron s’écrit :

d2x(t)

dt2
+ 2Γ

dx(t)

dt
+ ω2

ox(t) + αx2(t) = − e

m
E(t) (2.6)

Pour trouver une solution générale à cette équation, on utilise un traitement perturbatif qui

consiste à développer x(t) en série de puissance.

Au premier ordre de la perturbation, la réponse de l’électron au champ appliqué est linéaire

(modèle de l’oscillateur harmonique), correspondant au cas α=0.

d2x(1)(t)

dt2
+ 2Γ

dx(1)(t)

dt
+ ω2

ox
(1)(t) = − e

m
E(t) (2.7)

Cette équation a pour solution :

x(1)(ω) =
−e
m

E(ω)

(ω2
o − ω2 − 2iΓω)

soit en temporel x(1)(t) =
−e
m

Eoe
−iωt

(ω2
o − ω2 − 2iΓω)

+ c.c. (2.8)
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La polarisation linéaire P (1) créée dans le milieu vaut

P (1)(t) = −Nex(1)(t) (2.9)

et s’écrit en fonction de la susceptibilité linéaire χ(1), en notant εo la permittivité du vide :

P (1)(t) = εoχ
(1)E(t) (2.10)

Par identification on en déduit l’expression de χ(1) :

χ(1)(ω) =
Ne2

mεo

1

(ω2
o − ω2 − 2iΓω)

(2.11)

Lorsque le champ électrique appliqué au système est suffisamment intense, le déplacement

de l’électron ne peut plus être considéré comme linéaire. Au deuxième ordre de la perturbation

(on se limite à cet ordre qui nous intéresse dans notre expérience), l’équation 2.6 devient :

d2x(2)(t)

dt2
+ 2Γ

dx(2)(t)

dt
+ ω2

ox
(2)(t) = −[αx(1)(t)]2 (2.12)

En remplaçant x(1)(t) par sa valeur (équation 2.8), on trouve :

x(2)(t) = −αe
2

m2

E2
oe
−2iωt

(ω2
o − ω2 − 2iΓω)2(ω2

o − 4ω2 − 4iΓω)

−αe
2

m2

Eo

ω2
o(ω

2
o − ω2 − 2iΓω)(ω2

o − ω2 + 2iΓω)
+ c.c. (2.13)

La polarisation du second ordre dans le milieu s’écrit :

P (2)(t) = −Nex(2)(t) (2.14)

La polarisation est composée de deux termes, un oscillant à la fréquence 2ω, à l’origine de la

génération de seconde harmonique, et un à la fréquence nulle (champ statique), à l’origine du
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2.2 Interaction laser-matière

phénomène de différence de fréquences ou redressement optique.

Par définition, la susceptibilité non linéaire du deuxième ordre χ(2) du milieu exprime la pola-

risation P(2)(t) en fonction du champ électroagnétique excitateur :

P (2)(t) = εoχ
(2)E2(t) (2.15)

Ainsi, χ(2) peut être décomposé en deux termes, à la fréquence 2ω et à la fréquence nulle :

χ(2)(0, ω,−ω) =
Nαe3

m2εo

1

ω2
o(ω

2
o − ω2 − 2iΓω)(ω2

o − ω2 + 2iΓω)
(2.16)

χ(2)(2ω, ω, ω) =
Nαe3

m2εo

1

(ω2
o − ω2 − 2iΓω)2(ω2

o − 4ω2 − 4iΓω)
(2.17)

Ce modèle simplifié permet de se rendre compte que la non-linéarité optique réside dans

l’anharmonicité de la vibration représentant le mouvement de l’électron autour du noyau. Le

champ excitateur provoque le mouvement lent de charges liées : une polarisation macroscopique

est créée. Elle devient à son tour source d’un nouveau champ électromagnétique ENL. Ce dernier

a des caractéristiques spectrales et temporelles différentes fonction du phénomène non linéaire

considéré.

2.2.3 Calcul de la polarisation induite par un champ excitateur

La polarisation reflète les propriétés optiques du système à étudier. Le principe de base

pour calculer la polarisation d’ordre (n) créée dans un milieu diélectrique est le développement

en série de E(t) (approche perturbative). On développe la polarisation en série jusqu’à l’ordre 2 :

P (t) = P (1)(t) + P (2)(t) (2.18)

La polarisation linéaire P (1) s’exprime par l’intermédiaire de la susceptibilité linéaire du milieu

χ(1) :

P (1)(t) =

∫ +∞

−∞
εoχ

(1)(ω)E(ω)e−iωtdω

2π
(2.19)

De la même façon la polarisation du deuxième ordre induite peut être exprimée à nouveau par
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la susceptibilité non linéaire du deuxième ordre χ(2) [59] :

P (2)(t) =

∫ +∞

−∞

∫ +∞

−∞
εoχ

(2)(ω1, ω2)E(ω1)E(ω2)e
−i(ω1+ω2)tdω1

2π

dω2

2π
(2.20)

Dans le cas “instantané” (χ(2) indépendant de la fréquence), l’expression se simplifie et

P (2)(t) = εoχ
(2)

∫ +∞

−∞

∫ +∞

−∞
E(ω1)E(ω2)e

−i(ω1+ω2)tdω1

2π

dω2

2π
(2.21)

soit P (2)(t) = εoχ
(2)E(t)2 (2.22)

Pour une impulsion gaussienne, ceci donne en reprenant l’expression 2.1 de E(t)

P 2(t) = εoχ
(2)(

A(t)2

2
+
A(t)2

2
cos(2ωot)) (2.23)

Cette polarisation non linéaire du deuxième ordre créée est représentée figure 2.5. Le deuxième

terme, avec une fréquence porteuse de 2ωo, représente la génération de seconde harmonique. Le

premier terme, centré sur la fréquence nulle, a une largeur spectrale proportionnelle à l’auto-

convolution du spectre incident, donc d’autant plus large que l’impulsion excitatrice est courte.

Il est égal à la moyenne de la polarisation induite sur un cycle optique, non nul du fait de la

non centrosymétrie du milieu. La polarisation créée par ce phénomène pointe toujours dans le

même sens, d’où le nom de redressement optique ; son amplitude est proportionnelle à l’inten-

sité excitatrice, et donc au carré du champ excitateur.
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Fig. 2.5 : Champ électrique E(t) incident (a) et polarisation induite représentée temporellement (b) et spec-

tralement (c). La polarisation présente une composante rapide et une composante lente, l’une centrée sur 2ωo

et l’autre sur la fréquence nulle, adapté de [60])
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2.2 Interaction laser-matière

Dans notre expérience, l’échantillon de bactériorhodopsine étudié est excité en régime im-

pulsionnel en résonance ; il est alors approprié d’utiliser le formalisme de l’opérateur densité

(chapitre 4) pour obtenir χ(2) en fonction de la fréquence et ainsi une description complète de

la dynamique.
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement op-

tique

Dans les parties qui suivent nous allons voir comment la polarisation créée par le phénomène

de redressement optique va donner lieu à une émission infrarouge dans le domaine THz, et

caractériser cette émission en fonction du milieu source choisi.

2.3.1 Impulsion électromagnétique générée par variation rapide de

la polarisation

Nous allons montrer dans cette partie comment une variation rapide de polarisation peut

permettre l’émission d’une onde électromagnétique [60] (figure 2.6). Ce phénomène fut déjà

observé par Hertz au XIXème siècle [61], à l’aide d’une étincelle dans un éclateur : une variation

rapide de polarisation va agir comme un terme source dans les équations de Maxwell et per-

mettre la génération d’une onde électromagnétique ; le champ émis aura un spectre large centré

en une fréquence inversement proportionnelle à la durée T du transitoire. Les différentes com-

posantes fréquentielles sont émises en phase, l’émission large bande ainsi émise est cohérente.
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Fig. 2.6 : Variation rapide de polarisation de durée T et spectre électromagnétique émis, centré en 1
3T .

Dans le cas de Hertz, la polarisation était obtenue par une variation de courant de durée de

transitoire de l’ordre de la nanoseconde, amenant à la génération d’ondes hertzienne ou radio.

Deux techniques existent pour obtenir des variations de polarisation rapide : la commutation

photoconductrice et le redressement optique. Nous décrivons seulement brièvement la première

solution car nous allons par la suite utiliser seulement le redressement optique pour la génération

infrarouge.

La commutation photoconductrice [62, 63, 64] consiste à focaliser une impulsion lumineuse

ultrabrève sur un commutateur optoélectronique alimenté par une tension continue. A l’arrivée

de l’impulsion lumineuse, le commutateur initialement isolant devient conducteur et la tension

à ses bornes diminue : une polarisation transitoire est créée. Les spectres obtenus avec cette

méthode s’étendent au mieux à 3 THz car les temps de réponse des commutateurs utilisés sont
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

au mieux de 100fs.

Le redressement optique, dont le principe a été expliqué plus en détail dans le paragraphe

2.2.3, a d’abord été utilisé dans les années 70 par Yang et al. [65] en utilisant un matériau

électro-optique (LiNbO3) avec des impulsions picosecondes. Ils ont obtenu des émissions dans

l’infrarouge lointain. L’arrivée de lasers femtoseconde a permis, de par des durées de transitoire

beaucoup plus faibles, des émissions à des fréquences bien plus élevées dans le domaine des THz

à partir de semiconducteurs [66,67,68] et de matériaux organiques [69].

2.3.2 Caractéristiques du champ rayonné associé à la polarisation

induite

Le champ rayonné suite à une variation rapide de polarisation par redressement optique

n’aura pas les mêmes caractéristiques spectrales et temporelles en fonction du milieu source

utilisé ; deux approximations différentes et mutuellement exclusives peuvent être faites :

1. L’approximation dipolaire (figure 2.7) : dans ce cas le champ est étudié à grande dis-

tance du volume émetteur parcouru de charges en mouvement et les dimensions de l’émetteur

sont faibles par rapport aux longueurs d’ondes d’émission.

 
Fig. 2.7 : Représentation du volume émetteur. Le point d’observation est noté M tel que ||

→
OM ||=r. O est pris

comme origine dans le volume. Dans l’approximation dipolaire, ||
→

OM ||≈||
→

PM ||, pour tout point P appartenant

au volume source. d0 est un majorant de la distance ||
→

OP ||.
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

Cette approximation dipolaire impose r=OM>>d0, d0 étant la plus grande dimension de l’an-

tenne. La condition sur la dimension de la source impose que le mouvement de la charge est non

relativiste, car dans ce cas la vitesse d0ω<<c, c étant la vitesse de la lumière, ou encore z0<<λ.

λ et ω sont respectivement les longueurs d’onde et fréquences émises. L’émetteur prend le nom

d’antenne émettrice. Le champ infrarouge émis est directement proportionnel à la dérivée se-

conde de la polarisation (calcul détaillé dans l’annexe B et tracé figure 2.8) soit en notation

réelle :

→
EIR (

→
r , t) =

1

4πεo

1

rc2
∂2P (t− r/c)

∂t2
sin(θ)

→
uθ (2.24)

 Fig. 2.8 : Champ infrarouge EIR émis suite à une variation de polarisation P induite par l’excitation par une

impulsion gaussienne E exc ultrabrève (11 fs) d’un point source, dans le domaine temporel (A) et fréquentiel

(B). On s’est placé dans le cas instantané, pour lequel la polarisation induite par redressement optique est

proportionnelle à l’intensité I(t) de l’impulsion (équation 2.23).

2. L’approximation en ondes planes : on fait l’ hypothèse d’une source répartie uniformément

suivant un plan (x,y) (figure 2.9).

L’équation de propagation, découlant des équations de Maxwell dans un milieu diélectrique

isotrope d’indice n(ω) est :

∆
→
E (

→
r , t)− 1

c2
∂2

→
E (

→
r , t)

∂t2
= µo

∂2
→
P

(NL)

(
→
r , t)

∂t2
(2.25)

L’onde se propage suivant l’axe unitaire
→
uz, donc l’équation de propagation se simplifie :

∆E(z, t)− 1

c2
∂2E(

→
z , t)

∂t2
= µo

∂2P (NL)(
→
z , t)

∂t2
(2.26)
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

Par transformée de Fourier :

∂2E(z, ω)

∂z2
+ k(ω)2E(z, ω) = −µoω

2P (NL)(z, ω) (2.27)

avec k(ω) =
n(ω)ω

c
le vecteur d’onde dans le milieu.

 

 ux 

 

e 

ZONE II 
 

milieu 
non 

linéaire 
Faisceau 
émis 

Faisceau 
émis 

Champ excitateur  

Eexc 

ZONE I 
 

air 

ZONE III 
 

air 

uz  uy 

Fig. 2.9 : Milieu d’épaisseur e, excité par une impulsion femtoseconde de champ Eexc.

Maintenant que l’équation générale est établie, nous allons distinguer des sources de différen-

tes géométries se rapprochant de nos conditions expérimentales. Nous allons considérer deux

cas extrêmes facilement modélisables et proches de nos conditions expérimentales.

2.3.2.1 Milieu plan infiniment mince

Le milieu étant infiniment mince, on peut négliger les effets de dispersion. On est dans le

cas e << λ, λ étant la longueur d’onde d’émission. Le milieu est non centrosymétrique, nous ne

nous intéressons qu’aux effets non linéaires du deuxième ordre. Nous allons calculer le champ

émis dans les trois zones représentées sur la figure 2.9.
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

ZONE I ET III, |z|> e
2

:

On prend l’indice de l’air nair ≈ 1. La polarisation P(z,ω) est nulle en dehors de l’échantillon,

donc l’équation 2.27 devient :

k2EIR(z, ω) +
∂2EIR(z, ω)

∂z2
= 0 (2.28)

Le milieu étant infiniment mince, l’émission est symétrique par rapport à z=0, le champ

électrique est une fonction paire de z. Deux ondes progressives sont émises :

Zone I : EIR(z, ω) = B′e(−i ω
c
z) (2.29)

Zone III : EIR(z, ω) = Be(i
ω
c
z) (2.30)

où B et B’ dépendent de ω.

ZONE II, - e
2
<z< e

2
:

Reprenons l’équation générale 2.27. Comme e << λ, la polarisation générée ne dépend pas de

z et on peut écrire P(z,ω)≈P(0,ω), notée P(ω), et on suppose k constant. Les phénomènes de

propagation peuvent être négligés (k 2EIR(z,ω) <<
∂2EIR(z,ω)

∂z2 ) donc l’équation 2.27 devient :

∂2EIR(z, ω)

∂z2
= −µoω

2P (ω) (2.31)

Par parité, la solution de cette équation est de la forme :

EIR(z, ω) = −µoω
2P (ω)(

z2

2
+ A) (2.32)

Les constantes A, B et B’ se calculent en écrivant la continuité du champ électrique et de sa

dérivée en z = ± e
2
.

En utilisant les équations 2.29 et 2.30, la continuité du champ électrique en z = ± e
2

:

en z =
e

2
: −µoω

2P (ω)(
e2

8
+ A) = Be(i

ωe
2c

) ≈ B car e est supposé infiniment petit.

en z = −e

2
: −µoω

2P (ω)(
e2

8
+ A) = Be−(i ωe

2c
) ≈ B′
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

Quant à la continuité de la dérivée du champ électrique en z = ± e
2

:

en z =
e

2
: −µoω

2P (ω)
e

2
= Bi

ω

c
(2.33)

en z = −e

2
: −µoω

2P (ω)
e

2
= B′i

ω

c
(2.34)

donc B = B′ = µociωP (ω)
e

2
=
iωP (ω)e

2εoc
(2.35)

Pour z> e
2
, l’expression de la transformée de Fourier du champ émis est donc

EIR(z, ω) =
iωP (ω)e

2εoc
e(−i ω

c
z) (2.36)

Par transformée de Fourier inverse :

EIR(z, t) = − e

2εoc

∂P

∂t
(t− z

c
) (2.37)

L’onde infrarouge qui se propage est donc proportionnelle à la dérivée première de la polarisation

qui lui a donné naissance. Dans le cas d’une impulsion excitatrice gaussienne, le champ rayonné

est alors un monocycle infrarouge (figure 2.10).

 

A 
B 

Fig. 2.10 : Champ infrarouge EIR émis suite à une variation de polarisation P(t) (calculée dans le cas

instantané) induite par l’excitation par une impulsion gaussienne ultrabrève (11fs) d’un échantillon infiniment

mince non linéaire, non centrosymétrique. Représentation dans les domaines temporel (A) et fréquentiel (B).
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

2.3.2.2 Propagation dans un milieu épais

Nous allons maintenant considérer le cas d’un milieu épais sans accord de phase. L’épaisseur

e du milieu est grande devant les longueurs d’onde d’excitation et d’émission. Expliquons dans

un premier temps les phénomènes à partir de la figure 2.11.

 

 ZONE II    milieu non linéaire champ 
excitateur  
 

Eexc 

ZONE I 
 

air 

ZONE III 
 

air 

onde visible 
dispersée  onde        

infrarouge   
émise 

   0                                             e 
 uz 

Fig. 2.11 : Modélisation des impulsions infrarouges générées après excitation par une impulsion femtoseconde

de champ Eexc d’un milieu épais sans accord de phase.

Le faisceau visible excitateur génère dans le matériau, au niveau de la face d’entrée, une

polarisation non linéaire qui émet un monocycle infrarouge. Cette émission infrarouge se pro-

page dans le milieu à une vitesse différente de celle de l’onde visible. En se propageant, l’onde

visible continue à générer un monocycle infrarouge ; le front avant de ce monocycle interfère

destructivement avec le front arrière du monocycle infrarouge créé au niveau de la face d’entrée,

sur une longueur Leff , jusqu’à ce que la cohérence entre ces deux monocycles soit perdue ; il ne

reste alors plus qu’un demi-cycle infrarouge qui, en tenant compte des facteurs de transmission

de la face d’entrée pour une incidence normale, s’écrit [60]

EIR(t) =
1 + nv

εo(nv + nIR)(1 + nIR)

Leff

cT
P (2)(t) (2.38)

en notant nIR et nv les indices de réfraction dans l’infrarouge et le visible respectivement, T la
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

durée de l’impulsion visible excitatrice. P (2) est la polarisation générée sur la face d’entrée et

s’écrit dans le cas instantané (équation 2.23) :

P (2)(t) = εoχ
(2) | E ( t)|2

2

soit EIR(t) =
(1 + nv)Leffχ

(2) | E ( t)|2

2cT (nv + nIR)(1 + nIR)
(2.39)

La durée de l’impulsion visible se propageant dans le milieu est fortement rallongée par

le phénomène de dispersion, donc la génération d’infrarouge ne se fait que sur une épaisseur

très faible. En sortie, le champ infrarouge généré est proportionnel à la polarisation qui lui a

donné naissance, c’est à dire à l’enveloppe de l’impulsion excitatrice dans le cas d’un matériau

instantané.

Passons maintenant au traitement formel du phénomène. Dans l’approximation en ondes

planes, le champ électrique se décompose sous la forme d’une enveloppe A(z,ω) et d’une por-

teuse eik(ω)z : E(z,ω)=A(z,ω)eik(ω)z.

L’équation 2.27 devient :

∂2A(z, ω)

∂z2
eik(ω)z − 2ik(ω)

∂A

∂z
eik(ω)z = −µoω

2P (NL)(z, ω) (2.40)

L’approximation paraxiale revient à supposer que l’enveloppe du champ varie lentement selon

z à l’échelle de la longueur d’onde (∂2A
∂z2 << k ∂A

∂z
) ce qui simplifie l’équation précédente :

∂A(z, ω)

∂z
=

iµoc

2n(ω)
ωP (NL)(z, ω) (2.41)

Or ∂E
∂z

= ∂A(z,ω)
∂z

+ik(ω)A(z,ω)eik(ω)z, donc on peut écrire l’équation 2.41 directement en fonction

du champ complexe :

∂E(z, ω)

∂z
− ik(ω)E(z, ω) =

iµoc

2n(ω)
ωP (NL)(z, ω) (2.42)

Le champ infrarouge émis va dépendre des non linéarités et des phénomènes de dispersion dans

l’échantillon. Afin de pouvoir séparer ces deux contributions, on décompose à nouveau E(z,t)

en produit d’une enveloppe variant lentement A(z,t) et d’une porteuse centrée à la fréquence
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Chap. 2 : Spectroscopie cohérente d’émission infrarouge

ωo et au vecteur d’onde k o de l’onde incidente :

E(z, t) = A(z, t)e(ikoz−ωot) (2.43)

Dans le domaine spectral, le champ s’écrit

E(z, ω) = A(z, ω − ωo)e
(ikoz) (2.44)

En dérivant A(z,t) par rapport à z, et par le changement de variable ω - ωo → ωo, on obtient

l’équation 2.45 :

∂A(z, ω)

∂z
= i(k(ω + ωo)− ko)A(z, ω)︸ ︷︷ ︸

effets dispersifs

+
iµoc

2n(ω)
ωP (N)(z, ω)︸ ︷︷ ︸

effets non linéaires

(2.45)

L’équation de propagation s’écrit sous la forme

∂A(z, ω)

∂z
= (D̂ + N̂)A(z, ω) (2.46)

L’opérateur D̂ tient compte des effets de dispersion et d’absorption linéaire, tandis que N̂ prend

en compte les effets non linéaires. Pour résoudre cette équation, nous avons utilisé la méthode

dite de Split-Step (développé par M. Joffre dans le laboratoire).

 

Champ  
 

incident 

   effets 
dispersifs 

effets non 
linéaires 

Fig. 2.12 : Principe de la méthode dite de Split-Step.
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

Cette méthode permet de modéliser les différents phénomènes d’interaction de l’onde avec

le milieu de propagation et ainsi de calculer le champ en sortie des échantillons. Le principe à

la base est l’utilisation des algorithmes de transformée de Fourier rapide pour calculer la pro-

pagation d’impulsions dans un milieu dispersif non linéaire, en découpant le milieu en tranches

fines (d’épaisseur bien inférieure aux épaisseurs caractéristiques de variation des effets disper-

sifs et non linéaires) permettant de dissocier les effets dispersifs des effets non linéaires (figure

2.12). Les contributions des effets respectifs dans chaque tranche sont déterminées à partir des

équations de propagation.

1. Effets de la dispersion seule. L’effet de la dispersion est évalué directement dans le do-

maine fréquentiel par la relation

∂A(z, ω)

∂z
= i(k(ω + ωo)− ko)A(z, ω)

soit A(z, ω) = exp(i(k(ω + ωo)− ko)z)A(0, ω) (2.47)

2. Effets non linéaires seuls. Le champ qui se propage dans les tranches est calculé de proche

en proche :

A(z + dz, ω) = A(z, ω) +
iµocdz

2n(ω)
ωPNL(z, ω) (2.48)

Dans nos échantillons, outre la présence de la non linéarité du deuxième ordre, il peut également

y avoir des effets non linéaires du troisième ordre (effet Kerr et absorption à deux photons).

- L’effet de la non-linéarité du troisième ordre sur la propagation du faisceau visible est

évalué dans le domaine temporel. On suppose χ(3) instantané et ω
n(ω)

≈ ωo

n(ωo)
. La polarisation

du troisième ordre créée dans le milieu s’écrit :

P (3)(z, t) = εoχ
(3)E(z, t)3 (2.49)

Le champ incident se décompose sur les axes du cristal, respectivement selon ses composantes

ordinaire Eo et extraordinaire Ee (dans toute la suite de ce paragraphe, les indices o et e cor-

respondent aux directions ordinaires ou extraordinaire respectivement).

P (3)(z, t) = εoχ
(3)(Eo(z, t) + Eo(z, t)

∗ + Ee(z, t) + Ee(z, t)
∗)3 (2.50)

En supposant que la susceptibilité non linéaire du troisième ordre est isotrope, on obtient [70] :

P (3)
e (z, t) =

3εoχ
(3)

4
(2 | Eo(z, t) |

2 + | Ee(z, t) |
2)Ee (2.51)
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pour la polarisation induite selon l’axe extraordinaire et

P (3)
o (z, t) =

3εoχ
(3)

4
(2 | Ee(z, t) |

2 + | Eo(z, t) |
2)Eo (2.52)

pour la polarisation induite selon l’axe ordinaire.

On en déduit par l’équation 2.45, en notant F la transformée de Fourier :

∂Ao(z, ω)

∂z
= (−γ′ + iγ′′)F [ | (Ao(z, t) |2 + 2 | Ae(z, t) |2 ]Ao(z, t) (2.53)

∂Ae(z, ω)

∂z
= (−γ′ + iγ′′)F [ | (Ae(z, t) |2 + 2 | Ao(z, t) |2 ]Ae(z, t) (2.54)

avec

− γ′ + iγ′′ = i
3ωoχ

(3)

8n(ωo)c
(2.55)

γ’ est associé à l’absorption à deux photons et γ” à l’effet Kerr.

L’équation 2.54 se résout directement par un changement de variable A=Beiφ (B et φ réels) et

a pour solution :

Ae(z) = A(0, t)exp { (−1

2
+ i

γ′′

2γ′
)ln(1 + 2γ′ [ | Ae(0, t) |2 + 2 | Ao(0, t) |2 ] z) } (2.56)

Ao(z) = A(0)exp { (−1

2
+ i

γ′′

2γ′
)ln(1 + 2γ′ [ | Ao(0, t) |2 + 2 | Ae(0, t) |2 ] z) } (2.57)

pour les polarisations respectivement extraordinaire et ordinaire.

- L’effet de la non-linéarité du deuxième ordre sur la propagation du faisceau visible est

évalué dans les domaines temporel et fréquentiel pour simplifier les calculs. En ne conservant

que les termes correspondant au redressement optique et dans le cas d’un accord de phase de

type II (configuration eoe), la polarisation s’écrit

P (2)(z, t) =
εoχ

(2)

2
|Ee + Eo + c.c|2

= εoχ
(2) [ Ee(z, t)Eo(z, t)

∗ + c.c ] (2.58)

Par transformée de Fourier inverse on repasse dans le domaine spectral et on applique l’équation
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2.3 Source infrarouge femtoseconde par redressement optique

2.48 :

E(z + dz) = E(z, ω) +
iωdz

2n(ω)εoc
P (2)(z, ω) (2.59)

Nous avons calculé le champ infrarouge émis par un cristal d’AgGaS2 (Sulfure d’Argent et

de Gallium ou Thiogallate d’Argent), utilisé dans nos expériences. Le champ obtenu avec cette

méthode (figure 2.13) est en très bon accord avec l’explication physique donnée plus haut. Le

champ infrarouge émis est proportionnel à la polarisation créée. Nous avons également vérifié

l’effet des non linéarités du troisième ordre dans le cas de l’AgGaS2 (évaluées expérimentalement

chapitre 4) sur les caractéristiques spectrale et temporelle du champ émis : il reste négligeable

dans nos conditions expérimentales.
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Fig. 2.13 : Trait fin : spectre de la polarisation induite dans le matériau pour un faisceau supposé gaussien,

de durée 11 fs. On s’est placé dans le cas instantané (la polarisation est proportionnelle à l’enveloppe du champ

excitateur). Trait épais : modélisation dans la zone spectrale qui nous intéresse du champ infrarouge émis par

un cristal d’AgGaS2 d’épaisseur 1 mm, en utilisant la méthode du Split-Step avec un nombre de pas de 800.

L’échantillon est supposé excité par une impulsion gaussienne de 11 fs centrée à 560 nm (les caractéristiques

du milieu correspondent à celles de l’AgGaS2 utilisé dans nos expériences). On voit que le champ émis calculé

se superpose à la polarisation non linéaire induite. Le champ infrarouge émis est donc proportionnel à la

polarisation induite dans le milieu.

En résumé le champ émis E IR peut être proportionnel à P(t), ∂P (t)
∂t

, ou ∂2P (t)
∂t2

, suivant

les approximations expérimentales. En pratique, nous focalisons les faisceaux excitateurs au

minimum sur un diamètre de 50 µm : comme la longueur d’onde émise vaut autour de 10 µm,

l’approximation dipolaire n’est donc pas valable et seuls les deux premiers cas sont applicables.
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2.3.3 Matériaux utilisés pour la génération d’infrarouge

Les parties précédentes de ce chapitre ont exposé le principe de la génération d’une impulsion

infrarouge par variation rapide de la polarisation. Cette méthode va nous permettre de créer

une émission infrarouge :

- dans des semiconducteurs et cristaux non linéaires (cristal d’Arseniure de Gallium-GaAs- et

de Sulfure d’Argent et de Gallium -AgGaS2-) : cette émission infrarouge, bien caractérisée, va

servir d’onde de référence (voir partie 2.4.1.2) ;

- dans des échantillons de bactériorhodopsine orientés (chapitre 4) : elle va également émettre

dans l’infrarouge par redressement optique. C’est cette émission infrarouge, détectée entre 3 et

15 µm, que l’on va chercher à caractériser.

44
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2.4 Détection interférométrique de l’émission infrarouge

2.4.1 Méthode de détection du champ émis

La première contrainte expérimentale est d’utiliser une méthode de détection de résolution

temporelle inférieure à la centaine de femtosecondes afin de pouvoir résoudre la polarisation

sur une échelle de temps plus courte que l’isomérisation du rétinal (paragraphe 2.1). Deux

méthodes spécifiques de détection de champs térahertz peuvent être utilisées [66]. Nous allons

les passer en revue pour comprendre le choix expérimental effectué. Chacune de ces méthodes

étant directement sensible au champ, l’émission infrarouge est complètement caractérisée.

2.4.1.1 Détection électro-optique

Le champ émis par la bactériorhodopsine peut être détecté en utilisant directement un

échantillonnage par effet électro-optique ou effet Pockels [53, 71]. Cet effet consiste en une

variation des indices de réfraction du matériau éléctro-optique proportionnelle à un champ sta-

tique le traversant [72]. Suite à l’arrivée d’un faisceau visible excitateur, le photovoltage créé

dans un échantillon de bactériorhodopsine orienté est transmis à un cristal électro-optique, dont

les indices de réfraction sont modifiés proportionnellement au champ statique le traversant [72].

Une autre partie du faisceau visible, parfaitement synchronisée avec la première, est utilisée

pour la détection (faisceau sonde) : sa direction de polarisation est modifiée lors de sa traversée

du matériau, proportionnellement aux variations du champ incident. En utilisant un analy-

seur, la variation de polarisation est directement convertie en variation de puissance optique

qui permet ainsi de remonter aux caractéristiques du champ infrarouge, tant que la durée du

faisceau visible utilisé pour l’échantillonnage est courte devant l’échelle de temps de variation

du faisceau infrarouge.

Cette méthode n’est pas optimale dans notre cas :

- Les conditions expérimentales sont très critiques pour obtenir un rapport de conversion suffi-

sant (stabilité des faisceaux visibles, homogénéité de l’échantillon étudié).

- La résolution temporelle du milieu est limitée par la largeur de l’impulsion et le temps de

passage de l’impulsion sonde dans le matériau électro-optique, c’est à dire autour de quelques

centaines de femtosecondes pour un matériau électro-optique de 100 µm d’épaisseur.

En revanche, l’avantage de cette méthode est la possibilité de détecter de très basses fréquences.

2.4.1.2 Interférométrie infrarouge/infrarouge

Cette méthode est celle retenue. Le principe est de créer deux émissions térahertz qui vont

interférer au niveau d’un détecteur. La bande passante de détection est déterminée par la fenêtre

de sensibilité du détecteur aux basses fréquences, et par la largeur spectrale effective des fais-

ceaux générateurs d’infrarouge de l’autre côté.
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Le signal infrarouge E signal émis par la bactériorhodopsine (bR) est détecté en le faisant in-

terférer avec un signal infrarouge de référence E réf , généré par du GaAs ou de l’AgGas2 (figure

2.14).

 

détecteur 

Eréf 

   bR 

∆t 

GaAs 
      ou     
      AgGaS2 

Esignal  

Signal interférométrique 
détecté 

Evis 

Evis 

Fig. 2.14 : Schéma de principe de l’expérience.

Les deux faisceaux infrarouges interfèrent en variant le délai ∆t entre les deux impulsions vi-

sibles qui leur ont donné naissance. Elles sont en configuration légèrement non colinéaire pour

s’affranchir de termes croisés indésirables [60,73].

Les faisceaux visibles sont supposés gaussiens, et les notations complexes utilisées sont celles

du paragraphe 2.2.1. Le signal mesuré au niveau du détecteur vaut :

S(∆t) =
1

2

∫ +∞

−∞
|
→
Eréf (t−∆t)+

→
Esignal (t) |2 dt

= Iréf + Isignal +Re

(∫ +∞

−∞

→
Eréf

∗
(t−∆t)

→
Esignal (t)

)
dt

(2.60)

Le signal utile Sutile détecté est le dernier terme d’interférence. Les deux faisceaux visibles étant

polarisés parallèlement, les produits vectoriels peuvent être remplacés par des produits scalaires.

Le champ de référence est ultrabref, on peut le remplacer par une fonction de Dirac δ(t - ∆ t).

En principe, le signal détecté donne directement accès au champ émis par la bactériorhodopsine :
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Sutile(∆t) = Re (

∫ +∞

−∞
E∗

réf (t−∆t)Esignal(∆t) ) dt

= Re (

∫ +∞

−∞
δ(t−∆t)Esignal(∆t)dt )

= Esignal(∆t) (2.61)

En réalité, le caractère non instantané du champ de référence et la sensitivité spectrale du

détecteur vont compliquer le signal et une procédure de déconvolution est nécessaire (chapitre

4).

2.4.2 Montage expérimental

Dans la suite de ce chapitre, nous allons décrire le montage expérimental et ses caractéristiques.

La représentation schématique de l’expérience est donnée figure 2.15.

Détecteur 
MCT 

NOPA
560 nm, 
11fs

échantillon

Emission 
infrarouge

GaAs
ou 
AgGaS2

Amplificateur 
1kHz, 800nm,
50fs

Délai 
variable

Oscillateur 
Ti:Sa, 800nm, 
25fs 

Fig. 2.15 : Schéma général du montage expérimental.
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L’oscillateur Titane-Saphir (réalisé par A. Bonvalet [60] selon le design de [74]), pompé par

un laser Nd : YVO4 (Vanadate d’Yttrium dopé aux ions Neodyme) doublé en fréquence (Mil-

lennia, Spectra-Physics), injecte un amplificateur régénératif à 1 kHz qui délivre des impulsions

centrées à 800 nm, de durée 50 fs et d’énergie 0.6 mJ. Cette impulsion est utilisée pour alimenter

un oscillateur paramétrique optique non linéaire (NOPA) (réalisé par M.-L. Groot [58]) réglé

à 560 nm. La sortie (≈ 1 µJ) est divisée en deux parties. Une partie (≈ 100 nJ) est focalisée

sur un semiconducteur (GaAs ou AgGas2) qui émet dans l’infrarouge (impulsion de référence).

L’autre partie, utilisée à des intensités maximales de 80 nJ, est focalisée sur un échantillon

(GaAs, AgGaS2 ou bR), qui va émettre à son tour dans l’infrarouge par redressement optique.

Les deux émissions interfèrent au niveau du détecteur MCT (Mercure Cadmium Telluride) en

variant le délai temporel entre les impulsions visibles.

Nous allons décrire plus en détail chaque partie du montage dans les paragraphes suivants.

2.4.2.1 Oscillateur Titane-Saphir

L’obtention d’une émission infrarouge nécessite l’utilisation d’une source d’impulsions vi-

sibles femtosecondes. Un oscillateur à milieu amplificateur solide est utilisé comme source pri-

maire (figure 2.16).

 

laser  de 
pompe 
continu 

Ti :Sa 

 
12cm 

 
 10cm 

 
10cm 

 T=3% 

Mout 

 

Min 

 

 16° 

pompe 

Fig. 2.16 : Schéma de l’oscillateur Titane-Saphir. Les miroirs sphériques ont des rayons de courbure de 10

cm, la lentille de focalisation du faisceau pompe a une focale de 12 cm.

Afin d’obtenir des impulsions femtosecondes, il est en premier lieu important de choisir un

cristal amplificateur de largeur spectrale importante. Le cristal Ti : Sa (cristal de saphir dopé

au titane) est bien adapté (largeur spectrale 100 THz). Le régime impulsionnel est obtenu par

48



2.4 Détection interférométrique de l’émission infrarouge

un phénomène d’auto-blocage de modes (blocage de modes passif par effet Kerr [75]), avec un

taux de répétition autour de 100 MHz.

Le laser de pompe (longueur d’onde 532 nm) est focalisé sur le cristal Ti : Sa, de longueur 4.5

mm, taillé à l’angle de Brewster autour de 800 nm pour minimiser les pertes. La cavité laser

est limitée par le miroir d’entrée (Min) totalement réfléchissant et le miroir de sortie (Mout) de

coefficient de transmission de 3%. L’angle de repli (16◦) de la cavité est choisi pour compenser

l’astigmatisme introduit par le cristal Ti : Sa. Les prismes de silice intracavité compensent la

dispersion de vitesse de groupe [76].

La puissance en régime continu est de 220 mW, pour une longueur d’onde autour de 800 nm.

2.4.2.1.a. Passage en régime impulsionnel

Le phénomène de blocage de modes va permettre de passer en régime impulsionnel. Il existe

des méthodes dites de blocage actif de modes, pour lesquelles un élément externe (modulateur

piloté par un signal externe) bloque la phase relative entre les différents modes, et une méthode

passive pour laquelle le blocage se fait grâce à des caractéristiques intrinsèques aux éléments

constitutifs de la cavité. Ce dernier est retenu pour l’oscillateur Ti : Sa : le passage en régime

impulsionnel est permis par le phénomène de blocage de modes provoqué par une modification

par effet Kerr du cristal amplificateur [77]. L’indice de réfraction varie avec l’intensité excita-

trice par effet Kerr instantané :

n(t) = n0 + n2I(t) (2.62)

où n0 et n2 sont respectivement les indices de réfraction linéaire et non linéaire du milieu.

La variation d’indice produit un effet de lentille de focale variable avec l’intensité, qui se traduit

dans le cas de faisceaux gaussiens par une autofocalisation du faisceau (figure 2.17).

 

 
 

Milieu 
Kerr 

Fig. 2.17 : Phénomène d’autofocalisation d’un faisceau gaussien traversant un milieu Kerr. Au centre d’une

impulsion gaussienne, l’indice de réfraction augmente plus que sur les bords (pour n2>0) : création d’une lentille

d’indice dans le matériau (lentille Kerr), de focale dépendant de l’intensité maximale.

La cavité laser est alignée de telle façon que les pertes durant le fonctionnement en régime
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continu soient supérieures à celles durant le régime impulsionnel, ce qui revient à favoriser l’os-

cillation en présence de lentille Kerr [78]. Le faisceau qui traverse le cristal est plus amplifié

lorsqu’il passe par le centre du cristal : l’amplification du faisceau ayant subi l’autofocalisation

est favorisée ce qui force le laser à opérer à des intensités crêtes les plus élevées possibles, le

régime impulsionnel est favorisé.

L’initiation de l’auto-blocage de modes se fait en introduisant une légère perturbation dans

la cavité (en l’occurrence une légère vibration sur un miroir de la cavité). Certains modes

présents dans la cavité avant la perturbation seront en phase avec les nouveaux modes créés

suite à la perturbation, et pourront ainsi continuer à se propager dans la cavité. Des modes

à forts gains, capables d’induire le phénomène d’autofocalisation dans le cristal Ti : Sa, vont

donc être favorisés et induire le phénomène d’autoblocage de modes.

2.4.2.1.b. Compensation de la dispersion de vitesse de groupe

Le blocage de modes par effet Kerr utilisé seul ne permet pas d’avoir des impulsions sous-

picoseconde, en particulier à cause du problème de dispersion de vitesse de groupe introduite

par la traversée du cristal, dont la longueur est choisie courte pour minimiser cet inconvénient.

La dispersion de vitesse de groupe d’ordre 2 peut être compensée par la présence d’une paire de

prismes intracavités utilisés en aller-retour. La distance entre les prismes est déterminée dans ce

but. Des prismes peu dispersifs sont choisis (silice) pour limiter la dispersion d’ordre supérieur

introduite par les prismes eux-mêmes, et leur angle au sommet est calculé pour un minimum

de déviation à l’angle de Brewster afin de minimiser les pertes.

2.4.2.1.c. Caractéristiques des impulsions obtenues
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Fig. 2.18 : Intensité spectrale obtenue en sortie de l’oscillateur Ti : Sa.
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Avec un tel montage expérimental, des durées d’impulsions de 12 fs peuvent être obtenues [60].

Nous réglons la cavité pour être mieux adaptée au fonctionnement de l’amplificateur décrit

partie 2.4.2.2. Les impulsions en sortie ont une durée de 25 fs, mesurée par autocorrélation

en intensité dans un cristal de BBO (β-Borate de Barium) et ajustement des données par

une sécante hyperbolique. La largeur spectrale vaut autour de 45 nm (figure 2.18). L’énergie

moyenne en sortie est de 170 mW pour des impulsions centrées à 800 nm.

2.4.2.2 L’amplificateur

L’oscillateur nous permet de générer des impulsions courtes, mais leur puissance crête n’est

pas suffisante pour obtenir les effets non linéaires requis pour la génération d’un continuum et

l’amplification paramétrique nécessaires au NOPA.

L’amplification des impulsions est faite au moyen d’un amplificateur régénératif commercial

(Spitfire, Spectra-Physics) à 1 kHz, basé sur l’amplification d’impulsions chirpées. Brièvement,

les impulsions en sortie de l’oscillateur sont injectées dans une seconde cavité, le milieu amplifi-

cateur étant à nouveau un cristal Ti : Sa, pompé par un laser Nd : YLF (Merlin, Spectra-Physics,

centré à 527 nm, 1 kHz, 10 mJ, 250 ns), synchronisé avec l’impulsion en sortie de l’oscillateur.

Le nombre de passages dans la cavité est contrôlé activement par deux cellules de Pockels per-

mettant de contrôler l’état de polarisation des impulsions, et ainsi de les injecter ou les extraire

de la cavité.

Les impulsions ultrabrèves ne peuvent pas être directement amplifiées, car leurs puissances

crêtes sont nettement supérieures aux seuils de dommage des milieux amplificateurs. La solu-

tion retenue [79] est de fortement diminuer la puissance crête en étirant temporellement les

impulsions, puis à les recompresser à leur durée initiale en utilisant des réseaux dans les deux

cas [80].

Les impulsions en sortie, centrées à 800 nm, ont une énergie moyenne de 600 µJ pour une

durée d’impulsion autour de 50 fs, et sont polarisées horizontalement. La stabilité en énergie

par impulsion est autour de 2%.

Les expériences sur la bactériorhodopsine recquièrent des impulsions plus courtes (≈ 13 fs)

et centrées autour de 560 nm, maximum d’absorption du rétinal. Pour cette raison un NOPA

est utilisé.

2.4.2.3 L’oscillateur paramétrique optique non colinéaire (NOPA)

Le faisceau en sortie de l’amplificateur est divisé en deux. Une partie est focalisée sur une

lame de saphir d’épaisseur 1 mm, permettant la génération d’un continuum dans le visible.

L’énergie est ajustée pour obtenir un continuum stable et spectralement lisse. L’autre par-

tie est doublée en fréquence après traversée d’un cristal de BBO. Le gain paramétrique est

également obtenu dans un cristal de BBO.
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Délai                        
variable 

1kHz, 50fs, 
800nm 

BBO : doublage de 
fréquence 
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continuum de lumière 
blanche 
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 560nm 

    

560nm, 11fs 

Densité 
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Fig. 2.19 : Représentation schématique de l’oscillateur paramétrique optique non colinéaire.

2.4.2.3.a. Génération d’un continuum de lumière blanche par automodulation

de phase

Lorsqu’une impulsion laser intense (d’intensité notée I(t) et centrée en ωo) traverse un

milieu non linéaire d’épaisseur l, d’indice non linéaire n2, elle acquiert une phase additionnelle

due à la modulation de l’indice par effet Kerr (équation 2.62). Pour une impulsion laser de

fréquence centrale ωo, ce déplacement en phase s’écrit [81] :

φnl = −ωo

c
n2lI(t) (2.63)

La fréquence instantanée, définie comme la dérivée temporelle de la phase, vaut alors :

ωins = ωo −
ωo

c
n2l

dI(t)

dt
(2.64)

soit une variation de fréquence : ∆ω∝-dI(t)
dt

.

Les variations en fréquences sont représentées sur la figure 2.20 pour des durées d’impulsions

gaussiennes variables. On voit que plus l’impulsion est courte, plus l’effet de modulation de

phase est important. Les matériaux transparents dans le visible ont un n2 positif. Pour les

temps négatifs, la modulation se fait vers les basses fréquences (partie rouge du spectre) et vers

les hautes fréquences (partie bleue du spectre) pour les temps positifs. L’onde transmise a ainsi

un spectre en fréquence élargi.
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Fig. 2.20 : Impulsions gaussiennes de durée variable (A) et automodulation en fréquence correspondant à ces

impulsions (B).

2.4.2.3.b Faisceau pompe : doublage de fréquence

Le faisceau pompe à 400 nm est obtenu par doublage de fréquence dans un cristal de BBO,

d’épaisseur 0,5 mm, d’accord de phase de type I et d’angle d’accord de phase de 28◦.

Afin d’éviter les problèmes d’autofocalisation, nous éloignons légèrement le cristal du point focal.

2.4.2.3.c Amplification paramétrique optique

L’amplification paramétrique [72] résulte de l’interaction de trois champs dans un milieu non

centrosymétrique (χ2 6= 0). On peut généraliser le processus de génération de seconde harmo-

nique dans le cas pour lequel les trois photons ont des fréquences différentes :

ω3 = ω2 ± ω1 (2.65)

Un faisceau pompe à ω3 suffisamment intense se propageant dans un milieu non centrosymétrique

va générer dans le milieu deux faisceaux de fréquences plus faibles, de pulsations ω1 (signal) et

ω2 (complémentaire), si la condition d’accord de phase est vérifiée (transfert d’énergie efficace)

(figure 2.21). Ce phénomène est appelé fluorescence paramétrique. Dans notre cas, compte-

tenu du cristal de BBO utilisé (accord de phase de type I, angle d’accord de phase=26◦, 2 mm

d’épaisseur), les signaux sonde et complémentaire générés sont polarisés perpendiculairement au

faisceau pompe, donc verticalement ; le faisceau signal est visible et le faisceau complémentaire

est proche-infrarouge.

Il se propage, en plus du faisceau pompe intense, le faisceau d’injection visible, continuum

de lumière blanche de faible intensité. Superposée temporellement au faisceau pompe, la com-

posante fréquentielle du continuum égale à celle du faisceau signal verra son intensité augmenter.
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Fig. 2.21 : Principe de fluorescence paramétrique dans un cristal non centrosymétrique. L’accord de phase est

réalisé lorsque le vecteur d’onde du faisceau pompe
→
kp (fréquence ωp) est égale à la somme des vecteurs d’onde

signal
→
ks (fréquence ωs) et complémentaire

→
kc (fréquence ωc). La conservation énergétique impose ωp=ωs+ωc.

En pratique l’accord de phase est réalisé entre faisceaux signal et complémentaire lorsqu’un

anneau de superfluorescence visible apparâıt [82, 83]. Le faisceau sonde (continuum de lumière

blanche) est alors superposé au faisceau signal lorsque l’angle entre faisceaux pompe et sonde

vaut le demi-angle au sommet du cône de fluorescence (6,4◦ dans notre cas, figure 2.22). En

ajustant le délai temporel entre pompe et sonde, un gain visible ultralarge est permis dans la

zone spectrale souhaitée.

Fig. 2.22 : Photographie du dispositif expérimental utilisé pour l’amplification paramétrique optique. L’angle

entre pompe (faisceau à 400 nm) et continuum de lumière blanche est égal au demi-angle au sommet du cône

de superfluorescence pour obtenir un gain large bande.
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L’impulsion visible générée est transportée à l’aide d’optiques réfléchissantes ; pour obtenir

des impulsions de durée suffisamment faible, il convient de compenser le chirp introduit par le

continuum et la dispersion du deuxième ordre introduite par le cristal de BBO. Nous utilisons

des prismes en silice à angle faible [84] plutôt que des prismes de Brewster, pour diminuer au

maximum la dispersion d’ordre supérieur.

Le NOPA est réglé sur des impulsions centrées à 560 nm, afin d’avoir une excitation résonante

de la bactériorhodopsine. A cette longueur d’onde, la durée de l’impulsion est de 11 fs (la mesure

est expliquée par la suite, partie 2.5.2.2) et son énergie vaut 1 µJ.

2.4.2.4 Spectromètre infrarouge par interférométrie

Le principe général du spectromètre utilisé pour caractériser l’émission infrarouge générée

par la bactériorhodopsine est décrit en début de ce chapitre (partie 2.4.1.2).

Les cristaux utilisés pour la génération d’infrarouge doivent être transparents dans l’infrarouge,

posséder un coefficient non linéaire du deuxième ordre important et un seuil de dommage élevé.

Deux cristaux sont utilisés dans le montage : le Gallium d’Arsenide (GaAs) et le Sulfure d’Ar-

gent et de Gallium (AgGaS2). Leurs caractéristiques sont accessibles avec SNLO [85]

- L’AgGaS2 est utilisé pour caractériser la durée de l’impulsion visible, caractériser la fonc-

tion de transfert du système de détection et déterminer la valeur du changement de moment

dipolaire ∆µ de la bactériorhodopsine. Il est transparent de 0,6 à 13 µm, donc dans la zone

d’émission comme dans la zone d’excitation, ce qui permet de facilement modéliser son émission

infrarouge (cas instantané). Son coefficient non linéaire deff vaut 10 pm/V.

- Le GaAs est un semiconducteur qui possède un coefficient non linéaire plus important

(deff = 100 pm/V) et il est transparent dans l’infrarouge (de 0,9 à 17 µm), mais pas dans

la zone d’excitation. Nous utilisons son émission infrarouge comme référence pour détecter le

signal infrarouge émis par la bactériorhodopsine. Il est en effet préféré à l’AgGaS2 de par son

coefficient non linéaire très élevé et sa gamme de transparence dans l’infrarouge plus large. Par

contre, dû à sa forte absorption dans le visible, une polarisation non instantanée contribue à la

réponse du deuxième ordre, et la modélisation fiable n’est pas possible.

2.4.2.4.a. Autocorrélation dans l’AgGaS2

Afin de caractériser les impulsions visibles, nous détectons le signal d’autocorrélation entre

deux faisceaux émis par l’AgGaS2. Le schéma de la figure 2.23 montre que c’est une ca-

ractérisation par différence de fréquences et non par la génération de deuxième harmonique plus

habituelle. Les deux faisceaux générés dans l’AgGaS2 vont interférer au niveau du détecteur

MCT, en faisant varier le délai temporel entre les deux faisceaux visibles excitateurs.
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AgGaS2 

AgGaS2 

  délai 
variable 

        lame 
compensatrice 

Fig. 2.23 : Montage interférométrique. Deux faisceaux visibles, séparés en deux parties, sont focalisés sur un

semiconducteur (AgGas2) qui émet dans l’infrarouge par redressement optique. Les émissions infrarouges sont

focalisées par des miroirs recouverts d’une couche d’or sur le détecteur MCT, où elles interfèrent en faisant

varier le délai temporel entre les deux impulsions visibles.

L’interféromètre

Le retard dans le visible est varié en utilisant un interféromètre de Michelson. Une lame

séparatrice large bande sépare le faisceau incident issu du NOPA en deux parties. La pla-

tine de translation motorisée modèle MM2500F, Micro-Controle, groupe Newport) possède une

résolution de 0.1 µm.

Pas d’échantillonnage

Pour ne pas perdre d’information, la fréquence d’échantillonnage doit être au minimum

supérieure au double de la fréquence maximale contenue dans le signal mesuré (critère de Ny-

quist). Le pas d’échantillonnage est fixé à 4 fs (correspondant à un écart fréquentiel d’environ

8300 cm−1).

Détection de l’émission infrarouge

Les signaux infrarouges vont interférer au niveau du détecteur MCT (modèle J15D12-M204-

S100U, Judson) refroidi à 77◦K (azote liquide). La taille du pixel de détection vaut 100*100

µm2 ; il est recouvert d’une fenêtre en germanium. Sa sensibilité s’étend de 3 à 15 µm. Le signal

provenant du détecteur est préamplifié (gain variable ×10 ou ×100, modéle PA101, Judson).

Ce signal est à nouveau amplifié, suivi d’un échantillonneur-bloqueur puis filtré par un amplifi-

cateur à détection synchrone (modèle 5209, EGG) synchronisé sur le faisceau visible excitateur.
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Les optiques de collimation utilisées pour le transport des faisceaux infrarouges jusqu’au

détecteur sont des miroirs paraboliques plaqués d’or, et donc dénués d’aberration pour des

conjugaisons infini/foyer et sans dispersion. Les miroirs utilisés ont un diamètre de 76 mm,

avec des focales respectivemement de 178 mm (M1) et 89 mm (M2, M3 et M4). L’ouverture

maximale permise est ainsi de 35◦, sachant que l’angle entre les faisceaux incidents et réfléchis

par un miroir est de 45◦. La divergence importante des faisceaux infrarouges à la longueur

d’onde λIR vaut [60]

θIR = 2

√
λIR

πwo

, wo est le col (waist) du faisceau visible excitateur (2.66)

La tache focale dans le plan du générateur infrarouge mesure 50 µm de diamètre. L’ouverture

maximale à 15 µm (coupure du détecteur MCT) est donc de 31◦ et les miroirs choisis permettent

bien de collecter tout le flux capté par le détecteur.

2.4.2.4.b. Intercorrélation entre signaux émis par bR et par GaAs

Dans ce cas, le montage est légèrement modifié (figure 2.24). Cette fois les émissions in-

frarouges qui vont interférer proviennent de l’émission de bR et de GaAs, en variant le délai

temporel 1.

 

Fig. 2.24 : Montage interférométrique dans le cas de l’intercorrélation entre signaux émis par la

bactériorhodopsine et par GaAs. Le principe de détection et les platines utilisées sont identiques au cas de

l’autocorrélation dans un semiconducteur.

Le retard nul entre ces deux faisceaux est obtenu en cherchant un signal de transmission
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différentielle pompe/sonde de référence dans le germanium, support de la bactériorhodopsine,

permis en focalisant les deux faisceaux visibles sur l’échantillon décalé en dehors de la zone

recouverte par la bactériorhodopsine. Le faisceau visible étant complètement absorbé par la

bactériorhodopsine, ce signal de transmission différentielle qui pourrait être gênant pour notre

étude disparâıt lorsqu’on étudie la bactériorhodopsine.

L’interférogramme peut être mesuré jusqu’à un délai temporel de 5 ps, correspondant à

une résolution spectrale d’environ 6 cm−1. Un balayage complet correspond dans ce cas à 2048

points, et prend environ 4 minutes. Un signal complet est constitué d’une moyenne de 20 ba-

layages (permettant un rapport signal à bruit autour de 3.10−4). Afin de corriger pour une

variation lente du délai pompe sonde (≈ 10 µm/h), les balayages sont recalés à l’origine des

temps. La correction des fluctuations lentes du laser est permise en disposant un modulateur

mécanique (chopper) à 200 Hz sur le faisceau visible focalisé sur le semiconducteur (émission

infrarouge de référence). L’échantillon de bactériorhodopsine peut être entrâıné en rotation

(6 Hz) afin de s’assurer qu’à chaque nouvel impact laser, la bactériorhodopsine est dans son

état fondamental tout-trans. Une photographie de la dernière partie du montage expérimental

(génération et transport du faisceau infrarouge) est donnée figure 2.25.

Fig. 2.25 : Photographie de la dernière partie du montage expérimental, montrant le cristal de GaAs et la

bactériorhodopsine sur son support tournant. Les émissions infrarouges (surimposées en rouge sur la photo)

sont focalisées sur le détecteur MCT par des miroirs en or.
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2.5 Génération d’infrarouge dans des cristaux non linéaires :

expérience et simulation

2.5.1 Source infrarouge à base de GaAs

Deux cristaux de GaAs ont été utilisés, un de type 〈1,1,0〉 d’épaisseur 110 µm et un cristal

de type 〈1,1,0〉 de 700 µm d’épaisseur [60], car l’emploi d’un échantillon plus épais est utile pour

augmenter la résolution de l’interféromètre (paragraphe 2.5.3). Le rendement de conversion de

chacun de ces cristaux, fortement absorbants dans le visible, est égal.

L’émission obtenue est représentée figure 2.26 :
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Fig. 2.26 : Signal d’autocorrélation obtenu dans le GaAs. Par transformée de Fourier, on obtient le spectre

de l’émission infrarouge générée. La coupure du détecteur à 15 µm explique les oscillations de part et d’autre

du signal d’autocorrélation et la coupure brutale au niveau du spectre.

Nous utilisons ces cristaux essentiellement à cause de leur grand rendement. Pour une puis-

sance moyenne incidente de 100 µW, la puissance moyenne infrarouge émise vaut environ 100

pW, donc l’efficacité de conversion visible/infrarouge est de 10−6.

Le GaAs étant absorbant dans le visible, seule une faible épaisseur va générer de l’infrarouge,

on est proche du modèle du matériau infiniment mince. Néanmoins, du fait de son absorption,

des composantes non instantanées contribuent au redressement optique, ce qui rend difficile la

modélisation de l’émission infrarouge. En revanche, en utilisant un cristal transparent dans le

visible, ce problème n’apparâıt plus. La génération d’infrarouge dans un matériau transparent

dans le visible est étudiée ci-après expérimentalement.
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2.5.2 Source infrarouge à base d’AgGaS2

2.5.2.1 Caractéristiques du champ infrarouge émis

Nous utilisons des cristaux d’ AgGaS2 de type II, d’épaisseur 1 mm. Il est transparent dans le

visible et correspond au cas du matériau épais présenté partie 2.3.2.2. Ces cristaux sont utilisés

pour caractériser l’impulsion visible excitatrice et l’émission infrarouge de la bactériorhodopsine

à temps court car leur émission infrarouge est facilement modélisable. A 560nm, l’AgGaS2 ne

peut pas vérifier la condition d’accord de phase, l’efficacité de conversion sera faible (trois fois

plus faible que dans le cas du GaAs), et c’est pourquoi nous utilisons le GaAs pour obtenir un

meilleur rapport signal à bruit.

Le signal d’autocorrélation obtenu dans ce cristal suite à une excitation à 560 nm est donné

figure 2.27 avec le spectre associé.

- 400         - 200               0              200            400 
Temps, fs 

 

 

500     750     1000     1250    1500   1750 
                    Fréquence, cm-1 

Transformée  
 

de Fourier 

Transformée 
 

 de Fourier 

Coupure du 
détecteur 

Fig. 2.27 : Signal d’autocorrélation obtenu par excitation visible du cristal d’AgGaS2 et spectre correspondant

obtenu par transformée de Fourier en trait plein. Le spectre d’émission du GaAs est rappelé en pointillés.

Le spectre obtenu dans le cas de l’utilisation d’un cristal d’AgGaS2 est légèrement plus large

que celui obtenu en utilisant du GaAs.

L’AgGaS2 présente de l’absorption à deux photons, que nous quantifions expérimentalement

en traçant la courbe de dépendance de l’intensité visible transmise par l’échantillon en fonction

de l’intensité en entrée (figure 2.28). Cette courbe est obtenue dans les conditions expérimentales

de génération d’infrarouge en focalisation sur la face d’entrée du cristal.
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Fig. 2.28 : Coefficient de transmission de l’impulsion visible excitatrice en fonction de la puissance crête

incidente sur l’échantillon par unité de surface. La courbe en trait plein est obtenue théoriquement en suppo-

sant uniquement la présence d’absorption à deux photons. Cette courbe est indépendante de l’orientation de

l’échantillon, puisque l’absorption à deux photons se fait sur une épaisseur bien inférieure à l’épaisseur totale

de 1 mm de l’échantillon. En effet, en défocalisant de 200 µm le faisceau excitateur en avant de l’échantillon, le

coefficient de transmission reste constant.

Néanmoins, l’effet de l’absorption à deux photons n’apparâıt pas lorsqu’on mesure l’inten-

sité du champ infrarouge émis, qui est linéaire avec l’intensité excitatrice (figure 2.29).
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 Fig. 2.29 : Linéarité du champ infrarouge émis par l’AgGaS2 en fonction de l’intensité visible excitatrice. La

position de l’échantillon est optimisée pour maximiser le signal infrarouge émis.

Comme attendu dans un processus non linéaire du deuxième ordre (voir Chapitre 4), le

champ infrarouge émis par l’AgGaS2 varie linéairement avec l’intensité excitatrice. L’absence

de l’effet de l’absorption à deux photons suggère que seule une épaisseur faible de l’échantillon
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contribue à la génération d’infrarouge. Plus précisément, en incluant la valeur d’absorption

à deux photons évaluée expérimentalement au programme basée sur la méthode du Split-Step

(paragraphe 2.3.2.2), on peut calculer la longueur à partir de laquelle l’émission infrarouge reste

inchangée : elle correspond à la longueur sur laquelle l’infrarouge est généré et vaut autour de

12 µm dans notre cas.

En défocalisant de 200 µm le faisceau excitateur en avant de l’échantillon, le coefficient de

transmission reste constant (≈ 0,6), même à intensité maximale.

Nous concluons que l’absorption à deux photons joue un rôle dans une épaisseur caractéristique

comprise entre 12 µm et 200 µm.

La simplicité de la modélisation du signal infrarouge émis par ce cristal permet de ca-

ractériser temporellement la durée des impulsions visibles, comme détaillé au paragraphe sui-

vant.

2.5.2.2 Mesure de la durée des impulsions visibles

En simulant le signal d’autocorrélation obtenu à partir de l’AgGaS2, on peut facilement

remonter à la durée de l’impulsion visible excitatrice. Les faisceaux visibles sont supposés gaus-

siens, et l’émission infrarouge proportionnelle à la polarisation qui lui a donné naissance, c’est à

dire proportionnelle à l’enveloppe de l’impulsion visible excitatrice. Par transformée de Fourier,

nous remontons au spectre de l’émission infrarouge. Nous modifions la durée des impulsions

jusqu’à obtenir une largeur spectrale identique au spectre de l’émission infrarouge de l’AgGaS2

(figure 2.30).
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Fig. 2.30 : En trait fin, spectre infrarouge émis par l’AgGaS2 après correction par la réponse de transfert

du détecteur au dessus de la coupure du détecteur vers 700 cm−1. En trait plein, spectre infrarouge calculé

théoriquement pour une impulsion visible gaussienne de 11 fs.
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Dans notre expérience, nous utilisons des impulsions visibles de durée comprise entre 11 et 13 fs

à 560 nm, pour un profil d’intensité gaussien. Plus précisément, la durée de l’impulsion visible

incidente sur le semiconducteur vaut 11 fs, et celle focalisée sur la bactériorhodopsine 13 fs.

2.5.3 Résolution du système

2.5.3.1 Limite par le générateur infrarouge

Le faisceau infrarouge généré par le semiconducteur va réfléchir partiellement à l’interface

cristal/air. Chaque faisceau visible va donc générer deux répliques (figure 2.31).

 

 GaAs 

impulsion            
visible 

faisceaux 
infrarouge 

Fig. 2.31 : Réflexion du faisceau infrarouge à l’interface cristal/air. Les faisceaux arrivent perpendiculairement

à la face d’entrée de l’échantillon. Le léger angle introduit sur le schéma n’est pas conforme à la disposition

physique, et est uniquement utile pour clarifier la figure.

Le cristal fait 110 µm d’épaisseur. Le faisceau réfléchi a un retard temporel ∆t par rapport

au faisceau directement transmis :

∆t =
2ng

IRe

c
≈ 2.93 ps (2.67)

où c
ng

IR
est la vitesse de groupe de l’infrarouge dans le GaAs (ng

IR = 4 étant l’indice de groupe

du GaAs dans l’infrarouge et c la célérité de la lumière). La résolution de l’interféromètre est

donc dans ce cas au mieux d’environ 11 cm−1.

Le signal d’autocorrélation obtenu dans le cas du GaAs est donné figure 2.32. La distance

entre l’interférogramme principal à l’origine et ses répliques vaut bien 2.93 ps. Leur amplitude

maximale varie comme le facteur de réflexion en champ élevé au carré : r2=[
nφ

IR−1

nφ
IR+1

| avec nφ
IR=3.5
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l’indice de phase du GaAs. On calcule r2≈3, en bon accord avec les données expérimentales.

Nous disposons également d’un échantillon de GaAs de 700 µm d’épaisseur, dans ce cas les

échos se situent à 20 ps soit une résolution autour de 2 cm−1.
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Fig. 2.32 : Signal interférométrique obtenu par autocorrélation des faisceaux infrarouges émis par un seul

cristal de GaAs.

La résolution du spectromètre n’est pas limitée par des réflexions dans l’échantillon de

bactériorhodopsine : l’épaisseur du germanium est de 1 mm, supérieure à celle de l’échantillon

de GaAs, et les réflexions au niveau de la couche de bactériorhodopsines transmises ensuite par

le germanium sont négligeables car inférieures à 0,3%.

2.5.3.2 Limite par l’interféromètre

En supposant que seul l’interféromètre est limitant, la résolution spectrale de l’interféromètre

dépend directement du retard maximal de la ligne à retard. Ce retard maximal est supérieur

à 20 ps, nous serons donc en théorie tout le temps limité par l’épaisseur du cristal produisant

l’onde de référence.

En pratique, le retard maximal accessible avec un rapport signal sur bruit suffisant est de 5

ps (résolution de 7 cm−1).
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Chapitre 3

Préparation et comparaison des

échantillons

Dans ce chapitre, nous allons caractériser les échantillons de bactériorhodopsine que nous

étudions dans notre expérience de spectroscopie cohérente d’émission infrarouge, dont les ré-

sultats sont présentés chapitre 4.

1. Dans une première partie (paragraphes 3.1 et 3.2), nous décrivons comment nous obtenons

des échantillons de bactériorhodopsine (culture, purification des membranes, puis préparation

d’échantillons secs orientés) et indiquons leurs caractéristiques spectrales et fonctionnelles.

2. Nous caractérisons ensuite spectralement et temporellement les premiers photoproduits de

différents échantillons de bactériorhodopsine (paragraphe 3.3). Pour cela nous utilisons une

méthode plus “classique” d’absorption transitoire femtoseconde.

Nous étudions :

- Des échantillons dits “secs” (ils sont en fait à humidité ambiante, soit ≈ 50 % d’humidité). Ce

sont ces types d’échantillons à la fois macroscopiquement orientés et transparents dans l’infra-

rouge (dans le cas où le substrat utilisé est le germanium) qui permettent d’obtenir une émission

mesurable dans les expériences de spectroscopie cohérente d’émission infrarouge (chapitres 2 et

4).
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- Des échantillons en suspension pour étudier l’influence de l’environnement aqueux sur les

processus primaires et établir si les premiers processus photoinduits des échantillons secs sont

représentatifs de ceux de la bactériorhodopsine dans son milieu d’hydratation naturelle.

- Des échantillons ayant été immergés dans des solutions à pH très bas (autour de 1-2), ce

qui a pour conséquence de varier les caractéristiques spectrales, temporelles et fonctionnelles

de la bactériorhodopsine, sans pour autant la détruire. Ils vont nous aider à l’analyse de la

bactériorhodopsine native.
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3.1 Obtention de bactériorhodopsine

Dans les parties suivantes, nous ne donnons que les grandes lignes d’obtention de la bactério-

rhodopsine après culture de la bactérie Halobacterium salinarium. Pour une description plus

détaillée, se reporter à l’annexe C.

3.1.1 Culture de la bactérie Halobacterium salinarium et isolement

des membranes pourpres

La culture et purification suivent de près le protocole de [86]. Les bactéries H. salinarium

sont cultivées dans 6 litres de milieu très salin (description du milieu en annexe C), éclairées

en permanence par des tubes fluorescents reproduisant la lumière du jour. Les membranes des

bactéries sont isolées par des étapes successives de lyse, lavage et centrifugation en gradient de

densité.

Nous avons vu (chapitre 1) que la membrane cellulaire est physiquement séparée en membrane

pourpre et membrane rouge. Nous rappelons qu’avec les conditions de culture et avec la souche

d’H. salinarium utilisées, la bactériorhodopsine est la protéine presque exclusive contenue dans

la membrane pourpre. En revanche d’autres protéines colorées sont présentes dans la membrane

rouge, il est donc important de séparer les deux types de membrane. Pour cela nous déposons

les membranes recueillies sur un gradient de sucrose. Après centrifugation (figure 3.1), les deux

membranes se séparent du fait de densités différentes et ainsi deux importantes bandes appa-

raissent :

-une bande pourpre (membrane pourpre),

-une bande rouge (restes de membrane rouge n’ayant pas encore été éliminés par les centrifu-

gations successives).

Fig. 3.1 : Séparation des membranes pourpres et rouges par gradient de sucrose. Le léger surnageant jaune

observé est probablement un artefact dû au sucrose.
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Les bandes pourpres sont récupérées et lavées de tout sucrose ; à partir de 6 litres de culture,

nous obtenons en moyenne 6 mL de membrane pourpre avec un densité optique par millimètre

à 568 nm de 2,5 (concentration en bactériorhodopsine de 400 µM).

3.1.2 Spectres d’absorption caractéristiques

La purification est facilement vérifiable en mesurant le spectre d’absorption visible des

suspensions de membranes (figure 3.2).
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Fig. 3.2 : En pointillés le spectre d’absorption des membranes récoltées, composées d’un mélange de mem-

branes pourpre et rouge. Les modulations du spectre côté bleu sont caractéristiques des caroténöıdes. En trait

plein, spectre d’absorption de la membrane pourpre, centré à 568 nm.
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3.2 Préparation des échantillons

3.2.1 Echantillons orientés

Une caractéristique importante du rétinal (chapitre 1) est sa polarisabilité du deuxième ordre

élevée, et nous allons chercher à comprendre son rôle dans les premiers processus photoinduits.

Suite à une excitation optique, si l’échantillon est organisé de façon non centrosymétrique,

il va émettre une onde infrarouge (chapitre 2) permettant en principe de remonter aux ca-

ractéristiques de la polarisabilité du deuxième ordre. Il est donc indispensable d’orienter les

échantillons pour les rendre non centrosymétriques et ainsi obtenir une émission infrarouge me-

surable.

Une des remarquables propriétés de la bactériorhodopsine est la possibilité de préparer des

échantillons secs orientés et extrêmement stables pendant plusieurs années. Ici, des membranes

(environ 2000 couches) sont empilées avec la même orientation, le rétinal est orienté dans un

cône de demi-angle au sommet proche de 61◦ par rapport à la normale aux échantillons [17] et

l’orientation macroscopique dans le plan est aléatoire (figure 3.3).

 Fig. 3.3 : Echantillons orientés de membrane pourpre. Les membranes sont orientées par leur moment dipolaire

permanent. Les rétinals sont orientés dans un cône de demi-angle au sommet d’environ 61◦.

3.2.1.1 Déposition par électrophorèse

Les échantillons de membranes pourpres sont orientés par électrophorèse [51], en appliquant

un champ électrique statique à une suspension de membranes pourpres contenue dans de l’eau.

Les échantillons sont orientés par le moment dipolaire permanent des membranes ((6±1).10−23

C.m, [87]).

Afin de préparer la suspension pour la déposition par électrophorèse, la première étape est

d’éliminer les ions libres contenus dans la suspension de membrane pourpre récoltée (paragraphe

3.1.1), par des lavages successivement acide et basique (pH des solutions fixé à l’aide d’acide

chlorhydrique HCl et d’hydroxyde de sodium NaOH). La suspension est ensuite purifiée par

des lavages dans de l’eau distillée de très faible conductivité (< 50 µS/cm).

200 µL de suspension de densité optique comprise entre 1 et 1.5 / mm (correspondant à

environ 240 µM de bactériorhodopsine) est déposée sur une plaque de verre recouverte d’une

couche conductrice (SnO2) ou sur du germanium, elles-mêmes insérées dans le dispositif de la
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figure 3.4, puis la déposition par électrophorèse se fait comme indiqué dans la légende de la

figure 3.5.

Fig. 3.4 : Dispositif expérimental utilisé pour l’orientation des échantillons par électrophorèse.

Fig. 3.5 : La plaque de germanium (ou de verre conducteur) déposée dans le dispositif de la figure 3.4 est reliée

à l’anode. La suspension de membranes pourpres est déposée sur la plaque, et la cathode est descendue jusqu’à

obtenir une distance de 2 mm entre les deux électrodes. Une tension de 3 à 5 V est alors appliquée pendant

3 secondes : les membranes pourpres descendent pendant ce temps vers la plaque de germanium (ou de verre

conducteur) reliée à l’électrode positive (A) du fait de leur charge négative. Les membranes sont ainsi orientées

par leur moment dipolaire permanent parallèlement à la tension appliquée (B). L’eau présente en surface est

enlevée, et les échantillons sont séchés pendant une nuit à humidité ambiante.
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Une fois séchés, les échantillons sont très résistants et stables pour plusieurs années.

Fig. 3.6 : Echantillons anhydres de bactériorhodopsine sur plaque de germanium, densité optique ≈ 2 à 565

nm.

Le germanium (figure 3.6) est choisi comme substrat pour deux raisons :

- Sa conductance est suffisante pour qu’il soit utilisé comme électrode lors de la déposition

électrophorétique.

- Il est transparent de 3 à 15 µm, et permet donc de mesurer l’émission infrarouge subséquente

à l’excitation visible des échantillons de bactériorhodopsine en transmission.

Le verre conducteur est quant à lui utilisé pour des expériences d’absorption transitoire

dans le visible. L’homogénéité des échantillons déposés par électrophorèse est meilleure qu’en

déposition par séchage seul.

3.2.1.2 Modification du photocycle avec l’humidité

Les échantillons “secs” sont à humidité ambiante (50% d’humidité). Nous avons vu au cha-

pitre 1 le photocycle fonctionnel de la bactériorhodopsine adaptée à la lumière dans ses condi-

tions d’humidité physiologique, c’est à dire à 100 % d’humidité. Le photocycle de l’échantillon

sec est modifié et fortement ralenti (≈ 100 ms) [88], comme représenté figure 3.7. A faible hu-

midité, l’adaptation à la lumière est gênée (à 50% d’humidité, mélange 8 : 2 des deux isomères

tout-trans et 13-cis,syn [51]), alors que la relaxation thermique de la forme adaptée à la lumière

vers la forme non adaptée n’est pas affectée [89, 90]. Le photocycle de l’échantillon sec s’arrête

à un intermédiaire ressemblant à l’état M. Le transfert de protons qui suit en milieu aqueux

n’a pas lieu dans l’environnement déshydraté [51, 90]. La raison évoquée le plus souvent pour

comprendre pourquoi les étapes subséquentes à l’état M sont beaucoup plus affectées par l’état

d’hydratation du milieu, est que les étapes au-delà de l’état M impliquent des échanges de

protons avec le milieu [52].
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 Fig. 3.7 : Photocycle de bRneutre, liquide et sec.

3.2.2 Echantillons à pH acide

3.2.2.1 Principe de l’acidification

Grâce à leur très grande résistance aux conditions extrêmes, les échantillons de bactériorho-

dopsine secs peuvent être relativement facilement acidifiés par immersion dans une solution très

acide pendant quelques minutes suivie par une nouvelle phase de séchage [13, 91]. Par contre

l’acidification des solutions de bactériorhodopsine est inadéquate, car elle va provoquer une

agrégation importante qui rend les échantillons trop diffusants pour des expériences d’absorp-

tion transitoire. La solution retenue est alors de déposer la bactériorhodopsine native dans des

gels d’agarose (voir annexe C pour la composition des gels), et l’acidification est obtenue en

utilisant les mêmes solutions que pour les échantillons secs, mais le temps de diffusion dans les

gels impose de les laisser immergés toute une nuit.

Deux solutions sont utilisées pour l’acidification :

- une solution autour de pH 1 obtenue en utilisant de l’acide sulfurique H2SO4, donnant de la

bactériorhodopsine dite “acide bleue” (notée bRbleu).

- une solution, toujours autour de pH 1, à base cette fois d’acide chlorhydrique HCl. On obtient

alors de la bactériorhodopsine dite “acide pourpre” (notée bRpourpre).

Cette acidification résulte en la modification des composantes cinétiques des échantillons

(durée de vie de l’état excité en particulier), ce qui va nous permettre une meilleure compréhension

des données obtenues sur bRneutre.
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3.2.2.2 Influence de l’environnement du rétinal sur les spectres d’absorption et le

photocycle

L’environnement du rétinal a une grande influence sur les spectres d’absorption et sur les

dynamiques fonctionnelles du rétinal. En particulier, le rétinal en solution a un maximum d’ab-

sorption à 445 nm, et à 568 nm pour le rétinal dans la structure en sept hélices du complexe

protéique (figure 1.4). Ce déplacement (“opsin-shift”) s’explique par la présence de charges

négatives à proximité de la base de Schiff chargée positivement [92].

L’immersion dans un milieu très acide provoque l’introduction d’ions dans l’environnement

du rétinal qui modifient la charge des acides aminés environnants (se reporter à la figure 1.7).

Les spectres des trois types d’échantillons secs sont donnés dans la figure 3.8 :
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Fig. 3.8 : A. Spectres d’absorption des différents échantillons secs : bRneutre (trait plein, fin), bRpourpre

(trait en pointillés), bRbleu (trait plein, épais) ayant un maximum d’absorption à 564 nm, 560 nm et 603 nm

respectivement. B. Comparaison entre spectres d’absorption de bRneutre liquide (trait fin) et sec (trait épais).

Contrairement au cas de cristaux 3D de bactériorhodopsine [54,93], l’hydratation ne modifie que légèrement les

spectres d’absorption des échantillons de bRneutre, avec un faible déplacement du maximum d’absorption vers

le bleu avec la déshydratation.

La différence obtenue en utilisant H2SO4 ou HCl pour l’acidification à pH 1 provient de la

différence de taille entre les ions SO2−
4 et Cl−. Les ions SO2−

4 sont trop volumineux pour pénétrer

dans la protéine, à la différence des ions Cl−. Dans le cas de bRbleu, les acides aminés Asp85 (ac-

cepteur de protons) et Asp96 sont protonés [94] et le photocycle ne produit pas d’intermédiaire

M. Dans le cas de bRpourpre, les ions chlorure fournissent des contre-charges pour les protons et

la charge nette des acides aminés est proche de la condition à pH neutre, d’où la ressemblance

des spectres d’absorption de bRneutre et de bRpourpre, figure 3.8. La protéine transporte alors

des ions chlorures et son photocycle est proche de celui de l’halorhodopsine [13]. Le photocycle
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de l’échantillon de bRpourpre ne présente, suite au photoproduit J, que des photoproduits spec-

tralement proches de K [88,91].

L’adaptation à la lumière de bRbleu est imparfaite et la concentration en rétinal tout-trans

est au mieux de 60% [95], tandis que bRpourpre même sec peut être complètement adapté à la

lumière [88].
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3.3 Comparaison des premiers photoproduits

Dans les parties précédentes de ce chapitre nous avons vu que l’acidité et l’humidité en-

trâınent d’importantes modifications fonctionnelles de la protéine. La spectroscopie d’absorp-

tion transitoire étendue au domaine femtoseconde va permettre d’avoir accès aux caractéristiques

temporelles et spectrales des premiers photoproduits de la bactériorhodopsine, en variant les

conditions expérimentales (humidité, pH). On rappelle qu’il a été montré (chapitre 1) dans le

cas de bRneutre en milieu liquide qu’après absorption d’un photon, les premiers photoproduits

sont formés suivant les transitions suivantes :

bR
hν→ bR*

100fs→ I460
500fs→ J625

3ps→ K590.

Plusieurs échantillons vont être étudiés [96] :

- Echantillon liquide déplaçable transversalement afin d’assurer son renouvellement entre chaque

impact du faisceau sonde. Ainsi à chaque nouvelle impulsion le rétinal est sous conformation

tout-trans.

- Echantillons secs et déposés dans des gels d’agarose, à différents pH, non déplaçables à cause

de leur inhomogénéité.

3.3.1 Expérience pompe-sonde

Nous ne donnons que les grandes lignes de l’expérience, décrite en détail dans la référence [97].

3.3.1.1 Principe

Les détecteurs ont un temps de réponse trop long pour mesurer directement des changements

spectroscopiques inférieurs à quelques picosecondes. Les expériences d’absorption transitoire de

type pompe-sonde permettent d’observer les modifications ultrarapides induites par une per-

turbation en utilisant trois faisceaux laser : pompe, sonde et référence (provenant du faisceau

sonde séparé en deux) (figure 3.9). Le principe de base est de faire varier le retard entre impul-

sions pompe et sonde afin de contrôler les modifications d’absorption induites par l’arrivée du

faisceau sonde.
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échantillon 
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référence 

∆t 

 

Fig. 3.9 : Schéma de l’expérience pompe sonde.

Le faisceau pompe excitant l’échantillon initie la réaction. Le faisceau sonde, d’intensité plus

faible, traverse la zone de l’échantillon excitée, tandis que le faisceau de référence ne traverse pas

l’échantillon. Les faisceaux sonde et référence proviennent dans notre cas du même continuum

de lumière blanche afin de pouvoir mesurer simultanément des spectres d’absorption transitoire.

Faisceaux sonde et référence sont alors dispersés par un spectromètre à réseau permettant à une

caméra CCD (Charge Coupled Device) de mesurer tir à tir leurs intensités spectrales IS(λ,∆t)

et IR(λ,∆t) respectives, où ∆t est le retard variable imposé à la sonde par rapport à l’arrivée

de l’impulsion pompe. Ce retard est contrôlé en faisant varier le chemin optique entre ces deux

impulsions par un moteur pas à pas de pas d’échantillonnage e=1 µm (correspondant à un

retard temporel de 2e
c
). Les faisceaux sont polarisés parallèlement et les taches focales valent 60

µm.

L’absorption transitoire ∆A(t) mesurée à l’instant t est définie par :

∆A(t)=log( IR(λ)
IS(λ),t

) - log( IR(λ)
IS(λ),−∞).

Le bruit par tir est inférieur à 2.10−2 et les absorptions transitoires sont détectées à une précision

supérieure à 4.10−3 après une seconde de moyennage (à une fréquence de 30 Hz). Les échantillons

liquides peuvent être translatés perpendiculairement aux faisceaux laser à une fréquence d’en-

viron 1 Hz afin d’assurer leur renouvellement à chaque nouvelle impulsion pompe. En revanche,

du fait d’une homogénéité insuffisante, les échantillons déposés dans des gels et les échantillons

secs ne peuvent pas être déplacés.

3.3.1.2 Description du montage expérimental

Le schéma de principe est donné figure 3.10.
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Fig. 3.10 : Schéma de principe de la châıne laser utilisée.

Des impulsions générées dans une cavité en anneaux (100 MHz, 50 fs, énergie moyenne de 0.1

nJ) sont amplifiées à quelques centaines de microjoules, avec un taux de répétition plus faible

(30 Hz). Cette impulsion amplifiée est focalisée sur une cuve d’eau de 8 mm pour générer un

continuum de lumière blanche. Une partie du continuum, filtrée spectralement dans le plan de

Fourier du faisceau généré afin de compenser la dispersion de vitesse de groupe, est le faisceau

sonde, tandis que l’autre partie du continuum est réamplifiée dans la zone spectrale souhaitée

et directement utilisée comme faisceau pompe.

3.3.1.3 Acquisition du signal

Les spectres d’absorption sont enregistrés dans deux régions spectrales distinctes : 448-552

nm et 657-832 nm. Dans le bleu, la dispersion de vitesse de groupe est précompensée pour être

optimisée. Dans les spectres transitoires montrés par la suite, le chirp restant (< 100 fs entre

435 nm et 550 nm) est corrigé dans le bleu à ± 50fs. Dans la région rouge, la dispersion de

vitesse de groupe est optimisée à 700nm et le chirp résiduel n’est pas corrigé car à moins de 60

fs.

3.3.1.4 Ajustement des données cinétiques

Les données sont ajustées en utilisant une décroissance multiexponentielle. La fonction uti-

lisée pour l’analyse des données cinétiques est de la forme

∆A(t) =

i≤4∑
i=0

(Ai.exp
(− t

τi
)
) (3.1)

(3.2)

convoluée à la fonction de corrélation croisée entre impulsions pompe et sonde. Les amplitudes

Ai représentent la fraction de population qui décrôıt à un taux τ i. t est le retard temporel entre

pompe et sonde.
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Tous nos échantillons sont adaptés à la lumière par illumination à une lumière blanche. L’in-

tensité excitatrice maximale, notée Iexc, correspond à environ 10% de molécules photoexcitées

dans le cas de l’échantillon liquide.

3.3.2 Résultats sur l’échantillon liquide, adapté à la lumière, en-

trâıné en mouvement

3.3.2.1 Evolution de l’absorption transitoire

Les spectres différentiels d’absorption transitoire sont obtenus expérimentalement pour des

longueurs d’ondes inférieures à 550 nm et supérieures à 650 nm. Il est interpolé dans la zone

spectrale manquante à partir de spectres de référence [35].
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Fig. 3.11 : Spectres d’absorption transitoire à t=300 fs et t=2 ps de l’échantillon liquide de bR568, adapté

à la lumière, entrâıné en rotation, excité à 0,32.Iexc. Les données sont lissées dans le bleu pour éliminer les

oscillations provenant de la correction du chirp.

Les principales caractéristiques des spectres sont :

-Forte diminution de l’absorption autour de 570 nm qui correspond au photoblanchiment de

l’état fondamental.

-Absorption dans le bleu accompagnée d’une émission stimulée dans le proche infrarouge au-
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dessus de 800 nm, possédant toutes deux la même évolution temporelle. La diminution ap-

parente de l’absorption dans le proche infrarouge correspond à la contribution de l’émission

stimulée de l’état excité puisque l’état fondamental n’y absorbe pas [98]. Ces variations ca-

ractéristiques sont donc attribuées à l’état fluorescent I.

-Augmentation avec le temps de l’absorption autour de 625 nm décrivant la formation du pho-

toproduit J/K.

3.3.2.2 Données cinétiques

Les données cinétiques à quelques longueurs d’onde sont données ci-après (figure 3.12 et

résultats des ajustements regroupés dans le tableau 3.1). Ils sont en accord avec ceux donnés

dans la littérature [21,98].
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Fig. 3.12 : Evolution de l’absorption à 547 nm de l’échantillon liquide de Brneutre en mouvement, pour une

intensité pompe de 0,32.Iexc. Les constantes de temps utilisées sont 0.5 ps et 3.3 ps.

Les cinétiques aux longueurs d’ondes individuelles présentent toutes une composante rapide

(de moyenne 450 fs), attribuée à la décroissance de l’état excité lié à l’isomérisation tout-

trans→13-cis vers l’état fondamental tout-trans [21]. La composante plus lente additionnelle
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(3.3ps) à 547nm est attribuable à la formation du photoproduit K, absorbant à cette longueur

d’onde [99].

Tab. 3.1 – Paramètres d’ajustement des données cinétiques d’absorption transitoire de

l’échantillon liquide de bRneutre excité à 560 nm (intensité de 0,32.Iexc) à trois longueurs d’onde

sonde (471 nm, 547 nm et 825 nm).

λ, nm A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps

471 48 0.5

547 -5 -29 0.5 -10 3.3

825 -9 0.5

3.3.3 Résultats sur l’échantillon sec

La figure 3.13 compare les spectres transitoires des échantillons de bRneutre respectivement

liquide, entrâıné en mouvement et sec, immobile, pour un délai pompe sonde de 300 fs.
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Fig. 3.13 : Comparaison entre les spectres d’absorption transitoire normalisés à t=300 fs des échantillons

solide (ligne épaisse) et liquide (ligne fine) de bRneutre. Les spectres entre 550 nm et 650 nm sont interpolés

d’après [35].

La forme des spectres est similaire, avec un photoblanchiment autour de 560 nm, l’absorp-
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tion de l’état excité dans le bleu, et une faible absorption négative dans le proche infrarouge

attribuée à de l’émission stimulée. Dans le bleu, le spectre transitoire de l’échantillon sec a une

intensité plus élevée, liée à un changement du spectre d’absorption de l’état excité tout-trans

avec l’hydratation, ou à des contributions d’un processus additionnel, ce que nous déterminons

par la suite.

Nous avons aussi analysé les cinétiques à quelques longueurs d’ondes caractéristiques (figure

3.14 et tableau 3.2).
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Fig. 3.14 : Courbes caractéristiques d’absorption transitoire de l’échantillon sec de bRneutre montrant l’ab-

sorption (471 nm) et l’émission stimulée (825 nm) de l’état fluorescent I et le photoblanchiment à 547 nm, pour

une intensité pompe de 0,32.Iexc. Les constantes de temps utilisées sont entre 0.4-0.5 ps pour la composante

rapide et entre 3-3.5 ps pour la composante lente.
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Tab. 3.2 – Paramètres d’ajustement des données cinétiques d’absorption transitoire de

l’échantillon sec de bRneutre excité à 560 nm (intensité de 0,32.Iexc) à trois longueurs d’onde

sonde (471 nm, 547 nm et 825 nm).

λ(nm) A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps

471 26 0.4 14 3.5

547 -4 -28 0.4 -9 3.1

825 -1 0.5 -1 3.4

On retrouve la composante rapide autour de 400-500 fs, comme dans le cas de l’échantillon

sec, mais une composante additionnelle plus lente (3.5 ps) est présente à toutes les longueurs

d’onde. Deux hypothèses concernant l’origine de cette composante sont à envisager :

1. La relaxation de la forme tout-trans du rétinal est modifiée par la diminution de l’humidité.

2. L’échantillon sec reste immobile durant toute l’expérience empêchant le renouvellement de

l’échantillon à chaque nouvelle impulsion (nous utilisons des intensités excitatrices suffisamment

faibles pour ne pas endommager l’échantillon), donc les protéines peuvent être dans l’état 13-cis

à l’arrivée du faisceau sonde. De plus, l’adaptation à la lumière des échantillons secs est moins

efficace que celle des échantillons liquides, et une fraction des molécules de l’échantillon sec est

sous forme 13-cis dans l’état fondamental. De ces remarques on peut supposer que la compo-

sante lente est attribuable à la relaxation de la forme 13-cis du rétinal [100] et elle expliquerait

également les différences observées dans les spectres d’absorption transitoire entre échantillons

sec et en solution, figure 3.13. Dans ce cas, sa contribution devrait augmenter en augmentant

l’intensité excitatrice, puisque cela revient à une plus grande accumulation des photoproduits.

Nous allons étudier cette hypothèse dans le paragraphe suivant.

3.3.4 Contribution de la forme 13-cis du rétinal

Pour explorer la deuxième possibilité, nous allons varier les conditions d’excitation de deux

manières :

- sur bRneutre dans l’état liquide, mais à la différence de la première partie, l’échantillon est

immobile, ce qui revient à augmenter la cadence effective d’excitation.

- sur bRneutre, en variant l’intensité excitatrice.

3.3.4.1 Variation des spectres d’absorption transitoire avec l’intensité excitatrice

La forme des spectres d’absorption transitoire sont modifiés avec l’intensité excitatrice. Ils

sont représentés figure 3.15 pour un délai pompe-sonde de 300 fs.

3.3.4.1.a. Echantillon liquide, immobile
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Fig. 3.15 : Spectre d’absorption transitoire à t=300 fs de l’échantillon en solution, immobile, à différentes

intensités excitatrices (0,2.Iexc,0,5.Iexc et Iexc).Les dépendances en intensité de l’absorption transitoire avec

l’intensité excitatrice à 540 nm et 471 nm pour un délai pompe sonde de 300 fs sont également représentées. A

540 nm, les coefficients d’extinction molaire sont égaux pour les deux isomères tout-trans et 13-cis [90], d’où la

linéarité du signal avec l’intensité excitatrice à cette longueur d’onde. A 471 nm, la linéarité n’est plus vérifiée.

3.3.4.1.b. Echantillon sec, immobile
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Fig. 3.16 : Spectre d’absorption transitoire pour un délai pompe sonde de 300 fs de l’échantillon solide à

différentes intensités excitatrices.

Le rapport entre absorption induite dans le bleu et photoblanchiment autour de 540nm aug-

mente avec l’intensité excitatrice, ce qui va dans le sens de la contribution d’un photoproduit

dont le spectre transitoire est différent de celui de l’isomère tout-trans.
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Chap. 3 : Préparation et comparaison des échantillons

Pour compléter cette analyse, nous étudions les cinétiques à 471 nm, longueur d’onde à

laquelle les contributions des composantes lentes et rapides sont bien séparées.

3.3.4.2 Variation des données cinétiques avec l’intensité excitatrice

Nous avons exploité les cinétiques à 471 nm, en variant l’intensité excitatrice, tout en nous

assurant de ne pas saturer le signal. La figure 3.17 montre les courbes représentatives et le

tableau 3.3 les paramètres d’ajustement associées.

Tab. 3.3 – Paramètres d’ajustement des données cinétiques d’absorption transitoire des

échantillons liquide et sec de bRneutre excités à 560 nm et sondés à 471 nm. Dans les deux

cas les échantillons étaient immobiles.

Cas de l’échantillon liquide, immobile. Iexc A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps

100 120 0.5 36 3.5

50 51 0.4 13 3.4

20 32 0.5

Cas de l’échantillon sec, immobile. Iexc A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps

80 45 0.5 35 3.8

32 26 0.4 14 3.5

On voit clairement une augmentation relative de la composante lente avec l’intensité ex-

citatrice. Dans le cas de l’échantillon liquide immobile à faible intensité excitatrice, seule la

composante rapide est présente et les résultats sont semblables à ceux obtenus dans le cas de

l’échantillon liquide en mouvement (pour lequel il n’y a aucune dépendance avec l’intensité

excitatrice). Il est important de rappeler (partie 3.2.1.2) que la durée du photocycle dans le cas

de l’échantillon liquide est de quelques millisecondes. Compte tenu de la cadence du laser, à

chaque nouvel impact du faisceau pompe, l’échantillon est à plus de 85% [101] dans son état

fondamental tout-trans à saturation de l’intensité excitatrice, donc la contribution de l’isomère

13-cis reste très faible à basse intensité pompe. En augmentant l’intensité excitatrice, la contri-

bution de l’isomère 13-cis devient plus importante (tout en restant inférieure à 15%), liée à une

accumulation plus importante des photoproduits dans le photocycle.

Nous concluons que la composante lente correspond à la relaxation d’un intermédiaire du

photocycle, c’est à dire à la forme 13-cis du rétinal. Nos études suggèrent que la relaxation de

la forme 13-cis, syn (correspondant aux molécules non adaptées à la lumière) a une constante
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de relaxation équivalente à la forme 13-cis, anti du rétinal (forme photoactivée du rétinal tout-

trans) voisine de 3.5 ps.
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Fig. 3.17 : Variation de l’absorption normalisée à 471 nm de l’échantillon de bRneutre à différentes intensités

excitatrices. A. liquide et en mouvement ; B. sec et immobile ; C. liquide et immobile.

En conclusion, les vitesses des processus primaires bR∗→J/K sont très similaires dans le cas

des échantillons sec et liquide. Néanmoins, il est impossible de s’affranchir complètement de la

contribution de la forme 13-cis du rétinal : pour l’échantillon sec, l’adaptation à la lumière est

moins efficace (partie 3.2.1.2).

3.3.4.3 Pourcentage de forme 13-cis du rétinal à l’arrivée du faisceau pompe

Dans les parties qui vont suivre, nous supposons l’égalité des coefficients d’extinction des

états fondamentaux des formes liquide et sec des échantillons, supposition justifiée par la proche

similitude des spectres d’absorption dans l’état fondamental (figures 3.2 et 3.8).
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Nous évaluons la contribution relative ccis de la forme 13-cis du rétinal :

ccis =
Ncis

Ntrans +Ncis

=
Ncis

Ntotal

(3.3)

avec Ntrans et Ncis les quantités de molécules photoexcitées (exprimée en moles) initialement

sous forme tout-trans et 13-cis respectivement. La quantité totale de molécules photoexcitées

est noté Ntotal=Ntrans + Ncis.

Pour évaluer les différents paramètres de cette équation, nous allons utiliser les résultats

obtenus dans la partie précédente qui montrent que la contribution de la relaxation de l’isomère

13-cis entrâıne une modification du rapport à temps court entre photoblanchiment à 540 nm

(nous avons choisi de prendre la valeur d’absorption transitoire à 540 nm car les coefficients

d’absorption molaire de l’état fondamental à cette longueur d’onde sont identiques pour les deux

isomères tout-trans et 13-cis [90]) et absorption induite à 471 nm pour laquelle les contributions

relatives des formes 13-cis et tout-trans du rétinal sont bien séparées. On connâıt la valeur αtrans

de ce rapport dans le cas du rétinal tout-trans grâce aux données obtenues avec l’échantillon

liquide entrâıné en mouvement.

A 471 nm, nous avons vu que, dans les tableaux 3.2 et 3.3, A1 (amplitude de la composante

rapide) et A2 (amplitude de la composante lente) sont respectivement les amplitudes relatives

à la relaxation des isomères tout-trans et 13-cis du rétinal. Toute variation ∆α du rapport
∆A540(0)

A1
autour de la valeur de référence αtrans sera représentative de la contribution du rétinal

sous forme 13-cis :

∆A540,m(0)

A1,m

= αtrans

∆A540,i(0)

A1,i

= αtrans + ∆α (3.4)

L’indice i signifie qu’il s’agit des paramètres associés à l’échantillon immobile, et l’indice m à

l’échantillon mobile.

En supposant qu’à t=0 les données à 540nm sont uniquement représentatives du photoblanchi-

ment de l’état fondamental [102], on peut écrire :

∆A540(0) = Ntotalεg,540 = (Ntrans +Ncis)εg,540 (3.5)

et ccis s’écrit immédiatement :

ccis =
∆α

∆α+ αtrans

(3.6)

Les valeurs de ccis sont données dans le tableau 3.4 pour différentes intensités excitatrices.

A intensité excitatrice équivalente, la contribution de la forme 13-cis du rétinal est supérieure

dans le cas de l’échantillon sec : à intensité de pompe égale, le nombre de protéines dont le

photocycle n’est pas terminé à l’arrivée du prochain faisceau pompe est plus important dans le

cas de l’échantillon sec. Nous pouvons évoquer deux raisons pour expliquer cela :
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- L’échantillon sec ne peut pas être complètement adapté à la lumière (mélange 8 : 2 des formes

tout-trans et 13-cis à 50% d’humidité, [51]).

- Le photocycle de l’échantillon solide est ralenti par rapport à celui de l’échantillon liquide [88].

Tab. 3.4 – Variation de la concentration relative de rétinal dans l’état 13-cis à l’arrivée du

faisceau sonde.

% Iexc ccis (en %)

échantillon 100 17

liquide 50 14

immobile 20 ≤5

échantillon 80 34

sec 32 24

3.3.4.4 Obtention du spectre d’absorption transitoire de la forme 13-cis du rétinal

A partir des données expérimentales obtenues dans le cas des échantillons immobiles, il est

possible de remonter au spectre transitoire à temps court du rétinal 13-cis. Pour cela, nous

soustrayons la contribution relative de la forme tout-trans du rétinal aux spectres transitoires

obtenus dans le cas des échantillons immobiles. La forme du spectre transitoire de l’isomère

tout-trans correspond à celle obtenue pour l’échantillon de bRneutre liquide, en mouvement, qui

n’a pas de contribution de la forme 13-cis. L’amplitude de la contribution tout-trans s’évalue

en normalisant sur la contribution de la phase rapide (amplitude A1 de la phase à 400-500 fs)

à 471 nm. Les spectres transitoires obtenus sont représentés figure 3.18.

La forme des spectres obtenus est indépendante de l’intensité excitatrice (non montré),

validation à posteriori de la méthode utilisée. Les spectres sont similaires pour les échantillons

sec et liquide, en accord avec l’idée qu’il s’agit dans les deux cas de la forme 13-cis. Le spectre

associé à la forme excitée 13-cis présente une absorption dans le bleu plus importante que l’état

tout-trans. Ces différences spectrales confirme que l’hétérogénéité des cinétiques dans le cas de

l’échantillon sec est associée à la contribution de différentes formes du rétinal plutôt qu’à des

constantes de temps de photoisomérisation différentes de la forme tout-trans du rétinal.
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Fig. 3.18 : Spectre transitoire de l’état cis, échantillon sec (trait gras) et liquide (trait fin).

3.3.5 Modification du pH

3.3.5.1 Etude des échantillons déposés dans des gels

Comme l’utilisation de gels est indispensable pour l’acidification sous des conditions d’hy-

dratation (paragraphe 3.2.2), nous allons dans un premier temps vérifier qu’à pH neutre, les

échantillons déposés dans des gels ont une cinétique identique aux échantillons liquides. Les

données sont répertoriées dans le tableau 3.5.

Tab. 3.5 – Paramètres d’ajustement des données cinétiques d’absorption transitoire des

échantillons de bRneutre liquide et déposé dans des gels, excités à 560 nm et sondés à 547

nm et 471 nm. Les échantillons étaient immobiles.

Les constantes de temps et spectres (non représentés) caractéristiques sont identiques, ce qui

indique que le gel est un bon modèle pour caractériser un environnement aqueux.

échantillon λ(nm) A0, mOD A1, mOD τ 1, ps A2, mOD τ 2, ps %cis

liquide 471 49 0.4 3 3.4 10

547 -5 -30 0.4 -14 3.1

gel 471 38 0.4 4 3.5 11

547 -4 -32 0.4 -11 3.1
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3.3.5.2 Effet d’une diminution du pH

Les spectres d’absorption transitoire pour les échantillons secs de bRbleu et bRpourpre sont

qualitativement similaires à ceux trouvés pour bRneutre. Ils sont en bon accord avec ceux obtenus

dans des gels [99]. L’augmentation de l’absorption à 480nm en parallèle à l’émission stimulée

dans le proche infrarouge représente la formation du photoproduit I.

L’évolution cinétique des spectres transitoires de bRpourpre et bRbleu est ralentie par rap-

port au cas de l’échantillon neutre. Nous étudions plus en détail ces cinétiques pour quelques

longueurs d’onde (figure 3.19 et résultats présentés tableau 3.7).
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Fig. 3.19 : Courbes caractéristiques d’absorption transitoire de l’échantillon sec de bRbleu montrant l’absorp-

tion (471 nm) de l’état fluorescent I460 et le photoblanchiment de l’état fondamental. L’intensité pompe vaut

0,80.Iexc. Les constantes de temps utilisées sont entre 0.4 et 0.5 ps pour la composante rapide, et entre 3 et 3.5

ps pour la composante lente.
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Les cinétiques sont plus complexes dans le cas des échantillons acides. D’abord nous analy-

sons les cinétiques à 471 nm, longueur d’onde pour laquelle les cinétiques sont caractérisées par

les relaxations des états excités des formes tout-trans et 13-cis. Une dépendance en intensité

des paramètres (tableau 3.6) permet de distinguer les deux isomères : comme dans le cas de

l’échantillon neutre, on s’attend à ce que la contribution de l’isomère 13-cis augmente avec

l’intensité excitatrice du fait d’une plus grande accumulation des photoproduits.

Tab. 3.6 – Variation des paramètres de fit à 471 nm avec l’intensité excitatrice. Les trois

dernières colonnes indiquent la contribution relative des différentes composantes.

échantillon %Iexc A0, A1, τ 1, A2, τ 2, A3, τ 3, %A1 %A2 %A3

OD OD ps OD ps OD ps

pourpre sec 80 0.030 0.9 0.019 5.2 0.0076 0.2 53 33 14

32 0.018 0.9 0.007 5.2 0.005 0.2 60 23 17

bleu sec 80 0.022 1.9 0.029 17.3 0.014 0.2 34 44 22

32 0.013 1.7 0.009 18.0 0.0061 0.2 46 32 22

La contribution relative de l’amplitude A2 (des composantes à 18 ps et 5 ps) augmente avec

l’intensité excitatrice dans le cas de bRbleu et bRpourpre ; cette dernière est donc attribuable à la

relaxation de la forme 13-cis du rétinal.

Les cinétiques à 547 nm sont d’abord ajustées en imposant les constantes de temps des

cinétiques à 471 nm et une composante additionnelle à 3 ps. Après une première convergence,

tous les ajustements sont optimisés. Les résultats des ajustement sont donnés tableau 3.7.

Les différents processus sont ralentis par rapport aux échantillons neutres, conformément

aux résultats trouvés sur des échantillons hydratés [98, 99]. bRbleu est composé dans son état

fondamental d’un mélange 6 : 4 des deux isomères tout-trans et 13-cis de rétinal [98, 99]. La

contribution de la forme 13-cis, dont la relaxation s’effectue plus lentement que celle de la

forme tout-trans, est plus importante et complexifie les données. A 471 nm, les données sont

composées de deux exponentielles, de constantes de temps égales à 1.7 et 18 ps correspondant

respectivement à la contribution de la forme tout-trans et 13-cis. A 547 nm, la composante

supplémentaire à 3 ps est attribuable à la formation de l’intermédiaire K. Comme montré dans

la partie précédente, la formation des premiers photoproduits dans le cas de l’échantillon sec à

pH neutre est similaire au cas de l’échantillon déposé dans des gels d’agarose, et par extrapo-

lation semblable aux échantillons liquides. Les cinétiques sont également ralenties dans le cas

de bRpourpre, les constantes de temps de relaxation des formes 13-cis et tout-trans valent cette
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fois autour de 5 et 1 ps respectivement (contre 3,5 et 0,5 pour bRneutre).

Quelle que soit la forme de bR (neutre, acide bleu, acide pourpre), nous pouvons ajuster les

données de sorte que la formation du photoproduit K a une constante de temps de 3,3 ps. Ceci

est en accord général avec l’idée que K est une forme relaxée thermiquement de J [48,103].

Dans les deux cas les cinétiques sont invariantes avec l’humidité, seule la contribution de la

forme 13-cis augmente pour la même raison que dans le cas de l’échantillon neutre (ralentis-

sement du photocycle et rétinal sous forme 13-cis en quantité plus importante dans le cas de

l’échantillon sec).

Pour obtenir un ajustement optimal des données cinétiques pour bRbleu et bRpourpre, une

composante additionnelle de 200 fs est nécessaire à toutes les longueurs d’onde. Cette com-

posante, qui reflète certainement des dynamiques dans l’état excité [98], est contenue dans la

composante autour de 400-500 fs dans le cas de bRneutre.

Tab. 3.7 – Paramètres d’ajustement à 0,32.Iexc à 547 nm et 470 nm pour les échantilons

bRpourpre et bRbleu secs et déposés dans des gels.

échantillon λ, A0, A1, τ 1, A2, τ 2, A3, τ 3, A4, τ 4,

nm mOD mOD ps mOD ps mOD ps mOD ps

neutre sec 471 26 0.4 14 3.5

547 -4 -28 0.5 -9 3.1

bleu sec 471 13 1.7 9 18.0 6.1 0.2

547 -3 -4 1.6 -1 18.1 -4 3.4 -1 0.2

bleu gel 471 11 1.7 6.8 18.3 4 0.2

547 -4 -5 1.7 -1 18.0 -6 3.2 -1 0.2

pourpre sec 471 18 0.9 7 5.2 5.1 0.2

547 -0.004 -12 0.8 -1.4 5.2 -7.1 3.3 -3.9 0.2

pourpre gel 471 2.4 0.9 1.1 5.6 5.6 0.2

547 -3.6 -9.6 1.0 -1 5.1 -5 3.7 -3.8 0.2
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3.3.6 Etude de l’influence de l’humidité sur le rendement quantique

de la photoisomérisation

3.3.6.1 Méthode de calcul

Le rendement quantique de photoisomérisation associé à l’isomère tout-trans, φq, correspond

au rapport entre la quantité de molécules photoisomérisées Ni (en moles) et la quantité totale

de molécules tout-trans photoexcitées Ntrans (en moles) :

φq =
Ni

Ntrans

(3.7)

Calcul de Ni : A 547 nm, la composante notée A0 dans les ajustements des données (ta-

bleaux 3.1, 3.5, 3.7) représente le changement de l’absorption à temps long (délai pompe-sonde

∆t>30 ps) dû à la formation de photoproduits (contribution de l’état K), diminuée par le

photoblanchiment de l’état fondamental, d’où l’expression :

∆A547(∆t>30ps)=Ni.(εg,547-εK,547)

(εK,547 est le coefficient d’extinction molaire de l’état K à 547 nm [95, 104, 105], εg,547 celui de

l’état fondamental de la forme tout-trans du rétinal [95, 104].

On a fait l’hypothèse que le signal à temps long (t = 30 ps) est uniquement lié à la contribution

de la forme tout-trans du rétinal, hypothèse habituelle [99] et dans notre cas justifiée à postériori

par la flagrante similitude des spectres transitoires à temps long des échantillons (figure 3.20) :

s’il y avait une contribution significative d’un photoproduit de l’état 13-cis, on suppose que le

spectre de ce produit serait différent.
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Fig. 3.20 : Similitude des spectres d’absorption transitoire des échantillons de bRneutre solide (trait plein) et

liquide en mouvement (trait pointillé) à temps long (délai pompe-sonde=30 ps).
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Calcul de Ntrans : La méthode de calcul de Ntotal s’obtient directement par la formule [99]

∆A547(0)=Ntotal.εg

utilisant le coefficient d’extinction molaire εg de l’état fondamental à 547 nm.

On souhaite obtenir le rendement quantique associé uniquement à l’isomère tout-trans, donc il

ne faut conserver que la contribution de cet isomère à temps court :

∆A547,trans(0)=Ntrans.εg,547.

En définitive le rendement quantique s’écrit

φq =
Ni

Ntrans

=
∆A547(∆t > 30ps)

∆A547,trans(0ps).(1− εK/εg,547)
. (3.8)

Dans le cas des échantillons de bRneutre, nous construisons les spectres d’absorption tran-

sitoire auxquels a été enlevée la contribution des spectres relatifs à la forme 13-cis comme

ci-dessus (paragraphe 3.3.4.4). On a directement la valeur de ∆A547,trans(0ps).

Dans le cas des échantillons bRbleu et bRpourpre, le calcul est simplifié car la contribution de

la relaxation de l’isomère tout-trans aux données à 547nm est facilement séparable dans ce cas,

la constante de temps τ 1 (d’amplitude associée A1) dans les ajustements des données cinétiques

à 547nm étant différente de celle de la formation de l’état K. On la note A1,547.

Le calcul des rendements quantiques s’obtient par la formule :

φq =
∆A547(∆t > 30ps)

A1,547(1− εK,547/εg,547)
. (3.9)

3.3.6.2 Résultats

Le tableau 3.8 résume les résultats. Il est clair qu’en variant l’humidité et le pH, le rendement

quantique reste constant (valeur moyenne 65%). Les valeurs de rendement quantiques trouvées

pour les échantillons hydratés sont en bon accord avec la littérature qui rapporte des valeurs

de rendement quantique allant de 58 à 70% [99,102,104,106]. Il s’avère donc que le rendement

quantique est inchangé en environnement sec pour les échantillons neutre, acide bleu et acide

pourpre.
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Tab. 3.8 – Rendement quantique

échantillon εK,547/εg,547, [99, 102,104,106] rendement quantique (%) à ±5%

neutre, liquide 0.80 66

neutre, solide 0.80 63

acide bleu, gel 0.64 69

acide bleu, solide 0.64 69

acide pourpre, gel 0.73 64

acide pourpre, solide 0.73 60

3.3.7 Conclusions

1. Bien que la présence d’eau soit indispensable au transfert complet de protons, nous avons

montré que l’isomérisation a lieu avec le même rendement quantique.

2. En modifiant l’humidité, les constantes de temps de l’isomérisation tout-trans−→13-cis

(bR∗−→J) et la relaxation J−→K sont inchangées, à la différence des processus plus lents

qui sont tous affectés par l’état d’hydratation ambiante. Pendant les processus primaires du

photocycle, la communication avec l’environnement extra-membranaire de la protéine ne joue

pas de rôle.

3. Lorsque les échantillons sont immobiles, la relaxation du rétinal 13-cis contribue aux

données. Pour éliminer cette contribution, il faut donc pouvoir déplacer l’échantillon entre

chaque impulsion laser excitatrice, ce qui est moins contraignant du point de vue rapport signal

à bruit pour des méthodes expérimentales “background-free” comme la méthode d’émission

infrarouge (chapitre 2).

4. Les études développées dans ce chapitre indiquent que quant aux processus primaires, les

échantillons secs de bactériorhodopsine sont aussi valables pour obtenir des informations sur la

bactériorhodopsine dans ses conditions natives.
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Chapitre 4

Emission infrarouge et transfert de

charges dans la bactériorhodopsine :

théorie et résultats expérimentaux

L’utilisation du montage de spectroscopie cohérente d’émission infrarouge (chapitre 2) va

nous permettre de détecter et de caractériser la polarisation macroscopique générée par re-

dressement optique dans des échantillons orientés de bactériorhodopsine [69]. Les impulsions

excitatrices (centrées à 560 nm) sont en résonance avec la transition optique.

Nous utilisons un modèle à deux niveaux basé sur les équations de Bloch pour décrire les

phénomènes observés.

En plus de la réponse électronique “instantanée” de l’échantillon nous détectons une émission

infrarouge qui dure sur plusieurs picosecondes, reflétant des mouvements de charges associés aux

mouvements vibrationnels. Elle est analysée en fréquence et en phase. La détection simultanée

des réponses électronique et vibrationnelle permet d’ouvrir des pistes sur le rôle fonctionnel de

la polarisation initiale en étudiant la dynamique structurale qui lui est subséquente.
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Chap. 4 : Emission infrarouge et transfert de charges dans la bactériorhodopsine

4.1 Allure des signaux émis par la bactériorhodopsine

Les échantillons de bactériorhodopsine orientés sur plaque de germanium sont insérés dans

le montage expérimental décrit figure 2.15. L’interférogramme associé au signal émis par la

bactériorhodopsine est montré figure 4.1.

T F 
-400      -200        0        200      400 

Temps, fs Fréquence, cm-1 

Fig. 4.1 : Interférogramme entre les signaux infrarouge émis par la bactériorhodopsine entrâınée en rotation (6

Hz, sur un rayon de 50 mm) et le signal de référence émis par le GaAs en rouge. Le signal d’intercorrélation (noté

GaAs/GaAs) entre les signaux infrarouges issus du GaAs est rappelé en bleu. Les signaux laissent apparâıtre

deux parties : un important signal à t=0 (≈70% du signal émis par le GaAs sous les mêmes conditions) en

grande partie dû à la réponse électronique, et un signal à temps positif (partie vibrationnelle) qui reflète des

modes vibrationnels du système rétinal/protéine. Par transformée de Fourier (TF), on obtient le spectre de

l’interférogramme de l’émission de GaAs/GaAs en bleu, et celui de bR/GaAs en rouge.

Le signal émis autour de t=0 est très similaire à celui observé dans le cas de l’autocorrélation

dans un cristal de GaAs. On observe en plus un signal aux temps positifs, attribué aux modes

vibrationnels du système rétinal/protéine. Par transformée de Fourier, on remonte aux spectres

infrarouges émis. On rappelle que la coupure à 700 cm−1 est liée au détecteur MCT, et la largeur

du spectre émis est directement reliée à la durée de l’impulsion visible excitatrice.

Nous vérifions qu’à chaque nouvelle impulsion excitatrice l’échantillon est dans son état fon-

damental tout-trans (figure 4.2). Pour cela nous utilisons les échantillons orientés sur la plaque

en verre recouverte d’une couche conductrice (SnO2). L’échantillon est posé au niveau du porte

échantillon de la bactériorhodopsine dans le dispositif expérimental de la figure 2.15, donc dans

les mêmes conditions expérimentales que pour les expériences d’émission cohérente, mais aucun

semiconducteur n’est inséré. Ainsi deux faisceaux visibles sont focalisés sur la même zone de

l’échantillon, un faisceau pompe intense (correspondant à l’énergie utilisée dans les expériences

d’émission cohérente) et une sonde de très faible énergie. Nous mesurons alors les variations

d’absorption du faisceaux sonde en avance temporelle (équivalente à -2 ps dans l’expérience

d’émission cohérente) lorsque seul le faisceau sonde est incident et lorsque les deux faisceaux

96
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sont incidents.
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Fig. 4.2 : Différence d’absorption visible à t = - 2 ps avec échantillon entrâıné en rotation à 6 Hz (trait fin)

et immobile (trait épais).

Dans le cas de l’échantillon entrâıné en rotation, il n’y a aucune différence d’absorption que

le faisceau pompe soit incident sur l’échantillon ou pas : la vitesse de rotation est suffisante

pour que la grande majorité des molécules soient dans leur état fondamental tout-trans avant

l’arrivée de chaque nouvelle impulsion excitatrice. En revanche, lorsque l’échantillon est immo-

bile (trait épais), les variations d’absorption suite à la présence du faisceau pompe traduisent la

présence de molécules dans des états intermédiaires du photocycle à chaque nouvelle impulsion

sonde. Le spectre différentiel indique en effet une disparition du spectre de l’état fondamental à

560 nm. La zone spectrale couverte par le faisceau sonde n’est pas assez étendue pour analyser

en détail la nature des états intermédiaires accumulés.

Nous allons, dans les paragraphes qui suivent, analyser successivement les deux parties,

“électronique” et “vibrationnelle”, avec pour but d’obtenir des informations sur les premiers

processus photoinduits de la bactériorhodopsine et sur leur rôle fonctionnel.
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Chap. 4 : Emission infrarouge et transfert de charges dans la bactériorhodopsine

4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la

bactériorhodopsine

4.2.1 Caractérisation de l’émission

4.2.1.1 Vérification de la non linéarité du second ordre du signal

Le but de cette partie est de vérifier que l’émission infrarouge est bien attribuable à un

phénomène non linéaire du deuxième ordre. Plusieurs expériences de vérification ont été ef-

fectuées. Nous avons (1) comparé échantillons orientés et non orientés, (2) mesuré l’amplitude

du signal en faisant varier l’intensité visible excitatrice, et (3) en faisant varier l’orientation

de l’échantillon par rapport à l’axe perpendiculaire aux faisceaux. Finalement nous avons (4)

mesuré la polarisation et l’amplitude du signal émis en choisissant une polarisation s ou p pour

le faisceau excitateur.

4.2.1.1.a. Importance de la non-centrosymétrie du milieu

Pour obtenir des phénomènes non linéaires du deuxième ordre, il est indispensable d’avoir

des échantillons non centrosymétriques, ce qui revient dans notre cas à orienter les échantillons

(paragraphe 3.2.1). Nous avons vérifié qu’il n’y avait pas d’émission infrarouge dans le cas

d’échantillons non orientés (figure 4.3).
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Fig. 4.3 : En trait plein, interférogramme entre signal émis par un échantillon orienté de bRneutre et signal émis

par GaAs. En pointillés, même interférogramme mais avec un échantillon non orienté de bRneutre. L’absence de

signal dans le cas d’un échantillon non orienté est un argument fort en faveur d’un phénomène non linéaire du

deuxième ordre.
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4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la bactériorhodopsine

4.2.1.1.b. Dépendance en intensité

Pour cette mesure nous plaçons successivement plusieurs densités optiques sur le trajet

du faisceau visible excitateur de la bactériorhodopsine. Notre méthode de détection étant di-

rectement sensible au champ émis par la bactériorhodopsine, l’amplitude de l’interférogramme

des émissions bR/GaAs (figure 4.1 ou 4.3) donne directement l’amplitude relative du champ

infrarouge émis par bR, dans la mesure où la largeur des spectres infrarouges reste constante.

La figure 4.4 montre que le signal infrarouge émis par la bactériorhodopsine (champ infrarouge)

varie linéairement avec l’intensité excitatrice (ou encore avec le nombre de photons reçus), c’est

à dire avec le carré du champ électrique visible, comme attendu dans un processus non linéaire

du deuxième ordre.
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Fig. 4.4 : Dépendance en intensité du signal infrarouge émis, pour un échantillon de bRneutre entrâıné en

rotation à 6 Hz.

La même expérience sur un échantillon de bRneutre immobile montre une dépendance non

linéaire du champ émis avec l’intensité excitatrice à forte intensité excitatrice. Cet effet peut

s’expliquer par le changement de la distribution des états dans le photocycle avec le faisceau

excitateur (figure 4.2).

4.2.1.1.c. Etude de la polarisation des faisceaux excitateurs et infrarouge

Théorie. Nous varions la polarisation de l’onde excitatrice incidente. Les définitions des

polarisations s ou p sont représentées figure 4.5. Le repère (p,s,k) est lié aux ondes incidentes

et émises, le repère (x,y,z) à l’échantillon.
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Fig. 4.5 : Polarisation s ou p du champ incident excitateur Eω et du champ infrarouge émis EIR. Le repère

(p,s,k) est lié aux ondes incidentes et émises, le repère (x,y,z) est lié à la surface. On note α l’angle entre l’axe

~k (vecteur d’onde) et la normale à l’échantillon.

Le champ infrarouge émis par la bactériorhodopsine s’écrit en fonction des projections des

polarisations P
(2)
x , P

(2)
y , P

(2)
z respectivement sur les axes

→
ux,

→
uy,

→
uz :

Es,IR ∝ P (2)
x (4.1)

Ep,IR ∝ P (2)
y cosα + P (2)

z sinα (4.2)

(E j,IR et E k,IR sont les composantes du champ émis suivant les axes
→
j et

→
k respectivement).

 Fig. 4.6 : Echantillons orientés de membrane pourpre. Les dipoles sont orientés suvant l’axe
→
uβ dans un cône

de demi-angle au sommet ζ ≈ 71◦ par rapport à l’axe
→
uz [18].

Nous rappelons figure 4.6 la disposition des rétinals dans les films orientés de bactério-

rhodopsine. L’échantillon est fortement absorbant à 560 nm et tous les photons sont donc

absorbés par le film et contribuent à l’émission infrarouge. Cette condition de résonance est

très importante car elle va permettre des simplifications qui ne seraient pas valables hors

résonance [41].

Compte tenu de l’orientation des rétinals (aléatoire dans le plan perpendiculaire à
→
uz, figure

4.6), les projections de la polarisation suivant les axes
→
ux et

→
uy seront nulles donc d’après
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4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la bactériorhodopsine

l’équation 4.1 :

Es,IR = 0

Par invariance rotationnelle, l’amplitude E1
p,IR du champ émis pour une onde incidente po-

larisée p sera identique à l’amplitude E2
p,IR du champ émis pour une polarisation s, au facteur

de transmission des faisceaux visibles près. Le rapport entre ces deux amplitudes vaut donc,

en fonction de tp,IR et ts,IR, facteurs de transmission air/bactériorhodopsine du champ visible,

supposés égaux aux facteurs de transmission de Fresnel à 45◦, définis dans l’annexe A :

E1
p,IR

E2
p,IR

=
tp,IR

ts,IR

≈ 1, 1 (4.3)

Expérience. La polarisation du faisceau d’excitation de la bactériorhodopsine pouvait être

ajustée à l’aide d’une lame λ/2. La polarisation émise par le GaAs pouvait être variée à l’aide

d’une deuxième λ/2 et par la rotation du cristal. Un polariseur infrarouge était placé avant le

détecteur afin de s’assurer de la polarisation détectée. Ainsi l’effet de la polarisation du faisceau

incident sur la bactériorhodopsine et la polarisation du champ émis peuvent être suivis. Les

résultats obtenus sont représentés figure 4.7.

  

Fig. 4.7 : Etude de l’amplitude du signal infrarouge émis pour chaque polarisation p ou s (faisceau IR émis)

en fonction de la polarisation du faisceau excitateur (pompe visible).
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Chap. 4 : Emission infrarouge et transfert de charges dans la bactériorhodopsine

Le faisceau infrarouge émis par la bactériorhodopsine est polarisé p, quelle que soit la po-

larisation du faisceau incident. D’après l’équation 4.2, l’intensité du champ infrarouge émis est

bien la même que le faisceau incident soit polarisé s ou p car nous travaillons en résonance. Hors

résonance, ce comportement est différent et l’émission non linéaire du deuxième ordre dépend

fortement de la polarisation du faisceau incident, comme montré par Lewis et coll. dans le cas

de la génération de seconde harmonique d’échantillons excités à 1064 nm [41].

4.2.1.1.d. Influence de l’orientation de l’échantillon
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Fig. 4.8 : Orientation du film de bactériorhodopsine déposé sur plaque de germanium. L’angle α est l’angle

entre l’axe des faisceaux et la normale à l’échantillon.

Nous faisons varier l’angle α entre l’axe des faisceaux et la normale au film (figure 4.8). La

forme du signal interférométrique est indépendante de l’angle d’inclinaison. Ceci est en accord

avec le fait que l’échantillon est orienté sur un seul axe.

L’intensité est mesurée en fonction de l’angle d’orientation. La figure 4.9 montre que l’inten-

sité varie, nulle pour α=0◦ (et α=90◦, techniquement immesurable), elle passe par un maximum

situé autour de 45◦.
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Fig. 4.9 : Variation de l’intensité du signal émis en fonction de l’angle d’inclinaison de l’échantillon, corres-

pondant à l’angle α entre l’axe des faisceaux et la normale au film (figure 4.8).

102



4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la bactériorhodopsine

Montrons que cette dépendance angulaire concorde avec un phénomène non linéaire du

deuxième ordre. Les notations utilisées sont décrites figure 4.10.
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Fig. 4.10 : Faisceau visible incident sur l’échantillon de bactériorhodopsine déposé sur du germanium. nb est

l’indice de réfraction de la bactériorhodopsine et ng celui du germanium. Les angles entre les faisceaux (faisceau

visible incident et faisceau infrarouge dans l’échantillon) et la normale à l’échantillon sont définis dans la figure.

L’indice de groupe de la bactériorhodopsine dans l’infrarouge vaut 1,7 [107], et l’indice de phase

dans le visible 1,44 [108]. Les angles α et α’ sont donc différents.

On utilise le repère (
→
x,
→
y ,
→
z ) lié à l’échantillon défini sur la figure 4.10. On note

→
ux,

→
uy,

→
uz les

axes unitaires associés. Le repère du laboratoire est défini sur la figure par R’=(
→
x′,

→
y′,

→
z′), d’axes

unitaires
→
u ′x,

→
u ′y,

→
u ′z

Plaçons-nous dans notre cas, où l’onde excitatrice est polarisée p. Le champ incident se propa-

geant suivant l’axe -
→
z′ a les composantes :

Ex′ = 0 (4.4)

Ey′ = Eo (4.5)

Ez′ = 0 (4.6)

où Eo est l’amplitude du champ visible incident.

tvis
p,ab et tvis

s,ab sont les coefficients de transmission de Fresnel en amplitude du faisceau visible

à l’interface air/bactériorhodopsine pour les polarisations p et s respectivement. tGaAs
p,bg est le

coefficient de transmission de Fresnel du faisceau infrarouge émis par le GaAs à l’interface

bactériorhodopsine/germanium et tGaAs
p,ga le coefficient de transmission de Fresnel du faisceau

infrarouge émis par le GaAs à l’interface germanium/air, également pour la polarisations p

[72]. De même on utilise les notations t bR
p,bg et t bR

p,ga pour le faisceau infrarouge émis par la

bactériorhodopsine.
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Chap. 4 : Emission infrarouge et transfert de charges dans la bactériorhodopsine

Après réfraction à l’interface air/échantillon, le champ visible vaut :

Ex = Ex′t
vis
s,ab = 0 (4.7)

Ey = Ey′t
vis
p,abcosβ = Eot

vis
p,ab

√
1− sin2α

n2
b

(4.8)

Ez = Ey′t
vis
p,absinβ = Eot

vis
p,ab

sinα

nb

(4.9)

La polarisation non linéaire induite dans la bactériorhodopsine s’écrit :

P (2)
x = 0

P (2)
y = 0

P (2)
z ∝ E2

o(t
vis
p,ab)

2 (4.10)

Après réfraction aux interfaces bactériorhodopsine/germanium et germanium/air, le champ

infrarouge émis vaut :

EIR
x′′ = AtbRs,bgt

bR
s,gaP

(2)
x = 0

EIR
y′′ = BtbRp,bgt

bR
p,ga(P

(2)
y cosα′ + P (2)

z sinα′) = BtbRp,bgt
bR
p,gaP

(2)
z sinα′ (4.11)

EIR
z′′ = 0

A et B sont des constantes.

Nous mesurons ce champ infrarouge en le faisant interférer avec le champ infrarouge émis

par le GaAs, polarisé p. La puissance infrarouge mesurée est donc :

SIR ∝ tGaAs
p,ab tGaAs

p,bg tGaAs
p,ga EIR

y′′ (4.12)

Théorie et expérience sont en bon accord (figure 4.11) : le signal passe par un maximum

légèrement supérieur à 45◦. Le faisceau émis a une intensité nulle en cas d’incidence dans

la direction de l’axe de symétrie du système, donc il faut incliner l’échantillon pour obtenir un

signal. Dans toute la suite, nous l’inclinons à 45◦, proche du maximum du signal émis.
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Fig. 4.11 : Champ infrarouge émis par la bactériorhodopsine en fonction de l’angle α entre l’axe perpendi-

culaire à l’axe de propagation des faisceaux et la normale au film. Le faisceau incident est polarisé p. Résultats

théoriques (trait plein) et points expérimentaux.

En conclusion, ces quatre vérifications successives montrent qu’il s’agit d’un signal non

linéaire du deuxième ordre ; ainsi la polarisation créée dans la bactériorhodopsine provient du

phénomène de redressement optique. Nous allons la modéliser en prenant le cas simple d’un

système à deux niveaux.

4.2.2 Modèle du redressement optique dans la bactériorhodopsine :

théorie et simulations

4.2.2.1 Approche semi-classique des interactions laser/matière

Afin de pouvoir décrire l’interaction laser/matière au niveau quantique, nous devons dans

un premier temps introduire un degré de description quantique de la matière. Cette description

va permettre d’étudier la réponse d’un système à une excitation lumineuse, lorsque certains

temps caractéristiques du milieu sont plus grands que les temps caractéristiques de l’excitation

(durée de l’état excité, temps de déphasage).

Nous allons brièvement rappeler les différentes étapes permettant d’aboutir à l’équation

d’évolution de la matrice densité [70]. Pour cela nous nous plaçons dans un modèle de Bloch,

qui repose sur plusieurs hypothèses :

- Le champ excitateur est représenté classiquement (2.2.1).

- L’interaction est décrite dans l’approximation dipolaire électrique, qui consiste à supposer le

champ uniforme sur toute la molécule, soit des dimensions source bien inférieures à la longueur

d’onde émise. L’effet du champ magnétique de l’impulsion laser est négligé.

- L’échantillon est placé au col du faisceau (waist) de rayon ω et la distance de Rayleigh πω2/λ
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est très supérieure à l’épaisseur e de l’échantillon.

- Les fréquences de transition ne varient pas au cours du temps.

- Les différents processus de relaxation (émission spontanée, interaction élastique ou inélastique

avec l’environnement) sont décrits phénoménologiquement par des taux fixes.

4.2.2.1.a. Hamiltonien du système en interaction avec le champ

On considère un système constitué d’un niveau fondamental |g〉 et de k niveaux excités |ei〉
(i∈{1, ...k}) Les états |m〉 et |n〉 ((m,n)∈{g, e1, ..., ek}) désignent les états propres d’énergies Em

et En associées :

Ho |n〉 = En |n〉 (4.13)

décrivant une molécule en interaction avec la matrice. Les deux états sont reliés par une tran-

sition dipolaire electrique de fréquence ωmn telle que :

En − Em = h̄ωmn. (4.14)

Le couplage du champ électrique
→
E au dipôle de transition est décrit par un hamiltonien d’in-

teraction

H1 = −e →r .
→
E (4.15)

où
→
r est le vecteur position local et -e la charge de l’électron. Seule la valeur moyenne de

→
r est

accessible, et on définit la matrice hermitienne
→
µ des moments dipolaires

→
µ= −e <→

r> . (4.16)

L’hamiltonien d’interaction s’écrit finalement :

H1 = −
→
µ .

→
E (4.17)

et l’hamiltonien décrivant l’évolution du système sera :

H = Ho +H1. (4.18)
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4.2.2.1.b. Fonction d’onde et matrice densité

On décrit le système quantique par sa fonction d’onde ou vecteur d’état ψ(r,t) et le produit

scalaire associé dans l’espace de Hilbert complexe :

〈φ |ψ〉 =

∫
φ∗ψd3r. (4.19)

En l’absence d’excitation, le système est dans l’état fondamental |g〉 soit

|ψ(0)〉 = |g〉 . (4.20)

L’excitation optique prépare le système dans un état de superposition cohérente |ψ(0)〉=
∑
n

cn|n〉,

cn complexe. La probabilité de trouver le système dans l’état |n〉 s’écrit :

ρnn = 〈n| ρ| n〉 , (4.21)

ρnn étant la population de l’état |n〉 et ρ l’opérateur densité. Cet opérateur s’écrit sous forme

de matrice (par abus de langage nous emploierons indifféremment les termes matrice densité

ou opérateur densité) dans la base des états propres de Ho.

Les termes non- diagonaux

ρnm = 〈n| ρ| m〉 avec n 6= m, (4.22)

sont appelés cohérences car ils tiennent compte de la phase relative des composantes corres-

pondant aux états |n〉 et |m〉.

4.2.2.1.c. Evolution de la matrice densité

L’équation d’évolution de l’opérateur densité d’un système isolé est :

dρ

dt
=

1

ih̄
[H, ρ] +

∂ρ

∂t

∣∣∣∣
relaxation

avec H = Ho +H1 (voir 4.18). (4.23)

On note ρ
(0)
mn l’opérateur densité avant l’arrivée de l’impulsion laser. Le terme ∂ρ

∂t

∣∣
relaxation
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contient les phénomènes de relaxation de la population de l’état excité |n〉 (de durée de vie

Tnn) vers l’état fondamental :

∂ρnn

∂t

∣∣∣∣
relaxation

= −ρnn − ρ
(0)
nn

Tnn

, (4.24)

et la perte de cohérence entre les états |m〉 et |n〉 sur un temps de déphasage Tmn (m 6= n) :

∂ρmn

∂t

∣∣∣∣
relaxation

= −ρmn − ρ
(0)
mn

Tmn

. (4.25)

Quant aux autres termes :

1. 〈m| dρ
dt
|n〉 =

dρmn

dt
(4.26)

2. 〈m| [Ho , ρ̂] |n〉 = 〈m| h̄ωmρ̂− h̄ωnρ̂ |n〉 = h̄ωmnρmn (4.27)

3. 〈m| [H1 , ρ̂] |n〉 = 〈m|H1ρ |n〉 〈m| ρH1 |n〉
=

∑
l

〈m| H1| l〉 〈l| ρ| m〉 − 〈m| ρ| l〉 〈l| Ĥ1

∣∣∣ m〉
= −E(t)

∑
l

(µmlρln − ρnlµln). (4.28)

Donc l’équation d’évolution des termes de la matrice densité s’écrit :

(
d

dt
+

1

Tmn

+ iωmn)(ρmn − ρ(0)
mn) = − 1

ih̄
E(t)

∑
l

(µmlρln − ρnlµln). (4.29)

En négligeant l’énergie d’agitation thermique à température ambiante par rapport à l’énergie

de transition, nous pouvons considérer que toute la population est initialement dans l’état fon-

damental : ρ
(0)
gg =1 est le seul terme non nul de la matrice densité.

Nous définissons la fonction de Green Gmn telle que :

(
d

dt
+

1

Tmn

+ iωmn)Gmn(t) = −δ(t)
ih̄

, avec δ(t) la fonction de Dirac

soit Gmn(t) =
i

h̄
H(t)e(−iωnmt− t

Tmn
), avec H(t) la fonction de Heavyside. (4.30)
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La transformée de Fourier F de l’équation 4.29 s’écrit :

(ω + iωmn +
i

Tmn

)ρmn(ω) = −F(− 1

ih̄
E(t)

∑
l

(µmlρln(t)− ρnl(t)µln)

ce qui donne en introduisant Gmn(ω)=F(Gmn(t))

ρmn(ω) = Gmn(ω)F(E(t)
∑

l

(µmlρln(t)− ρnl(t)µln)

et par transformée de Fourier inverse :

ρmn(t) = Gmn(t)⊗ (E(t)
∑

l

(µmlρln(t)− ρnl(t)µln). (4.31)

4.2.2.1.d. Développement perturbatif

L’opérateur densité s’écrit comme un produit de convolution de la fonction de Green et

d’un terme dépendant du champ électrique. Nous développons l’opérateur densité jusqu’au

deuxième ordre :

ρ = ρ(0) + ρ(1) + ρ(2). (4.32)

En reportant dans l’équation 4.31, en respectant les puissances du champ électrique dans le

développement perturbatif :

ρi+1
mn = Gmn(t)⊗ (E(t)

∑
l

(µmlρ
(i)
ln (t)− ρ

(i)
nl (t)µln) avec i = 0, 1. (4.33)

Remarque : nous nous intéressons uniquement aux phénomènes non linéaires du deuxième ordre,

mais cette expression reste valable pour les ordres supérieurs.

4.2.2.2 Calcul de la polarisation induite

La polarisation induite p par un dipôle quantique est donnée par [109] :

p(t) = 〈µ〉 = Tr(µρ). (4.34)
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On considère une densité volumique N de molécules indépendantes entre elles. La polarisation

par unité de volume s’exprime donc de la façon suivante :

P (t) = Np(t) = NTr(µρ(t)). (4.35)

Dans le régime perturbatif, on développe la polarisation en série jusqu’à l’ordre 2 qui nous

intéresse :

P (t) = NTr(µρ(t)) avec ρ(t) = ρ(0) + ρ(1)(t) + ρ(2)(t)

soit P (t) = P (1)(t) + P (2)(t) avec P (n) = NTr(µρ(n)). (4.36)

Plaçons nous dans le cas simple d’un modèle à deux niveaux : le fondamental noté |g〉 et

l’état excité noté |e〉. Nous allons nous concentrer sur le calcul détaillé de P (1) et P (2) grâce à

l’équation 4.31.

4.2.2.2.a. Calcul de P (1)

P (1) = NTr(µρ(1)(t)) = N
∑
m,n

µmnρ
(1)
nm(t)

avec ρ(1)
mn(t) = Gmn(t)⊗ [ E(t)

∑
l

(µmlρ
(0)
ln (t)− ρ

(0)
nl (t)µln) ] . (4.37)

Calculons successivement les différents éléments, en supposant le système initialement dans

l’état fondamental.

ρ(0)
gg = 1 (4.38)

ρ(0)
ee = 0 (4.39)

ρ(1)
nm(t) = ρ(1)

eg (t) = µegGeg(t)⊗ E(t) ou ρ(1)
ge (t) = −µgeGge(t)⊗ E(t) = (ρ(1)

ge (t))∗ (4.40)

On en déduit :

P (1) = N(µegρ
(1)
ge (t) + µgeρ

(1)
eg (t)) = N(−µegµgeGeg(t) + µegµgeGge(t))⊗ E(t)

donc P (1)(t) = N | µeg |2 (Geg(t) +Gge(t))⊗ E(t). (4.41)
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En notation complexe et en introduisant la susceptibilité non linéaire χ(1)(ω) dont la partie

imaginaire est le coefficient d’absorption :

P (1)(ω) = N | µeg |2 (Geg(ω) +Gge(ω))E(ω)

soit P (1)(ω) = N | µeg |2 (Geg(ω) +Gge(ω))E(ω) = εoχ
(1)(ω)E(ω) (4.42)

où les différentes fonctions de Green s’écrivent :

Gee(t) =
i

h̄
H(t)e

−( t
T1

)
(4.43)

Geg(t) =
i

h̄
H(t)e

(−iωegt− t
T2

)
(4.44)

Gge(t) =
i

h̄
H(t)e

(iωegt− t
T2

)
(4.45)

(4.46)

Dans un modèle à deux niveaux, deux taux de relaxation apparaissent :

- Γeg=
1
T2

où T2 est le temps de déphasage entre les deux niveaux,

- Γee=
1
T1

où T1 est le temps de relaxation de la population dans l’état excité.

Après excitation en |e〉, le système revient dans le fondamental |g〉 avec un taux de relaxation

T1. Cependant, même à valeurs constantes des populations en |e〉 et |g〉, les cohérences peuvent

être détruites par interaction avec l’environnement soit T1≥T2

2
. Dans le cas où la seule cause

de relaxation est le déclin de l’état excité, nous avons T1=
T2

2
.

4.2.2.2.b. Calcul de P (2)

P (2)(t) = NTr(µρ(2)(t)) = N
∑
m,n

µmnρ
(2)
nm(t)

avec ρ(2)
mn(t) = Gmn(t)⊗ [ E(t)

∑
l

(µmlρ
(1)
ln (t)− ρ

(1)
nl (t)µln) ] . (4.47)

D’après les valeurs obtenues à l’ordre 1 pour le calcul de P(1)(t), ρmn
(2)(t) peut être calculé :

ρ(2)
mn(t) = ρ(2)

ee (t) = Gee(t)⊗ [ E(t)(µegρ
(1)
ge (t)− ρ(1)

eg (t)µge) ]

= − | µeg |2Gee(t)⊗ [ E(t)(Gge(t) +Geg(t))⊗ E(t)) ] . (4.48)

On reconnâıt dans cette expression la polarisation du premier ordre :
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ρ(2)
ee (t) =

1

N
Gee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)). (4.49)

Comme Tr(ρ)=1, on a directement Tr(ρ(2))=0 soit ρ
(2)
gg =-ρ

(2)
ee La polarisation du deuxième ordre

vaut donc :

P (2)(t) = N(µeeρ
(2)
ee (t) + µggρ

(2)
gg (t))

soit P (2)(t) = N∆µρ(2)
ee (t) (4.50)

et P (2)(t) = ∆µGee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)) (4.51)

en notant ∆µ=µee-µgg.

P (2)(t) = ∆µGee(t)⊗ (E(t).P (1)(t)). (4.52)

La polarisation sera donc dépendante du recouvrement spectral entre le spectre d’absorption

et du champ excitateur.

Cette expression de la polarisation contient à la fois les termes correspondant à la génération

de seconde harmonique, et ceux correspondant au redressement optique. Afin de les séparer,

utilisons le champ complexe E(t) (défini paragraphe 2.2.1) tel que E(t)=1
2
(E(t)+E∗(t)). La

polarisation du deuxième ordre peut alors s’écrire comme la somme de huit termes. En ne

conservant que ceux correspondant au redressement optique, on obtient une première simplifi-

cation :

P (2)(t) = −N∆µ
| µeg |2

4
Gee(t)⊗ [E(t) (Gge(t)⊗ E∗(t)) + E(t)(Geg(t)⊗ E∗(t))

+E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) + E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) ] . (4.53)

Parmi ces produits de convolutions, les seuls significatifs sont ceux ayant un recouvrement spec-

tral, c’est à dire les termes de fréquence proche de la fréquence optique excitatrice. Cela revient

à appliquer l’approximation des ondes tournantes : nous conservons les termes proches de la

résonance.

Uniquement deux termes subsistent :

P (2)(t) = −N∆µ
| µeg |2

4
Gee(t)⊗ [E(t) (Gge(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Geg(t)⊗ E(t)) ]

= −N∆µ
| µeg |2

4
Gee(t)⊗ [E∗(t) (Geg(t)⊗ E(t))− E(t)(G∗

eg(t)⊗ E∗(t)) ]

= −iN∆µ
| µeg |2

2
Gee(t)⊗ Im [E∗(t′) (Geg(t

′)⊗ E(t′)) ] (4.54)
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correspondant à une population dans l’état excité

ρ(2)
ee (t) = −i | µeg |2

2
Gee(t)⊗ Im [E∗(t′) (Geg(t

′)⊗ E(t′)) ] . (4.55)

Maintenant que l’expression générale est établie, nous allons voir dans la partie suivante l’in-

fluence des différents paramètres, en particulier la valeur de la fréquence excitatrice et la durée

de vie de l’état excité.

4.2.2.3 Simulation de la polarisation pour différents paramètres

Les calculs de polarisation sont effectués en utilisant le programme expliqué au paragraphe

4.3.2.3 et développé par G. Groma, qui utilise le formalisme dans lequel la polarisation est ex-

primée dans l’espace de Liouville [110]. Après introduction des temps de relaxation équivalents

à T1 et T2, ce formalisme donne des résultats équivalents à ceux du traitement ci-dessus basé

sur les équations de Bloch [111]. Nous choisissons un matériau absorbant à 564 nm (soit une

fréquence ωeg = 532 THz), correspondant à la longueur d’onde d’absorption des échantillons

secs de bRneutre. Toujours pour cet échantillon, les valeurs de T1, durée de vie du niveau excité,

sont comprises entre 200 fs et 500 fs (chapitre 3).

4.2.2.3.a. Influence de la résonance

On se place dans un premier temps hors résonance, par exemple l’impulsion excitatrice

est centrée dans le proche infrarouge, avec une fréquence ωo=375 THz (figure 4.12).
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Fig. 4.12 : Polarisation P(t) normalisée générée par différence de fréquence pour une excitation E(t) gaussienne

de durée 11 fs, non résonante. Les paramètres choisis sont les suivants : T1=450 fs, T2=900 fs (aucun déphasage

pur), ωeg=532 THz, ωo=375 THz.
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En reprenant l’équation 4.54, dès que le champ visible est éteint, P(2) est nulle. On re-

trouve le résultat obtenu dans le cas classique décrit chapitre 2 pour χ(2) indépendant de la

fréquence : P(2)(t) suit l’enveloppe de l’impulsion excitatrice. Dans ce modèle simplifié, la lar-

geur de résonance est reliée à T2 : diminuer sa valeur revient à élargir le spectre d’absorption

des échantillons, ce qui se traduit par une sensibilité moins grande au déplacement loin de la

fréquence de résonance.

En se plaçant proche de la résonance, les phénomènes ne sont plus instantanés. Nous nous

plaçons en résonance (figure 4.13),ce qui correspond à nos conditions expérimentales lorsqu’on

étudie bRneutre ou bRpourpre. Nous étudions successivement l’influence du temps de vie de l’état

excité T1 (figure 4.14), et d’une variation progressive de la fréquence excitatrice, tout en restant

proche de la résonance (figure 4.15). Nous ne varions pour l’instant pas le terme de déphasage

et imposons T2 = 2T1.
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Fig. 4.13 : Polarisation P(t) générée par différence de fréquence pour une excitation E(t) gaussienne de durée

11 fs, résonante. Les paramètres sont les suivants : T1=450 fs, T2=900 fs (aucun déphasage pur), ωeg=532 THz,

ωo=536 THz

Dans le cas d’une excitation en résonance, le second terme du produit de convolution de

l’équation 4.54 [E(t)(Gge(t)⊗ E∗(t))+E∗(t)(Geg(t)⊗E(t)) ] oscille aux environs de la fréquence

optique. Sa durée est très brève du fait de l’utilisation d’impulsions ultrabrèves. La polarisation

va donc avoir une évolution temporelle et fréquentielle proche de la fonction Gee(t), qui décrôıt

comme la population de l’état excité. Ce résultat se rapproche de celui obtenu en mécanique

classique : à la résonance, l’état excité est pompé par l’impulsion lumineuse et décrôıt avec le

temps de vie de l’état excité. Ainsi en première approximation, le nombre de molécules dans
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l’état excité est proportionnel à la convolution de l’enveloppe de l’intensité du faisceau incident

et de la relaxation : la polarisation créée va évoluer comme la population de l’état excité, Elle

augmente avec l’intensité absorbée par l’échantillon, et décrôıt avec la durée de vie T1 de l’état

excité. L’équation 4.54 montre que la polarisation créée est proportionnelle à ∆µ. Le rétinal

excité subit un important changement dipolaire. Ce changement dipolaire se manifeste comme

un phénomène de polarisation, caractérisable macroscopiquement dans le cas des échantillons

orientés.

Pour vérifier la dépendance de la partie décroissante avec la durée de vie de l’état ex-

cité, on varie T1 (figure 4.14) : comme prévu, le temps de décroissance de la polarisation varie

avec T1.
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Fig. 4.14 : Polarisations P(t) générées par différence de fréquence pour une excitation E(t), pour des temps de

cohérence T1 valant 200, 300 et 500 fs. La flèche indique les temps T1 décroissants. On a à chaque fois T2=2T1.

Nous étudions également l’évolution de la polarisation en s’éloignant progressivement de la

résonance (figure 4.15). En résonance, une population réelle est créée dans l’état excité (équation

4.52), et la polarisation qui s’établit dans le milieu dure même après l’arrêt de l’impulsion excita-

trice. En s’éloignant progressivement de la résonance, le nombre de molécules réellement dans

l’état excité diminue progressivement. On trouve un mélange entre cas résonant et cas non

résonant : plus on s’éloigne de la résonance, plus la polarisation suit l’enveloppe de l’impulsion

excitatrice.
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Fig. 4.15 : Polarisation P(t) générée par différence de fréquences pour une excitation E(t) gaussienne de durée

11 fs, de fréquences angulaires centrées en 460, 475 et 494 THz. Les données sont normalisées. Les paramètres

sont : T1=450 fs, T2=900 fs, ωeg=532 THz.

4.2.2.3.b. Influence de la cohérence

Pour traiter ce problème formellement, nous supposons que la durée de vie de l’impul-

sion visible est très inférieure au temps de relaxation T1 de la population dans l’état excité.

Cette supposition est proche de nos conditions expérimentales.

Dans ce cas Gee(t) (équation 4.43) s’écrit :

Gee(t) =
i

h̄
H(t). (4.56)

L’équation 4.54 se simplifie :

ρ(2)
ee (t) =

| µeg |2

2h̄
Im

∫ t

−∞
E∗(t′)(Geg(t

′)⊗ E(t′))dt′ (4.57)

et P (2)(t) = N∆µ
| µeg |2

2h̄
Im

∫ t

−∞
E∗(t′)(Geg(t

′)⊗ E(t′))dt′. (4.58)

La contribution des termes de cohérence est complètement négligeable en résonance (figure 4.16)

tant que l’on reste dans un régime cohérent ou partiellement cohérent (la largeur spectrale de

l’impulsion excitatrice ∆ω est respectivement supérieure ou du même ordre de grandeur que

le taux de déphasage 1
T2

), et seule l’amplitude de la polarisation générée varie : l’augmentation

du temps de déphasage conduit à un rétrécissement du spectre de la bactériorhodopsine, ce qui

conduit à un meilleur recouvrement entre spectre excitateur et spectre d’absorption.
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Fig. 4.16 : A. Polarisation P(t) générée par différence de fréquences pour une excitation E(t), pour des

valeurs T2 variables (1000 fs, 500 fs, 20 fs), la flèche indiquant des valeurs de T2 décroissantes. La valeur de 20

fs correspond à une limite inférieure pour l’échantillon de bRneutre [49, 112] B. Données normalisées.

En revanche, lorsqu’on se place dans un régime incohérent (∆ω << 1
T2

), la forme de la

polarisation est modifiée (figure 4.17). Cela revient à supposer que le spectre du champ incident

n’est pas modifié par le spectre d’absorption de l’échantillon. L’équation 4.57 devient, en notant

η la probabilité d’excitation d’une molécule donnée :

ρ(2)
ee (t) = η

∫ t

−∞
| E(t′) |2 dt′ (4.59)

et P (2)(t) = ηN∆µ

∫ t

−∞
| E(t′) |2 dt′. (4.60)
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Fig. 4.17 : Variation de la polarisation en fonction de la valeur de T2 (égale à 100 fs, 5 fs et 1 fs). La flèche

indique des valeurs de T2 décroissantes. La valeur de T1 est constante, prise égale à 1 ps. L’impulsion incidente

est supposée gaussienne, de durée 11 fs.
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4.2.3 Mesure du changement dipolaire suite à une excitation lumi-

neuse

Dans cette partie nous allons déterminer le changement dipolaire ∆µ entre état fondamental

et premier état excité associé à l’excitation lumineuse de cette transition.

Pour cela nous comparons l’interférogramme provenant de l’interférence entre émission in-

frarouge de l’AgGaS2 et de bRneutre auquel on a enlevé la contribution des modes vibrationnels

par la méthode de l’analyse cinétique présentée plus loin (Modèle d’analyse cinétique, para-

graphe 4.3.2.3) et celui provenant de l’interférence entre deux faisceaux infrarouge émis par des

cristaux d’AgGaS2. Dans le cas de l’interférogramme AgGaS2 |AgGaS2, on place le deuxième

échantillon d’AgGaS2 à la même position que la bactériorhodopsine, tandis que l’échantillon

de bactériorhodopsine déposé sur plaque de germanium est placé devant le détecteur MCT

(voir figure du dispositif expérimental partie 2.4.2) afin de compenser les facteurs de trans-

missions des faisceaux infrarouges entre les deux interférogrammes. De même dans le cas de

l’interférogramme bRneutre |AgGaS2, on place un cristal d’AgGaS2 devant le détecteur MCT.

Les deux cristaux d’AgGaS2 utilisés sont de type II.

Les spectres de ces interférogrammes sont identiques (figure 4.18) mais l’amplitude des si-

gnaux générés est différente (1,4 fois plus importante dans le cas de l’interférogramme

AgGaS2 |bRneutre à intensité excitatrice équivalente). La similitude de ces spectres va permettre

de remonter à la valeur de ∆µ en comparant les amplitudes respectives des interférogrammes,

ce qui était impossible en utilisant du GaAs.
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Fig. 4.18 : Trait épais : spectre de l’interférogramme AgGaS2 |AgGaS2 filtré par le spectre d’absorption de la

bactériorhodopsine. Trait fin : spectre de l’interférogramme AgGaS2 |bRneutre, filtré par un cristal d’AgGaS2.

On se place dans l’approximation paraxiale, on note EAgGaS2 = AAgGaS2e
ikz le champ infra-
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4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la bactériorhodopsine

rouge généré par l’AgGaS2 et E bR = AbReikz celui généré par la bactériorhodopsine. Dans les

deux cas les distances de propagation sont très faibles (<<2π
k

) et on peut écrire AbR≈EAgGaS2 .

E est le champ visible excitateur.

Nous allons calculer les champs générés par le cristal d’AgGaS2 et par bRneutre.

- Calculons dans un premier temps le champ généré par un cristal d’AgGaS2. D’après

l’équation 2.39 du chapitre 2, le champ généré en sortie du cristal d’AgGaS2 s’écrit, en no-

tant nv,AgGaS2 et nIR,AgGaS2 les indices de réfraction dans l’infrarouge et le visible de l’AgGaS2,

Leff la longueur caractéristique sur laquelle a lieu la génération d’infrarouge, T la durée de

l’impulsion visible :

EIR(t) =
(1 + nv)Leff (ω)χ(2) | E ( t)|2

2cT (nv + nIR)(1 + nIR)
. (4.61)

Pour une épaisseur d’échantillon très faible, correspondant au cas d’un matériau infiniment

mince, le champ infrarouge émis par redressement optique s’exprime d’après l’équation 2.37 :

EIR(z, t) = − L

2nIRεoc

∂P

∂t
(z, t)

= −χ(2) L

4nIRεoc

∂ | E |2

∂t
(z, t). (4.62)

En utilisant le programme développé dans le paragraphe 2.3.2.2 dans le domaine fréquentiel, on

calcule numériquement Leff (ω) en comparant les amplitudes des champs générés en fonction

de la longueur L. Elle vaut 12 µm pour une longueur d’onde émise de 10 µm.

- Concernant le champ infrarouge émis par la bactériorhodopsine, l’équation 2.41 permet de

directement obtenir l’expression du champ infrarouge

∂EbR(z, ω)

∂z
=

iµoc

2nIR,bR

ωP (2)(ω). (4.63)

L’échantillon est très mince, le champ infrarouge généré s’écrit alors

EbR(ω) =
iµoc

2nIR,bR

ωP (2)(ω)lo (4.64)

lo représente la longueur effective sur laquelle la génération d’infrarouge a lieu et nIR,bR est

l’indice de la bactériorhodopsine dans l’infrarouge.

En repassant dans le domaine temporel :

EbR(z, t) =
µoc

2nIR,bR

∂P (2)(z, t)

∂t
lo. (4.65)

(4.66)
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Nous utilisons l’expression de la polarisation induite dans l’échantillon déterminée équation

4.60 ; nous faisons donc plusieurs hypothèses :

- La durée de vie de l’impulsion visible est très inférieure au temps de relaxation T1 de la

population dans l’état excité (≈ 450 fs, chapitre 3) ce qui est bien vérifié dans notre cas.

- On se place dans un régime incohérent, ce qui n’est qu’une approximation dans notre cas

puisque les largeurs spectrales de l’impulsion visible et du spectre d’absorption de la bactério-

rhodopsine sont du même ordre de grandeur. Cependant, la figure 4.19 montre que l’influence de

T2 sur l’allure du spectre infrarouge émis reste très faible. En particulier T2 > 20 fs correspond

au spectre établi par des techniques de hole burning [112] et d’écho de photon [49].
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Fig. 4.19 : Calcul des spectres infrarouges détectés par interférence d’un monocycle infrarouge et de l’émission

de la bactériorhodopsine dans nos conditions expérimentales. Trait fin : calcul du spectre infrarouge émis en

prenant comme paramètres pour calculer la polarisation dans la bactériorhodopsine T1 = 460 fs et T2 = 20 fs.

Ce spectre reste inchangé si on augmente T2 dû à l’invariance de la polarisation montrée figure 4.16. Trait épais :

calcul du spectre infrarouge émis en prenant T1 = 460 fs et T2 = 1 fs. La valeur précise de T1 est déterminée

figure 4.34.

- Les coefficients de transmission utilisés sont obtenus par les formules de Fresnel. Cependant

l’épaisseur de la couche de bRneutre étant très faible, ils peuvent être affectés par la présence du

substrat de germanium qui lui est accolée.

En regroupant les différents paramètres, le champ émis par la bactériorhodopsine s’écrit, sans

tenir compte des facteurs de transmission aux interfaces :
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4.2 Réponse électronique : redressement optique dans la bactériorhodopsine

EbR(t) =
µoc

2nbR,IR

ηNlo∆µ | E |2 (4.67)

ηNlo est la densité surfacique de dipôles excités. La totalité des photons incidents est absorbée

par l’échantillon, donc cette valeur est égale au nombre de photons incidents sur l’échantillon.

Nous tenons compte uniquement des facteurs de transmission du faisceau visible aux interfaces

air/bRneutre et air/AgGaS2 et de la présence supplémentaire d’un échantillon de bR ou AgGaS2

au niveau du détecteur, qui va affecter la transmission du faisceau infrarouge, qui sont les

seuls à ne pas avoir été compensés entre les deux dispositifs expérimentaux correspondant aux

interférogrammes bRneutre/AgGaS2 et AgGaS2/AgGaS2.

D’après les équations 4.61 et 4.67, on voit que le rapport EbR(t)
EAgGaS2

va nous permettre de

remonter à la valeur de ∆µ.

Ainsi nous obtenons une valeur de changement de moment dipolaire de l’état excité ∆µ ≈ 10

Debye, en projection sur l’axe de symétrie des membranes. En supposant que le changement de

moment dipolaire se fait suivant une direction qui fait un angle de 71◦ avec l’axe de symétrie des

membranes [18], on obtient ∆µ ≈ 32 D. Pour comparaison, une valeur de 15 D est obtenue grâce

à des expériences de génération de seconde harmonique dans le cas du rétinal en monocouche

excité en résonance [40], valeur inchangée pour une excitation hors résonance [41]. Dans le cas du

rétinal dans le complexe protéique excité hors résonance, une valeur de 21 D a été obtenue [41],

du même ordre de grandeur que la valeur que nous obtenons. L’ensemble de ces expériences

suggère donc que le changement de moment dipolaire est environ 2 fois plus élevé dans le cas

du rétinal dans le complexe protéique que dans le cas du rétinal en solution.

4.2.4 Conséquence sur les premiers processus photoinduits dans la

bactériorhodopsine ?

Nous avons vu jusqu’ici qu’une polarisation non linéaire, découlant directement d’impor-

tants changements dipolaires, s’établit dans le milieu avec un temps de montée inférieur à 13

fs, qui est la résolution temporelle de l’expérience. Nous avons pu quantifier le changement

dipolaire associé, qui est de l’ordre de 30 D. Elle apparâıt donc avant l’isomérisation, ce qui

peut être considéré comme un permier résultat. Néanmoins, rien ne prouve qu’elle a réellement

un rôle fonctionnel dans la séparation de charge primaire.

Pour tenter de donner des éléments de réponse à cette importante problématique, nous al-

lons analyser dans le paragraphe suivant la partie vibrationnelle avec les buts ultimes :

- Déterminer les modes contribuant à la partie “vibrationnelle” de l’émission.

- Déterminer les surfaces électroniques associées à ces différents modes. Il est important de rap-

peler qu’avec notre dispositif expérimental, nous pouvons observer tous les modes “infrarouge-

actifs” cohérents du système protéine/rétinal, aussi bien les modes appartenant à l’état excité
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qu’à l’état fondamental et l’état produit. Nous devons donc essayer de discriminer ces différents

modes.

-Pour le cas des modes actifs dans l’état excité, établir si ces modes sont directement activés

par la séparation de charges ultrarapides.
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4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

Jusqu’à présent nous avons séparé réponse vibrationnelle et réponse électronique comme

deux phénomènes physiques distincts. Avant de passer à l’analyse proprement dite des modes

vibrationnels, nous allons brièvement expliquer la réponse vibrationnelle dans le cadre des

phénomènes de génération de rayonnement par différence de fréquences.

4.3.1 Théorie

4.3.1.1 Oscillation de paquets d’ondes vibrationnels

Nous allons considérer un système à deux niveaux, l’état fondamental noté S0 et l’état ex-

cité noté S1. La figure 4.20 représente le cas d’une seule coordonnée nucléaire, mais plusieurs

coordonnées peuvent être impliquées. L’excitation par une impulsion large bande de la tran-

sition S0→S1 va peupler une superposition cohérente de niveaux vibrationnels de l’état S1.

Son évolution dans le temps avec la fréquence propre du système va donner lieu à des oscil-

lations des coordonnées nucléaires. Dans une représentation classique nous pouvons visualiser

cette dynamique comme l’évolution d’un paquet d’ondes dans un puits harmonique initialement

hors-équilibre.

Il est également possible d’exciter les modes vibrationnels de l’état fondamental par ef-

fet Raman impulsionnel stimulé avec deux interactions avec le faisceau pompe (figure 4.20). La

deuxième interaction de l’impulsion résonante avec la transition S0→S1 va transférer le système

vers une position hors-équilibre sur la surface S0.

  ∆
ω

 

S1 

S0 

énergie 

coordonnées 
nucléaires 

Fig. 4.20 : Excitation cohérente impulsionnelle de niveaux vibrationnels dans les états excité et fondamental

par effet Raman stimulé.
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Les modes de l’état fondamental auront une phase différente des modes dans l’état ex-

cité [113]. Pour une analyse complète des modes vibrationnels, il est donc important d’obtenir

des informations sur la phase des modes.

Dans cette vision, les mouvements de charges associés aux mouvements nucléaires donnent

lieu à une émission macroscopique, en cas d’alignement des émetteurs. On détecte donc les

modes “Raman actifs” (couplés à la transition) et “infrarouge-actifs” (associés à un change-

ment de dipôle).

4.3.1.2 Analogie avec un phénomène de différence de fréquences

L’émission infrarouge qui est associée à l’oscillation d’un paquet d’onde peut également être

vue comme un phénomène de différence de fréquence.

Voyons ce qui se passe dans le cas d’un milieu pour lequel deux niveaux vibrationnels |e1〉 et

|e2〉 sont excités simultanément (les conclusions restent les mêmes pour un plus grand nombre

de niveaux excités).

D’après 4.47, la polarisation s’écrit cette fois :

P (2)(t) = N [ µe1e1ρ
(2)
e1e1

(t) + µe2e2ρ
(2)
e2e2

(t) ]︸ ︷︷ ︸
P

(2)
1 (t)

+N [ µe1e2ρ
(2)
e2e1

(t) ]︸ ︷︷ ︸
P

(2)
2 (t)

(4.68)

La partie P
(2)
1 (t) correspond à la réponse électronique du milieu décrite dans la section 4.2.

Seul le terme P
(2)
2 (t) nous intéresse ici, correspondant à la cohérence entre les niveaux excités.

Il vaut d’après 4.53 :

ρ(2)
e2e1

(t) = −µe2gµge1

4
Ge1e2(t)⊗ [E(t) (Gge1(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Ge2g(t)⊗ E(t)) ] (4.69)

et la polarisation associée :

P (2)(t) = −Nµe1e2µe2gµge1

4
Ge1e2(t)⊗ [E(t) (Gge1(t)⊗ E∗(t)) + E∗(t)(Ge2g(t)⊗ E(t)) ] (4.70)

pour laquelle nous rappelons l’expression de Ge2g(t) (équation 4.30) :

Ge2e1(t) =
i

h̄
H(t)e

(−iωe2e1 t− t
Te1e2

)
(4.71)

qui oscille à la fréquence infrarouge ωe2e1 et décrôıt avec le temps de cohérence Te1e2 entre ces

deux niveaux.
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Comme vu équation 4.54, le terme [E (t)(Gge1(t)⊗E∗(t))+E∗(t)(Ge2g(t)⊗E(t))] a une durée très

brève et la polarisation va avoir une évolution temporelle et fréquentielle proche de la fonction

Ge2e1 . Elle va osciller à la fréquence infrarouge ωe2e1 et décrôıtre avec le temps de cohérence

Te1e2 .

L’excitation ultrabrève des niveaux excités va donc conduire à une émission infrarouge,

phénomène caractéristique d’une différence de fréquences. Cette fréquence correspond à la

fréquence entre deux niveaux vibrationnels de l’état excité, et va donc nous permettre de ca-

ractériser les modes vibrationnels mis en mouvement par l’interaction avec l’impulsion visible

dans la bactériorhodopsine. Une telle réponse vibrationnelle a été observée par Groot et coll.

dans des cristaux orientés de myoglobine, en utilisant le même montage expérimental [58]. Dans

ce cas aucune réponse électronique n’a été observée liée à l’absence d’un fort χ(2) électronique

de l’hème, le chromophore dans cette protéine.

La figure 4.21 montre l’émission infrarouge calculée, subséquente à l’excitation de deux

niveaux vibrationnels, détectée par interférence avec un monocycle infrarouge de référence.
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Fig. 4.21 : Calcul de l’interférogramme obtenu entre la polarisation induite dans le système suite à l’excitation

de deux états excités (espacés de 1167 cm−1, en phase avec l’impulsion excitatrice, temps de vie 300 fs) et un

monocycle infrarouge généré instantanément par une impulsion visible de durée 11 fs en utilisant nos paramètres

expérimentaux. Les oscillations à temps négatif sont encore provoquées par la coupure du détecteur.

4.3.2 Analyse des données expérimentales

Nous allons utiliser plusieurs méthodes pour analyser la contribution de la cohérence vibra-

tionnelle au χ(2) dans les données expérimentales obtenues :
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- Transformée de Fourier de l’ensemble de la réponse vibrationnelle.

- Analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante.

- Analyse cinétique complète en modélisant la réponse électronique dans le cas d’un modèle à

deux niveaux, et les modes vibrationnels par des exponentielles.

La complexité du signal est telle que seul l’ensemble de ces méthodes peut donner une vision

complète.

4.3.2.1 Spectre de la partie vibrationnelle

Le signal interférométrique entre l’émission infrarouge de bRneutre et celle du GaAs est en-

registrée en faisant varier le délai entre les deux impulsions visibles excitatrices jusqu’à 5 ps

(figure 4.22).
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Fig. 4.22 : A. Interférogramme entre les signaux infrarouge émis par la bactériorhodopsine et le signal de

référence émis par le GaAs en fonction du délai entre les deux impulsions (voir paragraphe 2.4.2). Les signaux

laissent apparâıtre deux parties : un important signal à t=0 (réponse électronique) et un signal à temps positif

contenant des informations sur les modes vibrationnels du système protéine/rétinal (réponse vibrationnelle).

La flèche indique la zone sur laquelle est effectuée une transformée de Fourier figure 4.23. La figure B est un

élargissement en amplitude du signal, et la figure C un zoom temporel.

Par transformée de Fourier après t = 300 fs (on s’affranchit donc de la partie électronique),
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4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

on obtient un spectre très riche en pics significatifs et reproductibles dans la zone spectrale

investiguée :
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Fig. 4.23 : Transformée de Fourier de la partie vibrationnelle, non corrigée par la réponse du détecteur (trait

continu surimposé au spectre). La résolution est de 6,5 cm−1.

La “bande” à 630 cm−1 est due à la coupure du détecteur.

Ce spectre laisse apparâıtre les fréquences caractéristiques associées aux modes de vibra-

tion du rétinal, mais certains modes peuvent à priori être associées à toute autre vibration

cohérente du système protéine/rétinal. Rappelons les modes caractéristiques du rétinal (figure

4.24) [114,115,116].

 Fig. 4.24 : Représentation des modes vibrationnels associés au rétinal. Seule la partie autour de la double

liaison C13=C14 est représentée.
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Les modes caractéristiques de vibration du rétinal sont :

• Les vibrations hors du plan :

- Les modes de balancement des atomes d’hydrogène hors du plan (modes HOOP : hy-

drogène hors du plan ou “hydrogen out of plane”) sont observés entre 750 et 1050 cm−1

- Les modes de torsion autour de la double liaison C=C (isomérisation) ne peuvent pas

être directement observés avec notre méthode d’analyse (fréquence autour de 250 cm−1 [25]).

En revanche, comme vu dans le chapitre 1, ils sont probablement couplés au modes HOOP et

d’élongation de la châıne carbonée.

Ces modes ne sont pas observés dans les expériences Raman résonantes de l’état fondamental

tout-trans car la transition électronique est dans le plan dans le cas du rétinal tout-trans [113].

Par contre ils sont observés dans les spectres de l’état produit [103] où le rétinal n’est pas plan,

comme dans l’état fondamental du rétinal de la rhodopsine qui est 11-cis [117].

• Les vibrations dans le plan :

- Les modes (1) d’élongation de la châıne carbonée, avec des fréquences caractéristiques

entre 1500 et 1650 cm−1 (C=C et C=N) et entre 1100 et 1400 cm−1 (C-C et C-C-H).

- Les modes (4) de balancement des atomes d’hydrogène dans le plan, couplés avec les modes

d’élongation C-C, sont observables dans la zone 1150-1250 cm−1.

Ces modes-ci sont en revanche observés dans le spectre Raman résonant de l’état fonda-

mental. Par comparaison avec les spectres vibrationnels Raman, ces modes peuvent appartenir

à l’état fondamental ou à l’état excité de bR [118] mais en principe également à des modes

vibrationnels des photoproduits J/K [115]. Dans l’analyse par transformée de Fourier de nos

données, beaucoup de ces modes sont très proches. Ceci peut être dû à l’activation simultanée de

plusieurs mouvements harmoniques avec des fréquences très proches (peut-être mêmes modes

dans l’état excité et dans l’état fondamental) ou à des variations fréquentielles dans le temps

des différents modes vibrationnels, par exemples dues à une surface anharmonique ou à des

transitions d’états électroniques. Pour tester ces possibilités, nous avons dans la partie suivante

appliqué une analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante ou “spectrogramme”.

4.3.2.2 Analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante (spectrogramme)

4.3.2.2.a. Principe

L’analyse par transformée de Fourier est effectuée avec une fenêtre de Hanning F(t)=1
2
+1

2
cos( π.t

2∆t
)

où la largeur à mi-hauteur ∆t est ajustée en fonction des résolutions temporelles et spectrales

souhaitées. Une fenêtre de Hanning est choisie pour limiter les artefacts de coupure aux bords

de la fenêtre. Des détails sur la méthode d’analyse sont donnés dans l’annexe A.
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Fig. 4.25 : Spectrogramme de l’échantillon de bRneutre de -1300 à 4300 fs. La fenêtre utilisée est une fenêtre

de Hanning de largeur à mi-hauteur ∆t = 350 fs, soit une résolution spectrale autour de 110 cm−1. L’amplitude

crôıt du bleu au rouge (échelle logarithmique, fausses couleurs).

Les modes vibrationnels caractéristiques apparaissent. La partie électronique (redressement

optique autour de t=0) de large bande spectrale domine le signal dans les premières centaines

de femtosecondes.

L’analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante donne une vision avec moins de

modes propres que la transformée de Fourier “totale” (figure 4.23), mais des modes dont la

fréquence change dans le temps, en particulier avec des mouvements entre 800 et 1100 cm−1

(région des modes HOOP) et entre 1100 et 1400 cm−1 (région des modes C-C et C-H). Ces

résultats correspondent bien d’une manière générale aux résultats d’expériences d’absorption

transitoire [114] où des changements de fréquence ont aussi été observés et de calculs ab-

initio [47] qui indiquent une surface de l’état excité anharmonique, bien que l’on ne puisse pas

comparer quantitativement les résultats (la sélection spectrale et la durée temporelle analysées

sont différentes). Bien que l’amplitude diminue fortement après environ 500 fs, ces oscillations

paraissent continuer après l’isomérisation du rétinal.

Comme vu dans la figure 1.13, dans une analyse théorique, la relaxation vers l’isomérisation

est dominée par les modes d’élongation de la châıne carbonique, les modes de torsion C=C

et les modes HOOP dans le cas du rétinal dans la matrice protéique. Dans notre cas, nous

voyons principalement les modes HOOP avec une intensité très importante, car ils sont situés

dans la zone de sensibilité maximale de détection (figure 4.23). A cela s’ajoute le fait que nous

regardons la projection de la polarisation sur l’axe de symétrie des films. En tenant compte

de l’orientation des dipôles dans les échantillons (qui font un angle ζ ≈ 71◦ par rapport à la

normale aux films, [18] et voir figure 4.6), les amplitudes des modes d’élongation vont être

entachées d’un facteur de projection proportionnel à cos ζ ≈ 0.3, tandis que les amplitudes
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des modes HOOP, qui sont approximativement perpendiculaires à la châıne carbonique et dans

un plan incliné d’un angle γ variant entre 30 ◦ et 40 ◦ [18], seront entachées d’un facteur de

projection supérieur car proportionnel à sin ζ cos γ ≈ 0.8.

Néanmoins nous rappelons que les modes HOOP ne sont pas “Raman-actifs” dans l’état

fondamental tout-trans, ce qui suggère qu’ils ne sont pas associés avec des mouvements de cet

état fondamental, ni par couplage électron-photon direct de l’état excité.

4.3.2.2.b. Comparaison de la durée des fenêtres d’analyse

Le choix de la fenêtre d’analyse provient d’un compromis à adopter entre résolutions spec-

trale et temporelle. Améliorer la résolution temporelle revient à diminuer la résolution spectrale

d’autant et réciproquement. Deux exemples l’illustrent figure 4.26.

Avec une fenêtre temporelle de 100 fs, la résolution spectrale correspondante vaut environ

400 cm−1 et environ 110 cm−1 avec une fenêtre temporelle de 350 fs.

Fig. 4.26 : Spectrogramme de l’échantillon de bRneutre de 0 à 4500 fs. Les fenêtres utilisées sont des fenêtres

de Hanning de largeur à mi-hauteur ∆t = 100 fs (gauche) et ∆t = 350 fs (droite). L’amplitude donnée en échelle

logarithmique crôıt du bleu au rouge.

L’analyse par spectrogramme ne donne pas directement accès à la phase des modes excités,

il est donc impossible de discriminer directement entre modes appartenant à l’état excité et

modes dans l’état fondamental. Nous devons passer par l’utilisation d’un autre échantillon :

l’échantillon sec de bactériorhodopsine acide bleu (bRbleu), dont les cinétiques sont présentées

chapitre 3. Nous utilisons la propriété particulière de cet échantillon qui est d’avoir une durée

de vie de l’état excité plus longue (partie 3.3.5.2) : elle est prolongée jusqu’à 1,5-2 ps (elle est

de 400-500 fs dans l’échantillon bRneutre).
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4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

4.3.2.2.c. Discrimination entre modes de l’état fondamental et modes des états

excité et produit par l’étude de l’échantillon de bRbleu

 Fig. 4.27 : A. Interférogramme entre les signaux infrarouge émis par bRbleu et le signal de référence émis

par le GaAs, en fonction du délai entre les deux impulsions visibles excitatrices. B. Zoom temporel de la partie

vibrationnelle.

Le signal interférométrique entre bRbleu et GaAs est montré figure 4.27. La partie vibra-

tionnelle est complexe et les noeuds et ventres observés traduisent la présence d’interférences

entre les différents modes vibrationnels [119].

L’analyse temporelle des modes par transformée de Fourier à fenêtre glissante est représentée

figure 4.28 pour bRbleu.

Fig. 4.28 : Spectrogramme de l’échantillon de bRbleu, données normalisées. La fenêtre utilisée est une fenêtre

de Hanning de largeur à mi-hauteur ∆t = 100 fs. L’amplitude crôıt du bleu au rouge (échelle logarithmique).
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Nous utilisons la même fenêtre d’analyse pour bRneutre (figure 4.29) afin de pouvoir les compa-

rer ; les données sont normalisées.

Fig. 4.29 : Spectrogramme de l’échantillon de bRneutre, données normalisées, avec une fenêtre de Hanning de

largeur à mi-hauteur ∆t = 100 fs également. L’amplitude crôıt du bleu au rouge (échelle logarithmique).

Les modes entre 750 et 1050 cm−1 (modes HOOP) sont prolongés dans le cas de l’échantillon

bRbleu. Nous concluons qu’ils appartiennent essentiellement à l’état excité. Des modes entre

1300 et 1400 cm−1 apparaissent dans le spectrogramme de bRbleu, ils n’étaient pas présents

pour bRneutre. Nous rappelons que bRbleu est composé dans son état fondamental d’un mélange

6 :4 de rétinals tout-trans et 13-cis (chapitre 3), ainsi le spectrogramme peut être complexifié du

fait de la présence de la relaxation de la forme 13-cis du rétinal dont certains modes pourraient

se trouver dans la zone 1300 - 1400 cm−1.

Pour vérifier cette hypothèse, nous étudions l’échantillon bRneutre immobile figure 4.30. Des

modes dans la zone 1300 - 1400 cm−1 apparaissent également. Comme sous ces conditions, une

fraction de l’échantillon est sous forme 13-cis (chapitre 3), les modes centrés en 1300-1400 cm−1

sont en grande partie attribuables au rétinal 13-cis [117]. Ces analyses montrent aussi que dans

le cas de l’échantillon entrâıné en rotation, les contributions de la forme 13-cis sont négligeables.
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Temps, fs 

Fig. 4.30 : Spectrogramme de l’échantillon de bRneutre immobile, données normalisées. La fenêtre utilisée

est une fenêtre de Hanning de largeur à mi-hauteur ∆t = 100 fs. L’amplitude crôıt du bleu au rouge (échelle

logarithmique).

Cette méthode d’analyse nous a permis de discriminer entre modes dans l’état fondamental

et modes des états excité ou produit. Par contre autour de t=0, le signal électronique domine le

signal, et nous ne pouvons donc pas savoir si ces modes sont directement couplés à la polarisation

initiale. Une autre méthode d’analyse, développée par G. Groma (Institut de Biophysique,

Szeged, Hongrie), permet de séparer réponses vibrationnelle et électronique à temps court et

de résoudre fréquentiellement et temporellement la partie vibrationnelle.

4.3.2.3 Modèle d’analyse cinétique

Ce programme décompose le signal en réponse électronique et vibrationnelle [120] et la si-

mulation des données s’effectue en quatre points :

I. Calcul de la fonction de transfert du système de détection. Le signal infrarouge émis

par l’AgGaS2 est simulé par un monocycle infrarouge (paragraphe 2.3.2.2), fonction de la durée

de l’impulsion visible excitatrice. La transformée de Fourier du signal d’intercorrélation de

référence GaAs/AgGaS2 (Fexp) est divisée par celle de l’autocorrélation de deux monocycles

infrarouges (Fth). La fonction de transfert (T) ainsi obtenue tient compte de la réponse du

détecteur MCT, mais également de la réponse du GaAs qui n’est pas strictement la dérivée

première de l’enveloppe de l’impulsion visible puisque le GaAs n’est pas instantané (paragraphe

2.5.1).

133



Chap. 4 : Emission infrarouge et transfert de charges dans la bactériorhodopsine
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Fig. 4.31 : Détermination de la fonction de transfert T (ω) du système de détection, qui tient compte de la

réponse du système de détection et de la non instantanéité de la réponse du GaAs.

II. Modélisation de la réponse électronique. La polarisation non linéaire du second ordre

P
(2)
bR,th est calculée en utilisant un modèle à deux niveaux comme en 4.2.2.2. Le modèle développé

permet de donner l’expression de la susceptibilité non linéaire dans le cas résonant en se plaçant

dans l’espace de Liouville [110]. Le champ infrarouge EbR
IR émis suite à l’établissement de cette

polarisation peut être calculé comme la dérivée première (modèle du plan source, paragraphe

2.3.2) ou seconde (modèle du point source, paragraphe 2.3.2 également) de cette polarisation

non linéaire (figure 4.32).

 Fig. 4.32 : Modélisation de la réponse électronique de la bactériorhodopsine, comme une dérivée première ou

seconde de la polarisation du deuxième ordre créée dans l’échantillon.

Ce champ infrarouge interfère avec le champ infrarouge émis par le GaAs, qui est simulé

comme la dérivée première de l’enveloppe de l’impulsion visible filtrée par la fonction de trans-

fert T.

III. Modélisation de la réponse vibrationnelle. Les vibrations sont modélisées par des ex-

ponentielles Ae−i(ωt+φ) où A est l’amplitude, ω la fréquence, φ la phase, τ le temps de vie du

134



4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

mode de vibration au moment de l’excitation. Cette méthode ne tient pas compte des variations

de fréquences au cours du temps, assomption justifiable pour des temps d’analyse courts. On

suppose également que les modes commencent tous à t=0 : les informations concernant le cou-

plage des modes à l’excitation lumineuse sont donc contenues dans leur phase. Cette réponse

est également convoluée à la fonction de transfert du système de détection.

IV. L’optimisation se fait par la méthode des moindres carrés Levenberg-Marquardt [121].

La durée de l’impulsion incidente sur l’échantillon de bactériorhodopsine vaut 13 fs, celle inci-

dente sur l’AgGaS2 vaut 11 fs.

4.3.2.4 Résultats des ajustements

4.3.2.4.a. Modèle de la réponse électronique de la bactériorhodopsine

Dans cette partie nous allons développer des arguments basés sur l’analyse des données

expérimentales concernant le choix de la modélisation à utiliser pour représenter la réponse

électronique des échantillons de bactériorhodopsine. En principe elle peut être modélisée comme

la dérivée première (modèle du plan source) ou seconde (modèle du point source) de la polari-

sation (chapitre 2).

Nous étudions dans un premier temps les échantillons de bRneutre, en supposant une réponse

électronique égale à la dérivée première de la polarisation créée dans le milieu. Les résultats des

ajustements sont donnés dans le tableau 4.1 et l’ajustement obtenu est représenté sur la figure

4.33.
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Fig. 4.33 : Interférogramme entre signal émis par l’échantillon sec de bRneutre et signal émis par le GaAs. En

noir signal expérimental et en rouge signal calculé.
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Tab. 4.1 – Paramètres d’ajustement du signal interférométrique entre émission infrarouge de

bRneutre et de GaAs. Les amplitudes des modes vibrationnels et de la réponse électronique sont

normalisées par leur contribution relative à l’amplitude maximale du signal interférométrique.

Les paramètres utilisés pour le calcul de la polarisation dans bRneutre sont T1=460 fs et T2=920

(aucun déphasage pur), où T1 et T2 sont définis paragraphe 4.2.2.1. La durée de l’impulsion

incidente sur bRneutre vaut 13 fs, celle de l’impulsion incidente sur AgGaS2 vaut 11 fs, mesurées

par autocorrélation dans un cristal d’AgGaS2 comme expliqué partie 2.5.2.2.

réponse électronique : amplitude 105

modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦

778 2 580 48

850 5 489 68

887 9 198 75

982 12 211 -110

1128 5 119 -144

1230 2 298 -133

1613 6 84 76

La durée de vie de l’état excité T1 est choisie pour minimiser l’erreur d’ajustement (somme

des carrés des résiduels entre données d’ajustement et données expérimentales), comme tracé

figure 4.34. L’effet de T2 est négligeable. Les résultats trouvés dans la partie 3.3 du chapitre 3

sont en accord avec la valeur de T1 trouvée ici.

1,11

1,12

1,13

1,14

1,15

200 300 400 500 600

T1, fs

E
rr

eu
r 

d
'a

ju
st

em
en

t,
 u

.a
.

Fig. 4.34 : Dépendance de l’erreur d’ajustement (somme des carrés résiduels) en fonction de la valeur donnée

à T1 dans le cas de l’étude de bRneutre.
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4.3 Etude de la réponse vibrationnelle

Si nous ajustons les données en n’incluant pas la réponse électronique, un mode vibrationnel

ultrarapide se rajoute aux données (tableau 4.2) autour de la fréquence nulle : nous confirmons

qu’une polarisation ultrarapide s’établit bien dans le milieu suite à une excitation lumineuse.

Tab. 4.2 – Mode “vibrationnel” ultrarapide apparaissant en plus des modes du tableau 4.1

dans le cas où on n’inclut aucune réponse électronique dans les paramètres d’ajustement. La

qualité du fit est moins bonne (χ2 environ 10 fois supérieur).

frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦

0 95 1 2

Nous avons essayé d’utiliser le modèle de la dérivée seconde de la polarisation pour modéliser

la réponse électronique de la bactériorhodopsine (tableau 4.3). Lorsqu’on utilise le point source

comme modèle pour la bactériorhodopsine, c’est à dire la dérivée seconde de la polarisation, les

temps de décroissance de certains modes deviennent ultrarapides, inférieurs à 10 fs, ce qui est

incompatible avec une réponse vibrationnelle. La qualité de l’ajustement est considérablement

moins bonne (χ2 environ 110 fois augmenté) que dans le cas du tableau 4.1.

Tab. 4.3 – Paramètres d’ajustement du signal interférométrique entre émission infrarouge de

bRneutre et de GaAs, pour une réponse électronique représentée par la dérivée seconde de la

polarisation émise. Les valeurs d’ajustement données sont d’abord celles trouvées tableau 4.1,

puis elles sont optimisées. Les valeurs d’amplitude données respectent les conventions du tableau

4.1.

réponse électronique : amplitude 106

modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦

778 31 464 106

846 8 531 78

885 5 41 96

992 13 73 -114

1147 3 1 5

1256 38 8 -8

1528 8 5 1

D’un point de vue expérimental, le modèle à utiliser pour la bactériorhodopsine est donc
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celui du plan source, pour lequel le champ émis est la dérivée première de la polarisation.

Ce modèle s’avère plus raisonnable théoriquement aussi, car la surface de la tache focale est

supérieure à la longueur d’onde d’émission (voir paragraphe 2.3.2).

4.3.2.4.b. Comparaison des échantillons neutre et acide bleu

Deux groupes de modes ressortent du tableau 4.1, ceux associés à une phase autour de

70◦ [180◦], et ceux ayant une phase proche de -140◦ [180◦]. Le terme de 180◦ s’explique par

le sens du dipôle relativement à la polarisation du champ électrique incident. Chacun de ces

modes appartient à l’état excité, à l’état produit ou à l’état fondamental. En particulier, ces

résultats indiquent que les modes ne sont pas directement activés à t=0, sinon le déphasage de-

vrait être de 0◦ [180◦]. Comme vu dans la figure 1.13 du chapitre 1, on pense que la relaxation

initiale se fait suivant les modes d’élongation de la châıne carbonique les premières dizaines

de femtosecondes, et seulement ensuite commence la relaxation suivant les autres coordonnées

vibrationnelles, ce qui est donc en accord avec le déphasage observé dans nos ajustement. En re-

vanche, nous ne voyons aucun mode avec un temps de déphasage de l’ordre de quelques dizaines

de femtosecondes comme attendu par des études théoriques [45]. Plusieurs raisons peuvent être

évoquées :

- La sensibilité de détection est très faible dans cette zone spectrale.

- Comme rappelé dans l’analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante, nous regar-

dons la projection de la polarisation sur l’axe de symétrie des films. Les amplitudes des modes

d’élongation de la châıne carbonée sont donc expérimentalement moins intenses du fait d’un

facteur de projection faible.

- Ces modes surdampés peuvent être au moins partiellement cachés dans la partie électronique

et dans les contributions des autres modes.

Afin d’obtenir des indications sur la surface énergétique à laquelle les modes vibrationnels

appartiennent, nous avons ajusté les données obtenues dans le cas de bRbleu.

Certains modes (850, 887, 982, et 1230 cm−1 dans bRneutre) paraissent significativement pro-

longés dans le cas de bRbleu. Il est donc raisonnable de les attribuer à l’état excité.

• Le déphasage (environ 600 fs) du mode à 778 cm−1 n’est pas significativement prolongé dans

le cas de bRbleu : ce mode pourrait donc être attribué à l’état fondamental. Néanmoins, comme

dans l’état fondamental il n’y a pas de modes “Raman-actifs” dans cette zone spectrale [115],

nous ne pouvons pas exclure qu’il s’agisse d’un mode de l’état excité et que le déphasage soit

déterminé par d’autres paramètres que la durée de vie de l’état excité de bRneutre.

• Le mode à 1128 cm−1 déphase en environ 120 fs dans les deux types de bR, valeur dans les

deux cas plus courte que T1 : il pourrait s’agir de modes dans l’état fondamental comme de

modes dans l’état excité.

• Nous n’avons pas trouvé l’équivalent du mode à 1613 cm−1 dans bRbleu.

En conclusion, la plupart des modes, en particulier ceux dans la région basses fréquences HOOP,
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peuvent être attribuables à des mouvements dans l’état excité ; certains modes pourraient pro-

venir de l’état fondamental. Aucune phase n’est proche de 0◦ [180◦], ce qui semble indiquer,

pour les modes que nous attribuons à l’état excité, qu’ils ne sont pas directement couplés à la

relaxation hors de la zone de Franck Condon.

Tab. 4.4 – Paramètres d’ajustement obtenus dans le cas de l’étude des signaux émis par des

échantillons secs de bRneutre et bRbleu, jusqu’à 1,2 ps. Les conditions initiales d’ajustement sont

celles obtenues pour bRneutre. Nous vérifions que l’erreur relative d’ajustement est bien minimale

dans ce cas, en partant de conditions initiales complètement différentes. Les paramètres utilisés

pour le calcul de la polarisation créée dans bRbleu sont T1 = 930 fs et T2 = 1860 fs.

réponse électronique : amplitude 105

modes vibrationnels : frequence, cm−1 A, u.a. τ , fs phase, ◦

778 2 580 48

850 5 489 68

887 9 198 75

échantillon 982 12 211 -110

1128 5 119 -144

bRneutre 1230 2 298 -133

1613 6 84 76

réponse électronique : amplitude 113

modes vibrationnels : frequence, cm−1 A,u.a. τ , fs phase, ◦

772 2 607 41

841 4 664 72

878 3 572 73

échantillon 931 8 145 -108

966 3 823 -113

bRbleu 1106 3 134 -145

1253 3 740 72

1313 3 935 71

La valeur de T1 donnée pour le calcul de la polarisation est déterminé figure 4.35 comme

dans le cas de l’échantillon de bRneutre en optimisant l’erreur relative d’ajustement en fonction
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de T1, pour des valeurs comprises entre 400 fs et 2400 fs. On trouve T1 = 1860 fs, en très bon

accord avec la valeur obtenue par spectroscopie pompe sonde visible chapitre 3.
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Fig. 4.35 : Dépendance de l’erreur d’ajustement (somme des carrés résiduels) en fonction de la valeur donnée

à T1 dans le cas de l’étude bRneutre.

Cette méthode permet de séparer réponse électronique et réponse vibrationnelle, mais même

en optimisant avec sept modes de vibration, le signal résiduel entre données expérimentales

et données calculées est encore supérieur au niveau de bruit à temps négatif (figure 4.36).

Néanmoins l’ajout de modes vibrationnels n’améliore pas considérablement l’ajustement. Nous

pensons que la limite atteinte par cette méthode provient du fait que dans ce programme les

fréquences ne peuvent pas varier.
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Fig. 4.36 : Signal résiduel obtenu par différence entre signal modélisé et signal expérimental dans le cas de

bRneutre.

Cependant l’analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante (spectrogramme) a

montré un déplacement des fréquences dans le temps (paragraphe 4.3.2.2). Il est donc indispen-

sable d’utiliser les deux méthodes pour une analyse complète des signaux interférométriques.
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Il est utile de comparer notre analyse dans le domaine de fréquences avec les résultats ob-

tenus par d’autres techniques vibrationnelles résolues dans le temps.

Des modulations du spectre d’absorption transitoire ont été observées dans plusieurs études

[114,122]. Les études de Dexheimer et coll. [122] ne montraient pas de cohérences en dessous de

1000 cm−1 et ces modes ont été interprétés comme des signaux de l’état fondamental, peuplé par

Raman stimulé [113]. Par contre la provenance des signaux obtenus par Kobayashi et coll. [114],

qui utilisaient un faisceau pompe très court (<5 fs), a été attribuée à l’état excité, comme dans

notre cas. Ils ont analysé leurs signaux par transformée de Fourier à fenêtre glissante. Dans le

domaine des fréquences plus élevées (> 1000 cm−1) des fréquences similaires à celles de nos

expériences ont été trouvées, ainsi que des variations de fréquences avec une période d’envi-

ron 200 fs (période observée de façon plus ’isolée’ dans des études de résolution temporelle

inférieure) [49, 123] que nous observons également (figure 4.29). L’évolution des modes autour

de 1100 cm−1 est similaire dans les deux expériences, mais le mode HOOP autour de 900 cm−1

est beaucoup plus fort dans nos expériences, et contrairement à [114], il persiste au-delà de

500 fs. Cette différence est probablement due aux sélections spectrales dans les expériences

d’absorption où la visualisation des mouvements dépend du couplage avec la (les) transition(s)

sondé(es), qui est complexe dans le cas de la bactériorhodopsine. Nous rappelons que dans

nos expériences un tel filtrage n’a pas lieu : après absorption d’un photon, toute oscillation de

charges ayant une composante perpendiculaire à la membrane est observée.

Néanmoins, notre observation que les modes HOOP sont activés dans l’état excité après

une relaxation initiale de quelques dizaines de femtosecondes est en accord avec les travaux

de Kobayashi et coll [114]. Les modes de balancement hors du plan des atomes d’hydrogènes

(HOOP) ne sont pas directement couplés à la transition électronique S0→S1 [45], et donc non

visibles dans le spectre de résonance Raman de l’état fondamental tout-trans ; il le sont dans

les états produits J et K, où la conformation du rétinal n’est plus plane [103,124,125]. Contrai-

rement à nos résultats, les modes HOOP n’apparaissent pas ou peu dans les spectres Raman

attribués à l’état excité [124, 126]. Cette différences est encore attribuable à la sélection des

modes par la transition de résonance, qui est S0→S1 au moins dans le cas de [124].

Notre méthode de détection, dans laquelle aucun filtrage spectral n’intervient, accentue

l’activation des modes HOOP autour de 900 cm−1 dans l’état excité. La diminution forte de

l’amplitude de ces modes après environ 400-500 fs (figure 4.29) dans bRneutre contraste avec

la prolongation d’une amplitude élevée dans le cas de bRbleu (figure 4.28). Ceci montre que

l’isomérisation trans→cis perturbe le cours de ses mouvements, ce qui suggère un couplage

avec la coordonnée d’isomérisation. Néanmoins, une cohérence détectable persiste après t=500

fs, qui n’est pas attribuable à l’état fondamental. Nous concluons qu’une partie de la cohérence

initiée par l’activation (indirecte) de ces modes dans l’état excité est transmise à l’état pro-

duit. Ceci suggère que l’isomérisation est un processus non stochastique, sinon quasi-balistique.
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Cette suggestion est en accord avec une analyse récente des mesures d’absorption transitoire

dans l’ultraviolet [54].

Dans l’ensemble, notre analyse indique une transduction de la polarisation ultrarapide (<

13 fs) initiale à l’activation des modes HOOP, par couplage anharmonique, en moins d’une

période d’oscillation, avec les modes d’élongation, suivi par l’isomérisation tout-trans → 13-

cis du rétinal, encore par couplage anharmonique avec des modes incluant les modes HOOP,

en plusieurs centaines de femtosecondes. En grandes lignes ce résultat est en accord avec des

modèles théoriques développées les dernières années (chapitre 1, [25,31,47], bien que dans [31]

l’isomérisation est modélisée seulement dans la transition J→K). Néanmoins l’implication des

modes HOOP < 1000 cm−1 ne ressort pas en première ligne de ces modèles, possiblement parce

qu’ils ne prennent pas en compte l’influence de l’environnement protéique du rétinal.

En conclusion, nous avons détecté et quantifié la polarisation ’subite’ du rétinal dans la

direction transmembranaire et analysé les mouvements cohérents de charges engendrés en re-

lation avec la réaction d’isomérisation du rétinal. La présente méthode permet de visualiser la

projection des mouvements dans l’axe de la membrane par l’utilisation de membranes orientées.

En principe, les mouvements peuvent être résolus en trois dimensions en utilisant des cristaux de

bactériorhodopsine. Néanmoins, dans les cristaux décrits actuellement [15, 127], l’arrangement

des protéines dans la maille cristalline est en trimère, en pratique proche de la configuration

dans la membrane.
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Conclusion et perspectives...

Ce travail de thèse se place dans le cadre général de l’étude de la dynamique primaire des

protéines et du rôle fonctionnel de celle-ci. Nous avons étudié la bactériorhodopsine, protéine

membranaire bactérienne, utilisant la lumière comme source d’énergie pour établir un gradient

de protons autour de la membrane. Elle contient un photorécepteur, le rétinal, identique à celui

présent dans les protéines photoréceptrices des vertébrés. De par entre autres sa résistance aux

conditions extrêmes, elle est une protéine modèle pour l’étude des protéines à rétinal.

L’isomérisation du rétinal est considérée comme l’événement précurseur d’une cascade de

transfert de charges capable d’établir un gradient électrochimique. Cependant ce mécanisme

de transduction efficace du signal électronique et ultrarapide (absorption d’un photon) vers un

signal structural (changement de conformation) est actuellement très controversé. Nous avons

alors développé une méthode d’analyse permettant d’étudier le rôle des propriétés électroniques

non-linéaires du deuxième ordre du rétinal.

La technique utilisée est une spectroscopie femtoseconde non linéaire dans le domaine

moyen infrarouge, développée dans le laboratoire pour l’étude de semiconducteurs et de cris-

taux de protéines. Le dispositif expérimental a été adapté pour l’étude d’échantillons anhydres

orientés de bactériorhodopsine. L’ensemble des mouvements de charge induits par une excitation

ultra-brève (autour de 13 fs) de ce type d’échantillon donne lieu à une émission directionnelle

infrarouge par le phénomène de redressement optique. Nous la détectons entre 4 et 14 µm

par interférométrie avec un champ large bande de référence. Cette émission permet à la fois

de caractériser la polarisation ultrarapide qui prend naissance dans les échantillons avec une

résolution de 13 fs (partie électronique du signal), mais également d’obtenir des informations

sur les modifications structurales du système rétinal/protéine (partie vibrationnelle) en don-

nant plus d’informations que les spectroscopies vibrationnelles transitoires plus conventionnelles

puisque toute émission cohérente “infrarouge active” peut être détectée.

Le travail effectué durant la thèse peut se décrire en plusieurs parties :

• Préparation des échantillons orientés anhydres de bactériorhodopsine incluant la culture des

bactéries, la purification des membranes puis la déposition par électrophorèse.

• Caractérisation des échantillons par spectroscopie d’absorption transitoire, afin de valider
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que les premiers processus photoinduits des échantillons secs sont représentatifs de ceux de la

bactériorhodopsine dans son milieu d’hydratation naturelle.

• Optimisation du dispositif expérimental pour l’étude des échantillons orientés.

•Développement de programmes d’analyse de l’émission infrarouge émise par la bactériorhodopsine.

L’analyse des signaux émis par la bactériorhodopsine est complexe et a nécessité l’utilisation

de trois approches complémentaires :

- Une analyse par transformée de Fourier directe donne accès au spectre vibrationnel. Cette

méthode est loin d’être optimale dans notre cas, car les fréquences détectées paraissent varier

dans le temps.

- L’analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante donne des informations sur l’évolution

temporelle des modes vibrationnels après environ 300 fs. A temps court, la réponse électronique

domine le signal, et une méthode d’analyse plus fine s’impose.

- Afin de séparer à temps court réponse électronique et réponse vibrationnelle et d’obtenir

des informations sur leur couplage à l’excitation lumineuse, nous avons développé une méthode

d’analyse cinétique complète. La réponse électronique de la bactériorhodopsine est calculée dans

le cas simple d’un système à deux niveaux, excité en résonance. Les modes vibrationnels sont

ajustés par des exponentielles décroissantes, permettant de les caractériser en amplitude et en

phase.

Nous avons ainsi pu démontrer la présence de redressement optique “électronique” dans

nos échantillons orientés de bactériorhodopsine, d’amplitude comparable à celle générée par un

cristal semiconducteur de référence, l’Arseniure de Gallium (GaAs). Afin de relier cet impor-

tante polarisation ultrarapide (< 13 fs) à la valeur du changement dipolaire de l’état excité, il

a fallu utiliser un autre cristal non linéaire (le Sulfure d’Argent et de Gallium, AgGaS2) dont

l’émission infrarouge générée par redressement optique a les mêmes caractéristiques spectrales

que celle des échantillons de bactériorhodopsine. Nous avons ainsi pu quantifier le changement

de moment dipolaire subit, et il vaut autour de 30 D. Cette valeur est supérieure, quoique du

même ordre de grandeur, aux valeurs estimées par des mesures non linéaires plus indirectes sur

le rétinal isolé, et par des traitements théoriques du rétinal. Il parâıt donc que la polarisation

est favorisée par la présence du complexe protéique.

Un autre résultat important est la détection des modes de vibration du rétinal, et la pos-

sibilité d’identifier à quelle surface énergétique ils appartiennent (état fondamental ou états

excité/produit) en étudiant un autre type d’échantillon de bactériorhodopsine (dit acide bleu)

dont la durée de vie de l’état excité est prolongée. Des modes caractéristiques ressortent des

analyses, en particulier les modes dits HOOP (modes de vibration des atomes d’hyrogène hors

du plan), impliqués dans la transduction de l’énergie électronique vers l’isomérisation du rétinal.

Il ressort de nos analyses que ces modes sont indirectement couplés à l’excitation lumineuse et

ils varient dans le temps, en bon accord avec des modèles théoriques développés par d’autres

groupes.
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La présente méthode se limite vers les basses fréquences à ≈ 20 THz. Cependant cer-

taines théories mettent en avant le rôle des déplacements de charges à l’échelle de plusieurs

centaines de femtosecondes. Pour caractériser la réponse électronique de la bactériorhodopsine

sur des échelles de temps plus longues, il faudrait pouvoir détecter une émission dans le do-

maine térahertz. Une telle expérience est en cours dans le laboratoire, utilisant des antennes

photoconductrices à base de semiconducteurs pour détecter des monocycles de l’ordre de 400

fs (soit un spectre s’étendant de 0 à 2,5 THz).

Nous avons montré que suite à une excitation lumineuse, une importante polarisation, à l’ori-

gine de modes vibrationnels spécifiques, prend naissance dans nos échantillons sur une échelle de

temps de l’ordre d’une dizaine de femtosecondes. Nous avons suggéré qu’il existe un lien entre

polarisation ultrarapide et isomérisation du rétinal ; pour étudier leur rôle fonctionnel respectif,

l’expérience à réaliser qui semblerait la plus adaptée est l’étude de la bactériorhodopsine qui

incorpore un rétinal modifié pour lequel l’isomérisation trans-cis ne peut pas avoir lieu. Pour

cela, des difficultés techniques concernant les charges surfaciques nécessaires pour l’orientation

par électrophorèse sont à surmonter.
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Annexe A

Notations et conventions utilisées

A.1 Transformée de Fourier

A.1.1 Définitions

La transformée de Fourier, notée F, d’une fonction dépendant du temps f(t) est notée f(ω),

définie par :

f(ω) =

∫ +∞

−∞
f(t)eiωtdt = F[f(t)] (A.1)

et par transformée de Fourier inverse F−1

f(t) =
1

2π

∫ +∞

−∞
f(ω)e−iωtdt = F−1[f(ω)]. (A.2)

La transformée de Fourier du complexe conjugué est

F[f ∗(t)] = f ∗(−ω) (A.3)

Les transformées de Fourier des dérivées temporelles valent

F[
d(n)f(t)

dt
] = (−iω)nf(ω). (A.4)
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La transformée de Fourier directe et inverse de la fonction de Dirac δ(t) s’écrit :

F[δ(t− t0)] = eiωt0 . (A.5)

Si f et g sont deux fonctions dépendant du temps, la convolution f⊗g se définit par

f ⊗ g(t) =

∫ +∞

−∞
f(t′)g(t− t′)dt′ (A.6)

et F[f ⊗ g(t)] = f(ω)g(ω) (A.7)

A.1.2 Analyse par transformée de Fourier à fenêtre glissante

La transformée de Fourier à fenêtre glissante est un outil très efficace pour étudier des si-

gnaux contenant des fréquences variant dans le temps. Elle permet de morceler le signal à étudier

en petits segments dans lesquels les signaux sont supposés stationnaires, et une transformée de

Fourier est appliquée. Pour cela, on utilise une fenêtre normalisée f translatée temporellement

et fréquentiellement (figure A.1) par la formule

hto , ωo(t) = h(t− to)e
iωot (A.8)

soit par transformée de Fourier

hto , ωo(ω) = h(ω − ωo)e
−ito(ω−ωo). (A.9)

L’énergie de hto,ωo(t) est concentrée autour de to, dans un intervalle σt mesuré par la va-

riance [128] :

σ2
t =

∫ +∞

−∞
(t− to)

2 |h(t)|2 dt. (A.10)

De même celle de hto,ωo(ω) est concentrée autour de ωo sur un intervalle σω tel que :

σ2
ω =

1

2π

∫ +∞

−∞
(ω − ωo)

2 |h(ω)|2 dω. (A.11)
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D’après le principe d’incertitude d’Heisenberg, ces intervalles sont liés par la relation :

σtσω ≥
1

2
. (A.12)

La transformée de Fourier a fenêtre glissante W d’une fonction f vaut

Wf (to, ωo) =

∫ +∞

−∞
f(t)h(t− to)e

−iωotdt. (A.13)

La densité d’énergie, définie par

|Wf (to, ωo)|2 =

∣∣∣∣∫ +∞

−∞
f(t)h(t− to)e

−iωotdt

∣∣∣∣2 (A.14)

est appelée spectrogramme.

 

 to                                           t1                        temps 

ωo 

 

 
 

ω1 

 
 

fréquence 

σt 

σt 

σω 

  σω 

Fig. A.1 : Principe de la transformée de Fourier à fenêtre glissante. La taille du rectangle d’analyse d’aire

σtσω est indépendante du couple (to, ωo), la résolution est donc constante dans le plan temps-fréquence.

Les fenêtres d’analyse les plus couramment utilisées, définies pour t≤|∆t| et nulles en dehors,

sont :

Rectangle : f(t)= 1
∆t

Gaussienne : f(t)=e
−50πt2

8∆t2

Hamming : f(t)=0,54 + 0,46cos(2πt
∆t

)

Hanning : f(t)=0,5(1 + cos(2πt
∆t

)

Blackman : 0,42 + 0,5cos(2πt
∆t

) + 0,08cos(4πt
∆t

)

La figure A.2 permet de comprendre comment s’effectue le choix de la fenêtre d’analyse.
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Fig. A.2 : Comparaison des spectres en puissance d’une fenêtre Rectangle (trait fin) et d’une fenêtre de

Hanning (trait épais). ∆f= 1
∆t .

La troncature du signal par une fenêtre rectangulaire a pour conséquence d’introduire des

oscillations à haute fréquence dans le domaine fréquentiel. L’application d’une fonction de

pondération bien adaptée permet d’atténuer l’introduction de fréquences indésirables, donnant

ainsi lieu à une représentation plus fidèle du contenu fréquentiel des données. Dans la figure

A.2, on voit que l’amplitude des modes secondaires est diminuée d’un facteur 3 en passant

d’une fenêtre Rectangle à une fenêtre de Hanning. En contrepartie, le lobe principal est élargi

dans le cas d’une fenêtre de Hanning, la sélectivité fréquentielle sera moins bonne [129]. Un

compromis est donc à adopter entre résolution spectrale et atténuation des hautes fréquences.

En particulier la fenêtre de Hanning offre le meilleur compromis.

A.2 Grandeurs physiques

- c : vitesse de la lumière dans le vide (≈ 3.108 m.s−1).

- ηo : impédance du vide (= 377 Ω).

- µo : perméabilité du vide(=4π.10−7 kg·m/A2s2).

- εo : permittivité diélectrique du vide (= 1
µoc2

).

Ces trois grandeurs sont liées par la relation ηo=
εo

µo
.

- H (ω) : fonction de Heaviside, définie par H (ω) = 1 si ω ≥ 0 ; H (ω)=0 si ω < 0.

- δ(t) : fonction de Dirac centrée à l’origine des temps.
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- E le champ électrique réel.

- E le champ complexe associé : E(t)=Re(E(t)).

- On note tp et ts les coefficients de transmission de Fresnel :

tp = 2nicosθi

nicosθt+ntcosθi
et ts = 2nicosθi

nicosθi+ntcosθt

ni et nt sont les indices de réfraction du milieu incident et du milieu de l’onde transmise. θi est

l’angle d’incidence par rapport à la normale au milieu, et θt l’angle transmis.

A.3 Abréviations biologiques

- ATP : adénosine 5’-triphosphate.

Différentes formes de bactériorhodopsine

- bRneutre : bactériorhodopsine à pH neutre, adaptée à la lumière. Maximum d’absorption des

échantillons secs après adaptation à la lumière = 564 nm .

- bRbleu : bactériorhodopsine à pH acide dite acide bleue. Maximum d’absorption des échantillons

secs = 603 nm.

- bRpourpre : bactériorhodopsine à pH acide dite acide pourpre. Maximum d’absorption des

échantillons secs = 560 nm.

Acides aminés

Lys : Lysine.

Asp : Acide Aspartique.
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Annexe B

Modèle d’une antenne dipolaire

Dans cette annexe nous allons détailler les calculs permettant de montrer que dans l’ap-

proximation dipolaire, le champ émis par une antenne est proportionnelle à la dérivée seconde

de la polarisation (paragraphe 2.3.2 et figure 2.7). On rappelle que l’approximation dipolaire

est valable dans le cas où le champ est étudié à grande distance du volume émetteur parcouru

de charges en mouvement et les dimensions de l’émetteur sont faible par rapport aux longueurs

d’ondes d’émission. Pour comprendre le principe de cette émission, l’approche la plus simple

consiste à partir d’un dipôle électrique variable, et chercher le champ électrique compatible avec

les équations de Maxwell [130]. Au niveau macroscopique, la polarisation sera P(t)=Np(t) où

N est la densité de dipôles parallèles entre eux qui sont supposées ne pas interagir entre eux.

On introduit une densité de charge ρ(t) fictive définie par ρ(t)=-∇(p(t).δ(
→
r )).

A partir de l’équation de conservation des charges, on introduit les courants fictifs j(
→
r ,t)

tels que

→
∇ .

→
j (

→
r , t) +

∂

∂t
ρ(
→
r , t) = 0 (B.1)

soit
→
j (

→
r , t) =

d

dt
[p(t)] δ(r). (B.2)

Les expressions des potentiels retardés, associés au dipôle variable p(t), s’écrivent en intégrant

sur le volume d’analyse τ pour chaque élément de volume dτ :

V (
→
r , t) =

1

4πεo

∫
τ

ρ(
→
r′, t−

∣∣∣→r − →
r′

∣∣∣∣ /c∣∣∣→r − →
r′

∣∣∣ dτ (B.3)

et
→
A (

→
r , t) =

µo

4π

∫
τ

j(
→
r′, t−

∣∣∣→r − →
r′

∣∣∣∣ /c∣∣∣→r − →
r′

∣∣∣ dτ . (B.4)
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En remplaçant la valeur de la densité de courant (équation B.2), l’expression du potentiel vec-

teur en M devient :

→
A (

→
r , t) =

µo

4π

∫
τ

{d /dt(→po (t−
∣∣∣→r − →

r′
∣∣∣∣ /cδ(r′ )}∣∣∣→r − →

r′
∣∣∣ dτ (B.5)

donc
→
A (

→
r , t) =

µo

4π

1

r

d

dt

[→
p (t− r/c )] . (B.6)

Les équations se simplifient en tenant compte de la dépendance temporelle du dipôle, en notant

~p=poe
iw(t−r/c) :

→
A (

→
r , t) = −µo

4π

1

r
ω

→
po e

iω(t−r/c). (B.7)

Le potentiel scalaire est obtenu en utilisant la jauge de Lorentz :

→
∇ .

→
A +

1

c2
∂V

∂t
= 0 (B.8)

soit l’expression suivante du potentiel scalaire :

V (
→
r , t) =

1

4πεo
[

1

r3
+
iω

r2c
] .

→
po .

→
r eiω(t−r/c). (B.9)

L’expression du champ rayonné s’obtient d’après :

→
E (

→
r , t) = −

→
∇ V − ∂

→
A

∂t
(B.10)

donc le champ rayonné par le dipôle vaut :

→
Ee (

→
r , t) =

1

4πεo
[ (

2

r3
+

2iω

r2c
)cos(θ)

→
ur +(

1

r3
+
iω

r2c
− ω2

rc2
)sin(θ)

→
uθ ] poe

iω(t−r/c). (B.11)

Le champ rayonné s’observe en champ lointain, nous ne conservons donc que les termes en 1
r

et
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le champ rayonné s’écrit finalement :

→
Ee (

→
r , t) = − 1

4πεo

ω2

rc2
sin(θ)poe

iω(t−r/c) →uθ (B.12)

soit en notation réelle au niveau macroscopique :

→
Ee (

→
r , t) =

1

4πεo

1

rc2
∂2P (t− r/c)

∂t2
sin(θ)

→
uθ (B.13)

soit E(r, t) ∝ ∂2P (t− r/c)

∂t2
. (B.14)
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Annexe C

Protocoles

C.1 Culture des bactéries Halobacterium salinarium et

purification des membranes pourpres

Les conditions de culture et de purifications suivent le protocole décrit par Oesterhelt et

coll. [86]. La souche R1 de Halobacterium salinarium (obtenue auprès de l’IGM, Université

d’Orsay), se développe dans des conditions de forte salinité et exprime la bactériorhodopsine

en microaérobie et sous illumination. La composition du milieu (NaCl : 250 g/L, MgSO4 : 20

g/L, citrate de trisodium : 3 g/L, KCl : 2 g/L, peptone bactériologique : 10 g/L) est spécifique

aux espèces halophiles extrêmes. Avant inoculation, le milieu est stérilisé sur filtre de 0,22 µm

(Stéricup, Millipore). Des cultures de 75 mL, dans des erlenmeyers de 250 mL, sont placées

à 39◦C, sous agitation (200 rpm) et forte illumination. La bactériorhodopsine s’exprimant

préférentiellement dans la phase stationnaire, les cultures sont effectués sur 3 à 4 semaines.

Les bactéries sont recueillies par centrifugation à 10000 G pendant 15 minutes.

La purification s’effectue en 3 étapes : lyse des bactéries par choc osmotique et action

mécanique, lavage des membranes, séparation des types membranaires par centrifugation en

gradient de densité.

1. Lyse des bactéries par choc osmotique et action mécanique. Les culots bactériens sont

resuspendus dans le tampon 1 (NaCl : 250 g/L, MgSO4 : 20 g/L, citrate de trisodium : 3 g/L,

KCl : 2 g/L), 125 mL par litre de culture. Puis, cette suspension est mise à dialyser la nuit

contre le tampon 2 (NaCl 0,1 M soit environ 6 g/L) et DNase (50 mg). Ce changement de pres-

sion osmotique brutal va provoquer l’éclatement des bactéries. Le lysat est ensuite centrifugé

40 minutes à 40000 G. Afin de s’assurer de l’efficacité de la lyse, les culots sont resuspendus

dans le tampon 2 à l’aide d’un homogénéisateur à piston, ou potter, puis à nouveau centrifugés.

Ces étapes sont renouvelées jusqu’à ce que le surnageant soit incolore (en pratique 2 à 3 fois).
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2. Lavage des membranes. Les membranes sont alors lavées deux à trois fois dans de l’eau

déionisée et finalement resuspendues dans un petit volume d’eau.

3. Séparation des types membranaires par centrifugation en gradient de densité. Afin de

séparer les membranes rouges, contenant les caroténöıdes, des membranes pourpres, contenant

la bactériorhodopsine, cette solution est déposée sur un gradient linéaire de 30 % à 50 % avec

un ’coussin’ à 60 % de saccharose et centrifugée 17 heures à 100000 G (photo 3.1 du chapitre

3).

C.2 Echantillons déposés dans des gels d’acrylamide

La composition des gels est décrite dans [91]. Les récipients contenant les gels sont com-

posés de lamelles de microscope collées afin d’obtenir des épaisseurs de gel de 1 mm. La

solution de polyacrylamide contient 7.9% d’acrylamide, 0.2% de bisacrylamide et 0.03% de

tétraméthylanédiamine, 0.04 M Tris et 70 unités de membrane pourpre à pH 7, où 1 unité=1

mL de suspension, densité optique de 1 /cm. Après ajout de 0.024% de persulfate d’ammonium,

la solution versée dans les récipients polymérise pendant 1 heure avant utilisation. Une des deux

lamelles de microscope est enlevée afin de permettre une excitation directe par les impulsions

laser dans l’expérience pompe sonde (chapitre 3).
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Annexe D

Applications biotechnologiques de la

bactériorhodopsine

La bactériorhodopsine est une protéine très intéressante pour des applications biotechnolo-

giques. Deux propriétés intrinsèques sont utilisées : le photocycle et le déplacement de charges

photoinduit.

Se reporter aux chapitres 1 et 3 pour les notations des photoproduits.

D.1 Protection de papiers officiels

Des chercheurs allemands ont développé un procédé permettant de sécuriser les papiers

officiels et billets de banque [131]. Ils ont utilisé de la bactériorhodopsine modifiée afin de

prolonger le temps de vie de l’état M (photoproduit de la bactériorhodopsine, chapitre 1).

Suite à un éclairement lumineux, la bactériorhodopsine va changer de conformation et passer

du violet (état fondamental) au jaune (état M). Le retour dans l’état fondamental n’aura lieu

qu’en éloignant la source lumineuse. Ainsi les documents recouverts d’une telle encre seront

facilement détectables par leur changement de couleur photoinduit.

D.2 Stockage de données : mémoire holographique

Les mémoires holographiques permettent d’enregistrer des données dans un volume tri-

dimensionnel, permettant à la fois d’augmenter la rapidité et la capacité de stockage [132].

Une méthode prometteuse [133] permet le stockage de données dans un matériau de bactério-

rhodopsine en phase aqueuse. Les solutions sont contenues dans des cuvettes et orientées sous

champ électrique. Le principe de base est d’exciter l’échantillon avec deux lasers orthogonaux,

définissant un volume dans l’échantillon.
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Pendant la phase d’écriture, deux lasers centrés à 1140 nm sont utilisés pour exciter la bactério-

rhodopsine au départ dans son état fondamental bR. Suite à l’excitation lumineuse, la bactério-

rhodopsine passe dans l’état M qui dure pour quelques millisecondes avant de revenir dans

l’état fondamental. La stabilité de cet état peut être augmentée par modification génétique. En

contrôlant l’intensité excitatrice, des volumes contiennent un ratio bR : M de 6 : 4 (bits 0) et

d’autres un ratio 4 : 6 (bits 1).

Pour la phase de lecture, quatre lasers sont utilisés : deux centrés à 1140 nm qui exciteront

l’état bR pour peupler l’état M et deux centrés à 820 nm conduisant la réaction de M vers bR.

La tension détectée aux bornes de l’échantillon sera modifiée avec le sens de la réaction bR⇀↽M

(paragraphe 1.4) ; cette caractéristique va permettre de savoir si la majorité des protéines étaient

dans l’état M (bits 1) ou dans l’état bR (bits 0).

La phase de lecture est critique, en particulier à cause du changement d’indice de réfraction

de la bactériorhodopsine suite à une illumination qui, bien que très faible, peut produire des

microlentilles dans le matériau qui va réfracter la lumière et entrâıner des imprécisions sur les

emplacements des volumes irradiés.

D.3 Papier et encre électronique

Sous l’effet d’un fort champ électrique, une bactériorhodopsine modifiée génétiquement peut

changer d’état et passer de la couleur violette à jaune. En plaçant un film de bactériorhodopsine

entre deux plaques transparentes sur lesquelles est appliqué un maillage d’électrodes, il est

possible d’appliquer des voltages appropriés en certains points du film et ainsi de faire apparâıtre

des lettres.

D.4 Photodétection et vision artificielle

La bactériorhodopsine peut être utilisée comme photodétecteur rapide. Le principe utilisé

est le déplacement de charges dans la bactériorhodopsine suite à une excitation lumineuse. Afin

de pouvoir détecter directement un photocourant, il est nécessaire de transformer la tension

détectée en utilisant une jonction bactériorhodopsine-semiconducteur [134, 135]. L’utilisation

de la bactériorhodopsine comme photodétecteur ouvre des pistes intéressantes de détection

d’objets en temps réel [134].

En utilisant des bactériorhodopsines modifiées, il est même envisageable de pouvoir obtenir

des reconnaissances de couleur [136].
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